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GLOSARIO

AMBIENTE ESTERIL: lugar fisico el cual esta libre de microorganismos a través
de procedimientos fisicos, quimicos 0 mecénicos.

AUTOCLAVE: dispositivo de laboratorio destinado a la esterilizacion de material
de laboratorio utilizando vapor a presion y temperaturas elevadas.

BIOMASA: materia organica generada en un proceso biologico, espontaneo o
provocado, utilizable como fuente de energia.

BIOPROCESO: proceso industrial que involucra la manipulacién de organismos
ViVOS 0 sus componentes celulares para proveer vienes 0 Servicios.

BIORREMEDIACION: se refiere al uso de seres vivos para restaurar ambientes
contaminados en donde se utiliza plantas, algas, hongos o bacterias para
absorber, degradar o transformar los contaminantes que pueden estar presentes
en suelo agua o aire.

BIOTRATAMIENTO: bioproceso utilizado para el tratamiento de aguas
residuales.

CAMARA DE NEUBAUER: instrumento utilizado para realizar recuentos
celulares.

CENTRIFUGACION: método de separacion de mezclas usado cuando la
sedimentacién es muy lenta, en donde por accién de la fuerza centrifuga los
componentes mas pesados se sedimentan mas rapidamente y los livianos
guedan como sobrenadante.

CEPA: microorganismos definidos por lo menos a nivel de género y especie,
depositados y mantenidos en una Coleccion de Cultivos.

CHLORELLA VULGARIS: microalga unicelular perteneciente al reino protista de
forma esférica de didmetro aproximado de 2 a 10um de color verde presente en
la mayoria de cuerpos de agua dulce.

CURVA DE CRECIMIENTO: representacién grafica que ilustra el niamero de
células en un cultivo de microorganismos en el tiempo, en un medio determinado.

DIGESTION AEROBIA: tratamiento biolégico para aguas residuales que consiste

en la descomposicién de materia organica mediante la utilizacién de oxigeno a
partir de los microoganismos presentes en el agua residual.
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FERTILIZANTE FOLIAR: sustancia utilizada como complemento a la fertilizacion
del suelo cuando la nutricion proveniente de este es ineficiente.

FOTOPERIODO: relacién entre horas de luz y oscuridad a la que estd sometido
un microorganismo.

FOTOSINTESIS: proceso en el cual un microorganismo con clorofila captura la
energia en forma de luz y la tranforma en energia quimica.

INOCULO: suspension de microrganismos vivos adaptados para reproducirse en
un medio especifico.

MEDIO DE CULTIVO: mezcla de nutrientes que en concentraciones adecuadas y
condiciones fisicas Optimas permiten el crecimiento de los microorganismos.
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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de investigacion es evaluar el uso de la microalga
Chlorella vulgaris en la remocion de materia organica de las aguas residuales
tratadas por la PTAR El Salitre; haciendo énfasis en la remocién por la demanda
guimica de oxigeno (DQO) y por los sélidos suspendidos totales (SST), los cuales
son los pardmetros en los que se basa la PTAR El Salitre para evaluar la remocién
de materia organica en su proceso. También fue evaluada la incidencia de la
microalga Chlorella vulgaris en otros parametros fisicoquimicos como lo son:
Solidos Totales (ST), Sélidos Volatiles (SV), Solidos Suspendidos Volatiles (SSV),
pH, Turbiedad, Alcalinidad y Conductividad.

La metodologia que se llevo a cabo para la realizacién del proyecto consistio en la
revision bibliografica para conocer las condiciones de un adecuado crecimiento de
la microalga Chlorella vulgaris, posteriormente se realizo el cultivo de la misma
obteniendo un volumen de 7 L de microalga aproximadamente. Luego se
realizaron 2 pre-experimentaciones, la primera con el fin de conocer si la
microalga en porcentajes de volumen de 33% y 50%, se adaptaba y crecia en el
Agua Residual Tratada (ART) por la PTAR El Salitre; en la segunda se realizd un
cultivo con microalga ya adaptada a éste nuevo sustrato y se evaluo el crecimiento
de la microalga ya adaptada disminuyendo el porcentaje en volumen de microalga
a 10% y 30%.

Seguido a esto se ejecutd el biotratamiento por medio de una experimentacioén que
constd de 7 muestras en las cudles se vario el porcentaje en volumen de
microalga, microalga adaptada (MA) y microalga no adaptada (MNA) al nuevo
sustrato, y un blanco analitico que en este caso fue agua residual tratada por la
PTAR EI Salitre. Culminado el biotratamiento por medio de una centrifugacién se
separo la microalga y se analizaron los pardmetros fisicoquimicos mencionados
anteriormente al sobrenadante, esto con el fin de poder comparar los resultados
del tratamiento quimico realizado por la PTAR EIl Salitre donde se obtuvo una
remocién por DQO de 35,30% y 57,51% por SST vy el biotratamiento realizado por
la microalga Chlorella vulgaris siendo el cultivo realizado con microalga adaptada
a un porcentaje en volumen de microalga de un 10% la que mejores resultados
reportd (81,80% por DQO y 89,91% por SST). Sirviendo como tratamiento
complementario.

Palabras Claves: Chlorella vulgaris, Remocion de materia organica, Aguas

residuales domeésticas, Demanda Quimica de Oxigeno, Soélidos Suspendidos
Totales.
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INTRODUCCION

La ciudad de Bogota cuenta con la planta de tratamiento de aguas residuales
(PTAR el Salitre) ubicada en el noroccidente de la ciudad en la interseccion del rio
Bogota, via Lisboa, Suba km 1,5 para contribuir con el plan de saneamiento del rio
Bogota. Esta planta trata 4 m*/s de aguas residuales provenientes de la cuenca El
Salitre -Torca, la cual se encuentra conformada por seis localidades a saber:
Suba, Engativd, Chapinero, Barrios Unidos, Teusaquillo y Usaquén, siendo el
namero aproximado de habitantes que descargan a ésta cuenca 2.850.200
personas.

Las aguas residuales provenientes de la cuenca son captadas en la PTAR El
Salitre para su tratamiento, siendo el primer paso del proceso el cribado grueso, el
cual consiste en retener los residuos solidos mediante rejas paralelas de
aproximadamente cinco centimetros (5 cm) de distancia entre los barrotes. Dichos
residuos son depositados en un container para su disposicién final en el relleno
sanitario Dofla Juana. Posteriormente el agua es transportada a través de los
tornillos de Arquimedes hacia el pretratamiento. La funcién principal de los tornillos
consiste en airear y elevar el agua captada.

En las estructuras de pretratamiento se realiza la medicion del caudal mediante un
canal denominado Venturi. De alli son conducidas al cribado fino, en donde se
retiran los residuos mas pequefios por medio de rastrillos los cuales depositan los
residuos en una banda transportadora y finalmente al container respectivo para su
recoleccion.

Posteriormente, en los canales de grasas y arenas o desarenadores, se adiciona
cloruro férrico y un polimero (polielectrolito anidnico) para facilitar la coagulaciéon
de las particulas en suspension y poder separar las arenas y las grasas por
sedimentacion y decantacion respectivamente. Después el agua pasa a unos
decantadores para la remocién de la materia que aun sigue presente en ella.

Al terminar el proceso, el agua se descarga al rio Bogota con un porcentaje de
40% a 50%( 60 % SST) aproximadamente de materia organica; en la PTAR el
Salitre se desea a futuro realizar la fase Il del tratamiento de agua, la cual estara
enfocada en un proceso biologico. Esto ofrece una oportunidad de investigacion y
desarrollo en nuevas tecnologias que sean mas eficientes y menos costosas
comparadas con las utilizadas actualmente en la planta.

Dentro de estas nuevas tecnologias se encuentran la Electrocoagulacion, la
Radiacion ultravioleta, el uso de ultrasonido y la Biorremediacion. Esta ultima se
basa en la utilizacion de microorganismos para la depuracién de contaminantes en

! Acueducto AGUA Y ALCANTARILLADO DE BOGOTA. Planta de Tratamiendo de Aguas Residuales PTAR El
Salitre. [en linea] <http://www.acueducto.com.co/> [citado el 16 de Agosto de 2016].
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suelos y aguas.? Un caso especifico de la Biorremediacién consiste en un sistema
de depuracion de aguas residuales, basado en la utilizacion de la microalga
Chlorella vulgaris. De esta manera se abre la posibilidad de aplicar este proceso a
las aguas residuales de la PTAR EIl Salitre | como un tratamiento complementario.

* Garbisu, C., Amezaga, |. y Alkorta, . Biorremediacién y Ecologia. (2003). Publicado en la revista cientifica y
técnica de ecologia y medio ambiente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de la microalga Chlorella vulgaris para la remocién de materia
organica de las aguas tratadas en la PTAR el Salitre a nivel de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Establecer las condiciones de cultivo de la microalga Chlorella Vulgaris para
un adecuado crecimiento a escala laboratorio.

> Adaptar la microalga Chlorella vulgaris a un nuevo sustrato, caso: agua
residual.

»  Seleccionar las condiciones de remocion de carga organica mediante la
microalga Chlorella vulgaris por medio de un desarrollo experimental.
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1. MARCO TEORICO

1.1 AGUAS RESIDUALES

El agua residual se puede definir como la combinacion de los residuos o
desechos, los cuales provienen o son procedentes tanto de instituciones publicas,
establecimientos industriales, comerciales y residencias a lo que se les puede
agregar; eventualmente, aguas subterraneas, superficiales y pluviales.?

1.2 AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS (ARD)

Esta clasificacion de las aguas residuales son las procedentes de las actividades
domésticas de la vida cotidiana como lavado de bafios, ropa, cocinas, preparacion
de alimentos, limpieza, etc. Estos desechos o residuos presentan un alto
contenido de materia organica, grasas y detergentes. Su composicion varia
dependiendo de los habitos de la poblacién que los genera.*

1.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Consiste en una serie de procesos quimicos, bioldgicos y fisicos que tienen como
finalidad eliminar contaminantes fisicos, quimicos y bilégicos presentes en el agua
efluente del uso humano. El tratamiento de agua normalmente se divide en
tratamiento primario, secundario, terciario y antes de ello se realiza un tratamiento
preliminar en los cuales se realiza la depuracién de contaminantes especificos.’

1.4 TRATAMIENTO PRELIMINAR

Se hacen como antecedentes a los tratamientos primarios, secundarios o
terciarios, debido a que las aguas residuales pueden venir con desechos muy
grandes y voluminosos que no pueden entrar a la planta de tratamiento y cuando
se eliminan aumentan la efectividad de estos procesos. Para ello se utilizan
rejillas, tamices y micro filtros.

» Rejillas: con esta se retiene todo el material grueso, su principal objetivo es
retener basuras grandes debido a que el material sélido grueso puede afectar
el funcionamiento de las bombas, valvulas, aireadores, etc. Se construyen con
barras de diferente distancia entre barrotes y es el primer filtro para retencion
de basuras.

» Tamices: Su objetivo es remover un porcentaje de sélidos de menor tamafio
con el fin de evitar taponamiento de tuberias, filtros biol6gicos. Tienen una

3Romero, J. Tratamiento de aguas residuales: Teoria y principios de disefio. (2004). Universidad de San
Carlos Guatemala.

* Cosquete, A y Choez, |. Contaminacién hidrica por aguas residuales (31 de mayo 2014).

> Ramalho, R. Tratamiento de aguas residuales. (mayo del 2003). p. 10-14.
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inclinacion la cual permite que circule el agua y del mismo modo deslizar los
desechos por fuera de la malla.

» Micro filtros: son planillas giratorias plasticas o de acero, cuyo objetivo es
recoger los desechos y las basuras en su interior, estos poseen un sistema de
lavado que permite mantener las mallas limpias.®

1.5 TRATAMIENTO PRIMARIO

Tiene como fin eliminar los solidos en suspension a partir de procesos de
sedimentacion simple por gravedad o asistida por coagulantes y floculantes. Para
aumentar la eficiencia de este proceso se agregan compuestos quimicos como
sales de hierro, aluminio, cloruro férrico y polielectrolitos floculantes; para
precipitar el fésforo, los sélidos en suspension muy finos o aquellos en estado de
coloide.

Este proceso se realiza en tanques de sedimentacién primarios o clarificadores
primarios con una profundidad que oscila entre 2 a 5 m. Disefiados para suprimir
aguellas particulas con tasas de sedimentacion de 0.3 a 0.7 mm/s. Esto se hace
en un proceso de retencion corto de 1 a 2 horas. En esta etapa se elimina por
precipitacion del 60% al 70% de los solidos en suspension. Normalmente las
plantas trabajan varios sedimentadores primarios, donde su forma puede ser
circular, cuadrada o rectangular.’

1.6 TRATAMIENTO SECUNDARIO

Su funcién es eliminar la materia organica en disolucion y en estado coloidal por
medio de un proceso de oxidacion biolégica seguido por uno de sedimentacion.
Este proceso es natural controlado, en donde participan microorganismos
presentes en el agua residual. Estos microorganismos que en su mayoria son
bacterias se alimentan de los sélidos en suspension y en estado coloidal
produciendo en su degradacion una biomasa bacteriana que precipita en el
decantador secundario. De esta manera el agua queda limpia, pero con unos
lodos los cuales deben ser eliminados.

Las estructuras usadas para este tratamiento son filtros de arena intermitentes,
percoladores, contadores bioldgicos rotarios, lechos fluidizados, tanques de lodos
activos y sistema de digestion de lodos.®

® Ibid., Cap 3.
7 Ibid., Cap 3.
® Ibid., Cap 6.
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1.7 TRATAMIENTO TERCIARIO

Tiene como fin depurar algunos contaminantes especificos en el agua residual
como lo son los fosfatos que provienen del uso de detergentes domésticos e
industriales, metales pesados y elementos toxicos presentes en el agua. No todas
las plantas tienen esta etapa, dependera de la composicion del agua residual y del
destino que se le dara.’

1.8 BIORREMEDIACION

Es una tecnologia emergente en la cual se utilizan organismos vivos como
plantas, algas, hongos y bacterias para absorber, degradar o transformar los
contaminantes y retirarlos, inactivarlos o mitigar su efecto en el suelo, agua vy aire.

La Biorremediacion de aguas residuales con microorganismos consiste en un
tratamiento secundario de una planta de tratamiento de aguas residuales donde se
utilizan los microorganismos para eliminar la materia organica del agua, siendo
esta su fuente de alimento que al ser digerida desprenden dioxido de carbono y
metano. Esta digestion puede hacerse de forma aerobia o anaerobia.®

1.9 MICROALGAS

Son microorganismos que pertenecen al reino protista, que es aquel en el cual se
agrupan todos aquellos organismos, que no pueden categorizarse dentro de los
animales plantas u hongos. Por medio del fotolisis del agua (fotosintesis) generan
oxigeno; proceso que llevan a cabo gracias a los cloroplastos; estos
microorganismos son capaces de retener la luz solar gracias a unas estructuras
especiales llamadas cloroplastos.

Las microalgas se encuentran en el agua, en el suelo e inclusive en el aire. Desde
la antigiedad se han utilizado como alimento o productos terapéuticos en las
civilizaciones como la griega, romana, azteca y china. Estos microorganismos son
eucariotas, unicelulares o filamentosas que varian en tamafio y forma, viven en
todos los habitats; mayormente acuaticos, tanto en ambientes marinos como
dulceacuicolas, y algunas en la tierra. Las mas abundantes se encuentran
formando parte del plancton de los océanos, estimandose que el 90% de la
fotosintesis total de la Tierra es realizado por estos vegetales.

Tienen importancia ecologica y economica gracias a su diversidad taxonomica.
Para su crecimiento requieren de CO,, Nitrogeno, Fésforo, Potasio, Magnesio y

? Ibid., Cap 8.
' GARBISU, Op.cit.
u Abalde, J. Microalgas: Cultivo y aplicaciones. (1999). Universidad de la Coruiia. p.13
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otros nutrientes menores como metales; los cuales son esenciales por que actian
como cofactor de enzimas esenciales para su metabolismo.

La importancia y las aplicaciones de estos microorganismos es que son el primer
eslabon de la cadena alimenticia en el mar; se utlizan como fuente de
Biocombustibles, fertilizantes, alimentacion animal y otros usos en la industria
alimentaria, y en la industria de medicamentos; son utilizados también en el
tratamiento de aguas residuales; gracias a su capacidad de absorber CO; y otros
gases de efecto invernadero como los 6xidos de nitrégeno, contribuyen a mitigar el
cambio climatico.*?

1.10 CHLORELLA VULGARIS
Su taxonomia es la siguiente:

Reino: Protista, Division: Chlorophyta, Clase: Chlorophyceae, Orden:
Chlorococcales, Familia: Oocystaceae, Genero: Chlorella, Especie: vulgaris.*®

Esta es una microalga unicelular de color verde, de forma esférica, con un
diametro que esta entre 100 y 1000 veces menor a 1 milimetro. El color verde lo
obtiene gracias a los cloroplastos que son las estructuras encargadas de hacer la
fotosintesis, no presenta flagelo y en la mayoria de veces se encuentra en los
cuerpos de agua dulce; se reproduce de forma acelerada y de forma asexual. Para
eso precisa el carbono que obtiene de la fotosintesis, agua, luz y pequefnas
cantidades de minerales. Contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C,
betacaroteno y vitaminas B (B1, B2, B6 y B12).*

Su composicion quimica es de 51-58% de proteina, 12-17% de carbohidratos, 14-
22% de lipidos, estos porcentajes se presentan en materia seca. Cuando sus
células alcanzan su tamafio maximo, el nucleo se divide en cuatro u ocho partes y
en el interior de la célula madre se forman de cuatro a ocho células mas pequefas
idénticas a la célula madre, estas son las autoesporas que son liberadas por la
célula madre por eclosién, transformandose entonces en nuevas Chlorellas al
crecer; estas microalgas pueden resistir temperaturas de hasta 36°C.* En la
Figura 1 se muestra la microalga Chlorella vulgaris vista desde el microscopio.

2 Velasquez, M. Botdnica Vegetales inferiores (1981).

B Chiorella vulgaris. Ecured. Obtenido de http://www.ecured.cu/Chlorella_Vulgaris. Revisado el 15 de abril
de 2016.

1 WANG, L. Cultivation of Green Algae Chlorella in Different Wastewater for Municipal Wastewater
treatment plant. (2009). University of Minnesota, Nanchang University. p. 11

Y bid., p. 24
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Figura 1. Microalga Chlorella Vulgaris.
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Fuente. Disponible desde Internet en: <https://harmonicarts.ca/2013/04/chlorella-
chlorella-vulgaris/>

1.11 CULTIVO DE MICROALGAS

Los factores que influyen en el crecimiento de las microalgas son similares, sin
embargo, cada especie y subespecie de microalga presenta sus propias
caracteristicas respecto a sus condiciones Optimas de crecimiento, asi como unas
productividades maximas alcanzadas en diferentes configuraciones de sistemas
de cultivo.

Su productividad estd determinada, principalmente, por el pH del medio, la
salinidad, la disponibilidad y concentracion de nutrientes, la intensidad y el tipo de
luz, la densidad celular del cultivo, la temperatura y la contaminacién o la
depuracion de otros microorganismos.

En promedio, las microalgas duplican su biomasa en 24 horas. Sin embargo, en la
fase exponencial algunas microalgas pueden doblar su biomasa en tiempos tan
cortos como tres horas y media.*®

1.12 pH

Cada especie de microalga tiene un rango de pH en el cudl su crecimiento es
optimo, dependiendo de qué especies quimicas este mas habituada a asimilar. El
pH en la mayoria de los cultivos de microalgas se encuentra entre 7-9 unidades,
siendo entre 8,2-8,7 unidades, el mas 6ptimo.

El proceso fotosintético de fijacion de CO, provoca un aumento gradual del pH en
el medio debido a la acumulacion de OH-, lo que puede promover la eliminacion
de nitrogeno en forma de amoniaco a la atmdésfera y la eliminacion de fosforo por

'® ABALDE. Op.cit., p.30

28



precipitacion de ortofosfatos. El control de pH se logra mediante la aireacion o
inyeccion controlada de CO,, aunque también mediante la adicion de acidos o
bases.

El descenso del pH puede ser letal para el crecimiento de la microalga, sin
embargo, los aumentos de pH suelen resistirlos.*’

1.13 SALINIDAD

La salinidad del medio de cultivo tiene una gran influencia en el crecimiento de las
microalgas, asi como en la productividad de lipidos para biodiesel u otras
sustancias de valor. Araujo en el 2011 hizo un estudio con 10 cepas de microalgas
diferentes donde observo como cada especie respondia de modo distinto ante los
cambios en la salinidad del medio cambiando de 25g/L a 35g/L, calculando los
resultados de rendimiento y productividad de biomasa. Aunque algunas especies
de microalgas no respondieron frente a los cambios en la salinidad la mayor
productividad se alcanzd con Chlorella vulgaris, la cual alcanz6 una relacion de
biomasa inicial: final de 1:10.'®

1.14 FOTOPERIODO

Uno de los principales pardmetros a considerar es la intensidad luminica. En
ausencia de limitacidbn por nutrientes, la fotosintesis va aumentando con el
incremento de la intensidad luminica, hasta que se alcanza la maxima tasa de
crecimiento por cada especie en el punto de saturacidon por luz. Si se pasa este
punto, se alcanza el denominado punto de fotoinhibicion, obteniendo resultados
perjudiciales para la misma y productividad del cultivo.®

El rango de crecimiento de Chlorella Vulgaris esta entre los 650 y 22.200 lux.?
1.15 AGITACION

La agitacion facilita la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacion de
las microalgas y su adherencia a las paredes del recipiente que lo contiene,
homogeniza el pH y asegura la distribucién de los gases y de la luz. Con una
correcta agitacion se somete a las microalgas a ciclos rapidos de mezclado en las
gue en cuestion de milisegundos pasan de una zona oscura a una zona iluminada.

v Aplicaciones de las Microalgas: estado de la técnica. (2013).

18 Moronta, R., Mora, Ry Morales, E. Respuesta de la microalga Chlorella sorokiniana al pH, salinidad y
temperatura en condijo  nes axenicas y no axenicas. (enero 2006). Rev.Fac. Agron. v.23. n.1 Caracas.
% ABALDE. Op.cit., p.21

20 PEARSALL W. H., LOOSE L., The Growth of Chlorella vulgaris impure cultura. Londres, 1936, p.41.
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La agitacion incide debido a que en primer lugar ésta garantiza una distribucion
homogénea de las células y los nutrientes dentro del cultivo, mejora la distribucion
de la luz y evita que las células se sedimenten en el medio de cultivo.?

1.16 TEMPERATURA

La produccion algal se incrementa proporcionalmente con la temperatura hasta
llegar a una temperatura 6ptima de cada especie. Cuando se esta por encima de
esta temperatura, se aumenta la respiracion y la fotorrespiracion reduce la
productividad global. La temperatura éptima varia entre las especies; pero en
general esta entre 28°C y 35°C.%2

1.17 MEDIO DE CULTIVO

Para el crecimiento de las microalgas el medio de cultivo es de vital importancia,
éste va a contribuir con los macronutrientes y micronutrientes necesarios para el
crecimiento adecuado de la microalga, por ello se debe tener en cuenta que
existen diferentes tipos documentados en la literatura; el tipo de medio de cultivo
gue se va a utilizar depende de la clase de microalga la cual se quiere hacer
crecer.

Se utiliza como medio de cultivo el fertilizante agricola foliar, que posee nutrientes
similares a los del medio Bold Basal, la concentracion recomendada de medio de
cultivo preparado con foliar liqguido Illamado FOLIAGRO es de 0,2%
Volumen/Volumen por contar con los macronutrientes y micronutrientes
necesarios que requieren las microalgas para lograr un buen crecimiento celular.?®

1.18 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

El DQO es la medida del equivalente de oxigeno del contenido de materia
organica susceptible de oxidacion por medio de un agente quimico oxidante fuerte.
En otros términos, es la cantidad de oxigeno que requiere el agua para
descomponer toda la materia organica e inorganica que tiene.

*! Acosta, E. Evaluacién de la remocién de nutrientes de aguas de porqueriza mediante el uso de microalgas.
(2004). Universidad Nacional de Colombia.

*2 ABALDE. Op.cit., p. 32

2 ANGEL, C.;PIMENTA W. Evaluacién de la insidencia del nitrégeno en el medio de cultivo bold basal para la
produccion de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor, para la obtencién de acidos
grasos. Tesis de investigacion Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de Ingenieria, Programa
de Ingenieria Quimica. 2012. p. 64.
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Este parametro requiere de unas condiciones de analisis especificas como un
tiempo minimo de reaccion de dos horas y una serie de sustancias analiticas
especificas.?*

1.19 ALCALINIDAD

La alcalinidad de un agua puede definirse como su capacidad para neutralizar
acidos, su capacidad para reaccionar con iones hidrogeno, su capacidad para
aceptar protones o como la medida de su contenido total de sustancias alcalinas
(OH). La determinacion de la alcalinidad total y de las distintas formas de
alcalinidad es importante en los procesos de coagulacion quimica, ablandamiento,
control de corrosién y evaluacién de la capacidad tampén de un agua.?

1.20 TURBIDEZ

La turbidez o turbiedad es una expresion de la propiedad o efecto 6ptico que es
causado por la dispersion e interferencia de los rayos luminosos que pasan a
través de una muestra de agua; en otras palabras, es la propiedad éptica de una
suspension que hace que la luz sea reemitida y no transmitida a través de la
suspension. La turbidez en el agua puede ocasionarse por una gran cantidad de
materiales que se encuentren en suspension que varian en tamafio, desde
dispersiones coloidales hasta particulas gruesas, entre otros arcillas, limo, materia
organica e inorganica finamente dividida, organismos planctonicos vy
microorganismos.

En la actualidad el método mas utilizado para determinar la turbidez es el método
nefelométrico, en el cual se mide la turbiedad mediante un nefelometro, el cual es
un detector de luz dispersa localizada a 90° del haz insidente; su precision,
sensibilidad y aplicabilidad sobre un rango de turbiedad ampilo hace que el
método nefelométrico sea preferible a los métodos visuales.?® Se expresan los
resultados en unidades de turbidez nefelométrica (NTU). Con este método se
compara la intensidad de la luz dispersada por la muestra con la intensidad de luz
dispersada por una suspension estandar de referencia en las mismas condiciones
de medida. Cuanto mayor sea la intensidad de luz dispersada, mayor sera la
turbiedad.””

*% Standar Methods for the examination of water and wastwater. 22"° Edition (2012). American Public
Health Assosiation, American Water Works Assosiation y Water Enviroment Federation. P. 5-16

> ROMERO, Jairo. Calidad del Agua. Segunda Edicién (2005). P. 119.

% CARPIO, T. Turbiedad por nefelometria (método B). (2007). Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales (IDEAM).

> ROMERO. Op.cit., p. 107.
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1.21 CONDUCTIVIDAD

La conductividad del agua es una expresion numérica de su habilidad para
transportar una corriente eléctrica, que depende de la concentracion total de
sustancias disueltas ionizadas en el agua y de la temperatura a la cual se haga la
determinacion. Por tanto, cualquier cambio en la cantidad de sustancias disueltas,
en la movilidad de los iones disueltos y en su valencia, implica un cambio en la
conductividad. Por esta razon, el valor de la conductividad se usa mucho en
analisis de agua para obtener un estimativo rapido del contenido de solidos
disueltos.”®

1.22 SOLIDOS TOTALES

Los sélidos totales (ST) se definen como la materia que permanece como residuo
luego de una evaporacion y secado a 103°C-105°C. EIl valor obtenido de los
sélidos totales incluye tanto materia disuelta (porcion de sélidos totales que pasa a
través del filtro), como materia no disuelta (porciébn de solidos totales que es
retenida por el filtro).

Los andlisis de solidos son de importancia en el proceso de tratamiento bioldgico y
fisico de aguas residuales, para evaluar el cumplimiento de las limitaciones que
regulan vertimiento.?

1.23 SOLIDOS VOLATILES

Los sélidos volétiles (SV) son aquellos que se volatilizan a una temperatura de
550°C. Cuando los sélidos totales se someten a combustion bajo una temperatura
de 550°C durante 20 minutos, la materia organica se convierte en dioxido de
carbono y agua. Esta perdida de peso se interpreta en términos de materia
orgénica o volatil.*

1.24 SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES

Los solidos suspendidos totales (SST), se consideran como la cantidad de
residuos retenidos en un filtro de fibra de vidrio con tamafio de poro nominal de
0.45 micras y hacen referencia al material particulado que se mantiene en
suspension en las corrientes de agua superficial y/o residual. Estos solidos causan
turbiedad en el agua y reducen la penetracién de la luz solar al cuerpo de agua,

28 ,
Ibid., p. 114.
% Carpio, T. Sélidos Totales Secados a 103-105°C. (2007). Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales (IDEAM).
%% American Public Health Association. Op.cit., p. 2-67.
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los solidos suspendidos totales son una limitante para el crecimiento de
vegetacion en los cuerpos de agua.®

1.25 SOLIDOS SUSPENDIDOS VOLATILES

Los solidos suspendidos volatiles (SSV) son los solidos que pueden ser
incinerados o calcinados a una temperatura de 500 +/- 50°C, la concentracion de
estos soélidos se suele considerar como una medida aproximada del contenido de
materia organica.*

' sélidos Suspendidos Totales. Obtenido de
https://www.dane.gov.co/files/investigaciones/pib/ambientales/Sima/solidos_suspension.
32 Metcalf & Eddy. Ingenieria de Aguas Residuales. (2003).
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2. METODOLOGIA

El trabajo de grado se realizé en 4 etapas como se muestra en la Figura 2; en la
primera se llevd a cabo la revision bibliogréfica con el fin de obtener la informacion
necesaria para obtener el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris en las
condiciones adecuadas para favorecer su crecimiento, y se sembré el cultivo.

En la segunda etapa se realizaron las pruebas pre-experimentales con el fin de
conocer si la microalga crecia en el nuevo sustrato Agua Residual Tratada (ART),
junto con el analisis de las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual tratada
por la PTAR EIl Salitre. La tercera etapa fue el desarrollo experimental que
consistid en la seleccion de los porcentajes de volumen de microalga para el
biotratamiento y finalmente en la cuarta etapa se analizé el agua residual tratada
luego del biotratamiento con la microalga.
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Figura 2. Diagrama del proceso
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2.1 PRIMERA ETAPA

Se inicié con la seleccidn de las condiciones de crecimiento para la adaptacion de
la microalga al medio de cultivo y su posterior escalamiento, basados en las
investigaciones realizadas con anterioridad en el grupo de investigacion de
biotecnologia (BIOTECFUA).

2.1.1 Condiciones para el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris. Para
cumplir el objetivo de obtener volumen suficiente de microalga es necesario
seleccionar las condiciones de crecimiento adecuadas. Con base en la literatura la
microalga Chlorella vulgaris no se ve significativamente influenciada a
temperaturas entre los 25°C y 35°C; el crecimiento se llevd a cabo a una
temperatura de 22°C + 3°C que es en donde se reportan mayores tasas de
crecimiento®, también es importante una buena agitacién para evitar que ésta se
sedimente y asi reciba de manera uniforme la luz solar para lo cual se utilizaron
bombas con capacacidad de 4 L/min conectadas a mangueras para inyectar aire
como agitacion al sistema.

La fuente de intensidad luminica que recibieron directamente las muestras fue la
luz solar, variando este parametro de acuerdo a los niveles de radiacién solar en la
cuidad de Bogota en los meses de Junio y Julio del afio 2016, con un promedio de
3,5 a 4 kw/m?%dia®**; la microalga Chlorella vulgaris presenta un pH 6ptimo de
crecsismiento entre 6 y 7 llevandose la medicion del pH con cintas medidoras de
pH.

2.1.2 Medio de cultivo. Para el medio de cultivo se utilizé el fertilizante agricola
foliar llamado FOLIAGRO, éste presenta nutrientes similares al medio de cultivo
bolt basal, el cuél es el utilizado para el crecimiento de la microalga Chlorella
vulgaris. Agregandose fertilizante al 0.2% v/v (2 mL) junto con agua desionizada
en un volumen total de 1L%. En la Figura 3 se muestra el fertilizante agricola
foliagro, en la Figura 4 se muestra el medio de cultivo y en la Tabla 1 se muestra
la composicion del fertilizante utilizado para el medio.

33 CONVERTI, Attilio; CASAZZA, Alessandro A.; ORTIZ, Erika Y.; PEREGO, Patrizia; BORGHI, Marco; “Effect of
temperature and nitrogen concentration on the growth and lipid content of Nannochloropsis oculata and Chlorella vulgaris for
biodiesel production”; Department of Chemical and Process Engineering; University of Genoa; Italia; 2009.

42 SOLOVCHENKO, A. E; “Physiological Role of Neutral Lipid Accumulation in Eukaryotic Microalgae under Stresses”; Faculty of Biology,

Moscow State University; Moscow; 2011.

3% Atlas de radiacién solar de Colombia. Visto en http://atlas.ideam.gov.co/visorAtlasRadiacion.html, el 22 de
febrero de 2017

% Abalde. Op.cit., p. 37

3 ANGEL, C.; PIMENTA W. Evaluacién de la incidencia del nitrégeno en el medio de cultivo bold basal para la

produccion de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor, para la obtencion de acidos

grasos. Tesis de investigacion Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de Ingenieria, Programa

de Ingenieria Quimica. 2012. p. 64.
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Figura 3. Fertilizante Foliagro Figura 4. Medio de Cultivo

Tabla 1. Composicion del fertilizante agricola Foliagro.

Nitrégeno Total (N) 100,00 g/L  Boro (B) 0,20 g/L
Nitrégeno Amoniacal (N) 72,00 g/L Cobre (Cu)* 0,20 g/L
Nitrégeno Nitrico (N) 3,20 g/lL Hierro (Fe)* 0,40 g/L
Nitrégeno Ureico (N) 24,80 g/L Manganeso (Mn)* 0,40 g/L
Fésforo Asimilable (P20s) 300,00 g/L Molibdeno (Mo) 0,03 g/L
Potasio Soluble en Agua (K20) 100,00 g/L  Zinc (Zn)* 0,50 g/L
Calcio (CaO)* 0,20 g/L pH en solucién al 10% 6,5

1,3
Magnesio (MgO)* 0,20 g/L Densidad a 20 °C g/mL
Azufre Total (S) 0,80 g/L *Quelatados con EDTA y acido citrico

2.1.3 Esterilizacion de materiales. Si se quiere garantizar un buen crecimiento
de la microalga es importante contar con un ambiente estéril, por ello, es
necesario la eliminacion de cualquier agente contaminante o microorganismo
indeseable en todos los materiales involucrados en el proceso, especialmente los
gue entran en contacto directo con la microalga Chlorella vulgaris. Se esterilizaron
los materiales junto con el medio de cultivo por medio de una autoclave de
laboratorio a 121°C y 15 psi durante 20 minutos.

2.1.4 Crecimiento celular. Luego de seleccionar las condiciones de crecimiento y
tener los materiales junto con el medio de cultivo libre de contaminantes, se realiz6
la inoculacion de la microalga suministrada por el grupo de investigacion
BIOTECFUA, la cual se muestra en la Figura 5; en cuatro recipientes a los que se
adicion6 200 mL de medio de cultivo y 20 mL de microalga manteniendo una
relacion 1/10 v/v, metodologia utilizada en los trabajos del grupo de investigacion;
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al noveno dia de la inoculacién se adicion6 40 mL de medio de cultivo a cada
recipiente. En la Figura 6 se muestra el esquema del cultivo inicial.

Figura 5. Cepa Inicial de Microalga Chlorella Vulgaris

Figura 6. Cultivo Inicial.

Agua Desionizada
(993mL)

Cepa Inicial Microalga
Chiorella Vulgaris

Fertilizante
Agricola Foliagro /
o) 200 m 20 mL
[ Cultivo Inicial ]

2.1.5 Escalamiento del cultivo. Dieciséis dias después de la inoculacion se
realizé el primer escalamiento que se ejecutd en dos recipientes de 4 L que fueron
previamente esterilizados; fueron adicionados 1000 mL de medio de cultivo y 100
mL de la microalga cultivada en los recipientes mencionados anteriormente. Este
procedimiento fue ejecutado dos veces mas, a los 33 y 41 dias después de la
inoculacion inicial en los recipientes pequefios, alcanzando finalmente 3,5 L de
microalga en ambos recipientes. La relacion microalga-medio de -cultivo, se
establecio teniendo en cuenta que durante la fase de crecimiento es necesario que
los microorganismos dispongan de una buena cantidad de nutrientes minerales®’.
En la Figura 7 se muestra el esquema del escalamiento del cultivo.

Medio de Cultivo

7 SOLOVCHENKO, A. E; “Physiological Role of Neutral Lipid Accumulation in Eukaryotic Microalgae under
Stresses”; Faculty of Biology, Moscow State University; Moscow; 2011.
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Figura 7. Escalamiento del Cultivo.

] Frimer Escalamiento del
[ Medio de Cultivo ) 1000mL Cultiva &L Cultivo Inicial ]
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1000 mL + 100 mL
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2.2 SEGUNDA ETAPA

Se inocul6 la microalga en un nuevo sustrato que en este caso fue el agua
residual tratada por la PTAR El Salitre, sin embargo, era necesario tener la certeza
de que la microalga se iba a acoplar a éste nuevo medio y que incrementaria su
concentracion celular. Teniendo en cuenta que éste nuevo medio viene con una
carga microbiolégica con diferentes microorganismos que podian afectar o inhibir
su crecimiento, se realizaron dos pre-experimentaciones antes del biotratamiento.

2.2.1 Pre-experimentaciéon 1. Esta pre-experimentacion se realizdé con el fin de
conocer si la microalga Chlorella vulgaris crecia en éste nuevo sustrato (ART),
teniendo en cuenta la presencia de otros microorganismos, se llevdé a cabo la
inoculacién en dos recipientes de 300 mL en los que se adicion6é agua residual
tratada y microalga. En el recipiente uno se inocul6 33,3% (v/v) de microalga con
una concentracion inicial de 8,1x10° cel/mL y en el recipiente dos se inoculé 50%
(v/iv) de microalga con una concentracion inicial de 1,0x10” cel/mL. En la Figura 8
se muestra el esquema de las cantidades iniciales de la pre-experimentacion 1.

Figura 8. Pre-experimentacion 1.

200 mL de 150 mL de
100 mL de Muestra Aqua Residual 150 mL de Muestra Agua Residual
Microalga 9 Tratada Microalga 2 Tratada

Esta pre-experimentacion tuvo una duracion de 11 dias, ya que segun la literatura
la microalga tarda aproximadamente dos semanas en alcanzar su fase
estacionaria®®; en estos dias se llevé el conteo celular cuatro dias a la semana de

38 Alvares, I., Gémez, L., Rivero, R. Cultivo de Chlorella vulgaris sobre residual de soja con la aplicacién de un
campo magnético. (2011). Publicado en la Revista Colombiana de Biotecnologia Vol. 13, NUm. 2.
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forma manual con ayuda de la camara de Neubauer y manteniendo las
condiciones para un adecuado crecimiento mencionadas anteriormente.

2.2.2 Pre-experimentacion 2. Luego de realizar la pre-experimentacion 1 a
porcentajes en volumen de microalga de 33,3% v/v y 50% v/v, estos porcentajes al
momento de hacer un escalamiento a nivel industrial no serian viables, razon por
la cual en la segunda pre-experimentacion se disminuyo el porcentaje en volumen
de microalga inoculada; se decidié inocular la microalga en porcentajes de
volumen de 10% con una concentracién inicial de 2,9x10° cel/mL y 30% con una
concentracion inicial de 2,4x10° cel/mL en un volumen total de 300 mL.

Al mismo tiempo se cultivd microalga ya adaptada al nuevo sustrato (ART), al cual
se inocul6 20% en volumen de microalga en un volumen total de 1L, que
posteriormente fue utilizado en el biotratamiento.

Esta segunda pre-experimentacion dur6é 15 dias, en estos se llevd un control del
crecimiento mediante un conteo celular cuatro dias a la semana de forma manual
con ayuda de la camara de Neubauer y manteniendo las condiciones
mencionadas anteriormente para un adecuado crecimiento. En las Figuras 9 y 10
se muestra el esquema de las cantidades iniciales de la pre-experimentacion 2 y
Medio de cultivo de la microalga Chlorella vulgaris adaptada respectivamente.

Figura 9. Pre-experimentacion 2

210 mL de 30 mL de 270 mL de
Eﬂ?c?gélgg Muestra Agua Residual Microalga Muestra Agua Residual
Adaptada 3 Tratada Adaptada 4 Tratada

Figura 10. Cultivo Microalga Adaptada.

200 mL de ; 800 mL de
Microalga M%:ggrlua Agua Residual
Adaptada g Tratada

Adaptada

2.2.3 Camara de Neubauer. La camara de Neubauer cuenta con una cuadricula
de recuento que muestra 9 cuadrados grandes, cada uno de 1mm?Z. Los
cuadrados grandes que se encuentran en las esquinas estan divididos en 16
cuadrados con aristas de 0,25 mm. El cuadrado grande del centro esta dividido en
25 cuadrados medianos con aristas de 0,2 mm en donde cada cuadrado mediano
esta subdivido en 16 cuadrados pequefios con aristas de 0,05 mm y una superficie
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de 0,0025 mm?.* EIl conteo fue realizado en el cuadro grande del centro, éste se
utiliza para células de menor tamafio como lo son las microalgas, mientras que los
demas cuadrados son utilizados para células de mayor tamafio. En la Figura 11 se
muestra la cuadricula de la camara de Neubauer.

Figura 11. Camara de Neubauer.
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Para determinar la concentracion celular por medio de la camara de Neubauer se
utilizé la siguiente ecuacion®®:

Ecuacion 1. Calculo de la concentracion celular.

Numero de las celulas*Inverso de la dilucién mm3
# cuadros leidos 0.001mL

.y cel
Concentracion — =
mL s

(areaxprofundidad*volumen)*

Es importante aclarar que no se realizé ninguna dilucion al momento de hacer los
conteos celulares, por ende, el inverso de la dilucion en este caso seria igual a 1.

2.2.4 Conteo celular en las pre-experimentaciones. Para llevar un control del
crecimiento en la concentracion celular en las dos pre-experimentaciones se llevé
a cabo un conteo celular por medio de la camara de Neubauer. El conteo fue
realizado en un microscopio binocular con aumento de 40X, con éste aumento se

9 BASTIDAS, Oscar. Conteo Celular con Camara de Neubauer. Celeromics. [en linea]
<www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-Neubauer.pdf> Revisado en agosto
2016.

40 Dpto. Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia. CAmara de Contaje Neubauer improved. Universidad del
pais vasco. [en linea] < http://insilico.ehu.es/camara_contaje/neubauer_improved.php > Revisado en agosto
2016.
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pueden visualizar claramente las células de la microalga Chlorella vulgaris. El
procedimiento para realizar el conteo fue llevado de la siguiente manera:

Se coloco el cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer, luego se introdujo un
tubo capilar en un tubo de ensayo que contenia la muestra para que ésta quedara
dentro del tubo capilar; posteriormente se ubicé el tubo capilar entre el borde del
cubreobjetos y la cAmara de Neubauer con el fin de que la muestra penetrara por
capilaridad, en seguida se situ6 la camara en la bandeja del microscopio; luego se
enfoco para poder visualizar las células y se realizo el conteo.

2.2.5 Andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual tratada
por la PTAR EIl Salitre. Se realizaron los analisis fisicoquimicos correspondientes
a la muestra de agua residual de la mafiana del 5 de septiembre del 2016
comprendida desde las 00:00 am hasta las 12:00 m, en donde se evaluaron los
siguientes parametros:

Sdlidos Suspendidos Totales (SST)
pH

Turbiedad

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
Alcalinidad

Conductividad

Solidos Totales (ST)

Solidos Volétiles (SV)

Sdlidos Suspendidos Volatiles (SSV)

VVVVVVVYVYY

Es necesario tener estos valores antes del biotratamiento, para luego hacer una
comparacion y conocer qué tan eficiente puede ser el uso de la microalga
Chlorella vulgaris como un tratamiento complementario en la remocion de materia
organica en éste tipo de agua.

2.3 TERCERA ETAPA

Luego de comprobar que la microalga Chlorella vulgaris se adapté en el nuevo
sustrato (ART), se ejecutd el biotratamiento.

2.3.1Experimentacion. Para la experimentacion se wusaron |os mismos
porcentajes en volumen utilizados en la segunda pre-experimentacion, los cuales
fueron 10%, 20% y 30% de microalga en un volumen total de 1L. Con el objetivo
de conocer cual era la incidencia en la adaptacion de la microalga Chlorella
vulgaris al nuevo sustrato (agua residual tratada) al momento de realizar el
biotratamiento se utiliz6 microalga adaptada ( microalga que habia entrado en
contacto con el nuevo sustrato, MA) y microalga que no habia entrado en contacto
con este nuevo sustrato, es decir, microalga no adaptada (MNA); se realiz6 la
experimentacion en 7 recipientes (siendo el séptimo recipiente el blanco analitico
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gue en éste caso fue agua residual tratada), cada uno con un contenido de 1L. En
la Tabla 2 se presentan las composiciones de cada una de las muestras.

Tabla 2. Composiciones de las muestras utilizadas en la experimentacion.

Muestra Volumen Microalga % en Volumen de
microalga
1 100 mL Microalga Adaptada 10%
900 mL Agua Residual Tratada
2 200 mL Microalga Adaptada 20%
800 mL Agua Residual Tratada
3 300 mL Microalga Adaptada 30%
700 mL Agua Residual Tratada
4 100 mL Microalga No Adaptada 10%
900 mL Agua Residual Tratada
5 200 mL Microalga No Adaptada 20%
800 mL Agua Residual Tratada
6 300 mL Microalga No Adaptada 30%
700 mL Agua Residual Tratada
7 (Blanco) 1000 mL Agua Residual Tratada No Aplica 0%

Antes de realizar la inoculaciéon se llevd a cabo un conteo del cultivo de la
microalga adaptada y del cultivo de la microalga no adaptada, y se conocié su
concentracion celular inicial, lo cual se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion inicial de los cultivos.

Cultivo Microalga Concentracién Celular Inicial (cel/mL)
Adapta 6,5x10°
No Adaptada 6,9x10°

En los 15 dias que durd el biotratamiento, se realizaron conteos celulares
periodicos para observar el crecimiento celular de la microalga en las condiciones
de temperatura, agitacion e intensidad luminica mencionadas en la seccion 2.1.1.
En la Figura 12 se muestra el esquema de la experimentacion.
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Figura 12. Experimentacion.
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2.3.2 Separacién de la microalga del agua residual tratada. Transcurridos los
15 dias del biotratamiento se efectud la separacion de la microalga del agua
residual tratada por medio de una centrifuga, siendo ésta la manera mas rapida y
eficiente, es necesario separar bien el agua tratada de la microalga para su
posterior caracterizacion*'; esto se realiz6 con ayuda de una centrifuga HERAEUS
LABOFUGE 400 de la marca Thermo electron Corporation programada a 4000
rpm durante 5 minutos. Luego de la separacién se depositd el sobrenadante en
recipientes para su posterior andlisis, que se realizé en la cuarta etapa.

2.4 CUARTA ETAPA

Con el objetivo de conocer la incidencia de la microalga en éste tipo de agua se
realizaron los andlisis fisicoquimicos, siendo los solidos suspendidos totales (SST)
y la demanda quimica de oxigeno (DQO) los parametros con los cuales se calcula
la remocion de materia organica en la PTAR El Salitre, sin embargo, se calcularon
también otros parametros ya mencionados en la seccién 2.2.5 para evaluar si la
microalga afectaba de alguna forma éstos, y por altimo comparar los datos
obtenidos antes y después del Biotratamiento con el objetivo de conocer si éste
serviria como un tratamiento complementario.

2.4.1 Sélidos totales (ST). Se utiliz6 una capsula de porcelana previamente
pesada y se adicionaron 70 mL de muestra; fue llevada a un horno a 105°C hasta
gue se secO, se dejé enfriar y se leyd el peso final. Los datos obtenidos se
reportan en mg/L.** Para este analisis se utiliza un patrén de 500 mg/L de cloruro
de sodio. El certificado de analisis para el cloruro de sodio se muestra en el anexo
A. En la figura 13 se muestra la capsula de porcelana empleada para este
parametro.

*! Lenntech. Centrifugacién y Centrifugadores. [en linea] < http://www.lenntech.es/centrifugacion.htm>.
Revisado en septiembre 2016.
*> American Public Health Assosiation. Op.cit., p. 2-64.
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Figura 13. Capsula para Sélidos Totales.

2.4.2 Solidos volatiles (SV). Se empled la capsula con el peso final de los sélidos
totales y se llevo a una mufla a una temperatura de 500-550°C por 10 minutos, se
dej6 enfriar y se leyod el peso final. Los datos obtenidos se reportan en mg/L. En la
figura 14 se muestra la capsula empleada para este parametro.

Figura 14. Capsula para Sélidos Volatiles.

2.4.3 Sélidos suspendidos totales (SST). En éste analisis se utilizé un papel
filtro de fibra de vidrio que se situ6 en un embudo Gush, el cuél est4 conectado a
una bomba de vacio. Se filtraron 50 mL de muestra agitada previamente, luego el
papel filtro fue llevado a un horno de secado a 105°C de 30 a 60 minutos,
transcurrido este tiempo se colocd en un desecador por 30 minutos con el fin de
enfriarlo y finalmente fue pesado en una balanza analitica.**Para este anélisis se
utiliza un patrén de 100 mg/L a 200 mg/L de Kaolin, el certificado de analisis para
este patron se muestra en el Anexo B. En la figura 15 se muestra el papel filtro de
fibra de vidrio, en la figura 16 se muestra el montaje de embudos Gush y en la

** American Public Health. Op.cit., p. 2-66.
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figura 17 el horno utilizados en este analisis. Al igual que en el andlisis anterior los
datos se reportan en mg/L.

Figura 15. Papel filtro de fibra de vidrio antes del analisis.
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Figura 17. Horno de secado.

2.4.4 Solidos suspendidos volétiles (SSV). Se empleo6 el papel filtro con el peso
final de los sélidos suspendidos totales y se llevé a una mufla a una temperatura
de 500-550°C por 10 minutos, se dejo enfriar y se ley6 el peso final. En la figura 18
se muestra el papel filtro de fibra de vidrio utilizado en este andlisis. Los datos
obtenidos se reportan en mg/L.**

Figura 18. Papel filtro de fibra de vidrio.

2.4.5 pH. Este analisis se realiz6 en un pHmetro HQ411d pH/mV de la marca
HACH, donde la muestra fue agitada por medio de un agitador magnético para
homogenizarla, luego se le sumergié un electrodo calibrado, el cual permitio la
lectura del pH en unidades.* En la figura 19 se muestra el pHmetro empleado en

* Ibid., p. 2-68.
* Ibid., p. 4-91
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este analisis.El certificado de la calibracion del equipo para este analisis de
muestra en el Anexo C.

Figura 19. pHmetro.

2.4.6 Turbidez. Se realizé en un turbidimetro 2100N de la marca HACH calibrado
anteriormente y se agrego en una celda la muestra previamente agitada para su
posterior lectura. Los datos obtenidos se reportan en unidades nefelométricas
(NTU).*® En la figura 20 se muestra el turbidimetro utilizado en este anélisis.El
certificado de la calibracion del equipo para este analisis se encuentra en el Anexo
D.

Figura 20. Turbidimetro.

*® Ibid., p. 2-12
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2.4.7 Demanda quimica de oxigeno (DQO). Se utiliz6 para éste andlisis un
digestor y un espectrofotometro DR 2800 de la marca HACH a 587 nandémetros, 3
mL de muestra se adiciond en un tubo de ensayo junto con una mezcla de acido
sulfarico (H,SO,4), dicromato de potasio (K,Cr,0;), sulfato de plata (Ag2SO4) y
sulfato de mercurio (Hg».SO,). Esta mezcla se calenté a 148°C por 2 horas en un
digestor; pasadas estas 2 horas se dej0 enfriar la mezcla, para realizar su
respectiva lectura en el espectrofotdmetro. Los datos obtenidos se reportan en
mg/L de O,*" En los anexos E y F se muestran los certificados de las soluciones A
y B para la DQO. En la figura 21 se muestra el digestor y en la figura 22 se
muestra el espectofotometro, equipos utilizados para determinar éste parametro.

Figura 21. Digestor para DQO.

* Ibid., p. 5-16.
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2.4.8 Alcalinidad. Este analisis se realizé en un potenciometro Titroline alpha plus
TA20 plus de la marca S| Analytics, éste mide el pH de la muestra y cuando llega
a 4,3 registra el volumen de acido gastado en la titulacion; se utilizé acido sulfurico
en una concentracion de 0,1 N para la titulacién, se adicionaron 50 mL de muestra
y se titulé hasta que el pH llegara a 4.3, luego de esto se realiza el célculo de la
alcalinidad; técnica que se utiliza en la PTAR El Salitre para el calculo de este
pardmetro. Los datos obtenidos se expresan en mg/L de Carbonato de Calcio.*®El
certificado del &cido sulfurico para la titulacion de este andlisis se muestra en el
anexo G. En la figura 21 se muestra el potenciometro utilizado para medir el pH y
registrar la cantidad de acido gastado en la titulacion y realizar el respectivo
calculo.

Figura 23. Potencidmetro usado para determinar la alcalinidad.
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2.4.9 Conductividad. Se utiliz6 un conductimetro HQ14d de la marca HACH, para
saber cudl era la conductividad de las muestras analizadas, ésta caracteristica se
encuentra en todo material y es medida en microsiemens, us; el andlisis se llevo a
cabo sumergiendo el electrodo en la muestra, y el equipo report6 el resultado en
us/cm.*® En la figura 24 se muestra el conductimetro empeado para este andlisis.
El certificado de este analisis se puede ver en el Anexo H.

* Ibid., p. 2-34.
* Ibid., p. 2-52.
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Figura 24. Conductimetro.

52



3. RESULTADOS
3.1 PRIMERA ETAPA

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del cultivo y el escalamiento
de la microalga Chlorella vulgaris.

3.1.1 Crecimiento de la cepa Inicial. Con base en las especificaciones expuestas
en la seccidon 2.1.1 se logré tener las condiciones adecuadas para el crecimiento
de la microalga Chlorella vulgaris en el medio de cultivo Foliagro, con el transcurrir
de los dias la tonalidad fue cambiando de un verde claro a un verde mas oscuro
debido al incremento en la concentracion de la biomasa microalgal, lo cual
indicaba el consumo de nutrientes provenientes del medio de cultivo por parte de
la microalga, que se veia reflejado en la disminucion del volumen inicial. En la
Figura 25 se muestra el cambio en el cultivo inicial del dia 1 al dia 17.

Figura 25. Crecimiento del cultivo inicial.

El cultivo en estos recipientes durd 17 dias, segun la literatura la microalga tarda
este tiempo en alcanzar su fase estacionaria, por ende, se pudo proceder con el
escalamiento.

3.1.2 Escalamiento del cultivo. Luego del crecimiento de la microalga en los
recipientes pequefios, se llevd a cabo el escalamiento en dos recipientes de 4 L,
en los que se logré llegar de un volumen inicial de 1 L a un volumen final de 3.5 L
en un tiempo de 45 dias, en los cuales se adicionaron 1000 mL de medio de
cultivo y 100 mL de la microalga cultivada en los recipientes pequefios, a los 17 y
25 dias respectivamente de iniciado el escalamiento

Al igual que en los recipientes pequefios se evidenciaron los mismos cambios

fisicos, en donde la disminucion en el volumen iba acompafiada del cambio en la
coloracion y se realiz6 la adicion de medio de cultivo al observar estos cambios.
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En la Figura 26 se muestra el escalamiento del cultivo.

Figura 26. Escalamiento del Cultivo.
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3.2 SEGUNDA ETAPA

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de las pre-
experimentaciones y el analisis fisicoquimico del agua residual tratada antes del
biotratamiento.

3.2.1 Pre-experimentacion 1. Para conocer si la microalga crecia en este nuevo
sustrato (ART), se llevo a cabo ésta pre-experimentacién que tuvo una duracién
de 11 dias, en donde se realizé un conteo periddico de forma manual con ayuda
de la camara de Neubauer dando como resultado un aumento en la concentracion
celular, mostrando de forma indirecta que la presencia de materia organica en el
agua residual tratada puede traer los nutrientes necesarios para el crecimiento de
la microalga Chlorella vulgaris y al mismo tiempo realizar la Biorremediacion. En la
Tabla 4 se muestran las composiciones utilizadas en esta pre-experimentacion.

Tabla 4. Composiciones de la Pre-experimentacion 1.

Muestra Microalga Agua Residual Tratada
1 100 mL 200 MI
2 150 mL 150 MI
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Figura 27. Pre-experimentacion 1.

En la Figura 27 se muestra el cambio entre el dia 1 y el dia 11 de la pre-
experimentacion 1. Se realiz6 el conteo celular por triplicado a cada muestra los
dias que se llevo el control del crecimiento, estos datos se promediarion. Los
resultados obtenidos del promedio del conteo celular por medio de la camara de
Neubauer se muestran en las Tablas 5 y 6; donde la columna de namero de
células corresponde a las células contadas en la camara de Neubauer.

Tabla 5. Conteo celular de la muestra 1.

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/mL) Ndmero de células
1 8,0x10° 805
3 7,7 x10° 766
4 8,8 x10° 875
8 8,8 x10° 882
9 9,4 x10° 940
10 1,0 x10’ 1049
11 1,0 x10’ 1046

Tabla 6. Conteo celular de la muestra 2.

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/mL) Numero de células
1 1,0 x10’ 1005
3 9,3 x10° 928
4 1,1 x10° 1149
8 1,1 x10’ 1116
9 1,2 x10° 1162
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Tabla 6. (Continuacion)

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/mL) Numero de células
10 1,3 x10’ 1262
11 1,2 x10° 1196

3.2.2 Pre-experimentacion 2. Al observar los resultados obtenidos en la pre-
experimentaciéon 1, se comprobd que a porcentajes en volumen de 33% y 50% de
microalga, esta se acoplé al nuevo sustrato (ART), por lo cual en la segunda pre-
experimentacion se ejecutd el mismo procedimiento a porcentajes en volumen de
microalga de 10% y 30%, que para efectos de escalamiento a nivel industrial es
mas econdmico si se trabaja con estos porcentajes en volumen de microalga; esta
pre-experimentacion tardo 15 dias.

De igual manera se cultivd microalga ya adaptada a este nuevo sustrato, en el
cual se inocul6 un 20% de microalga en un volumen total de 1L. En la Tabla 7 se
muestran las composiciones de la Pre-experimentacion 2.

Tabla 7. Composiciones de la Pre-experimentacion 2.

Muestra Microalga Adaptada Agua Residual Tratada
3 90 mL 210 mL
4 30 mL 270 mL

Figura 28. Pre-experimentacion 2.
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En la Figura 28 se muestra el cambio entre el dia 1 y el dia 15 de la pre-
experimentacion 2. Cuando se realiz6 el cultivo en estas dos pre-
experimentaciones se evidencié un claro crecimiento de la concentracién celular
de acuerdo con los valores que se obtenian en cada uno de los conteos los cuales
iban incrementando el nimero de células; ademas del cambio en el color y una
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disminucion en el volumen inicial de la inoculacion.

Se realiz6 el conteo celular por triplicado a cada muestra los dias que se llevo el
control del crecimiento, estos datos fueron promediados. Los resultados obtenidos
del promedio del conteo celular por medio de la camara de Neubauer se muestran
en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Conteo celular de la muestra 3.

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/mL) Numero de células
1 2,9 x10° 289
4 3,9 x10° 389
6 4,7 x10° 466
7 5,2 x10° 524
8 5,4 x10° 541
11 5,5 x10° 597
13 6,1 x10° 606
14 6,6 x10° 661
15 7,6 x10° 756

Tabla 9. Conteo celular de la muestra 4.

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/mL) Numero de células
1 2,4 x10° 238
4 2,8 x10° 277
6 3,1 x10° 313
7 3,6 x10° 360
8 3,7 x10° 366
11 4,5 x10° 445
13 4,5 x10° 454
14 4,7 x10° 469
15 4,7 x10° 465

3.2.3 Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual tratada por la PTAR El
Salitre. Los resultados obtenidos luego de tratar el agua cruda que ingreso a la
PTAR EIl Salitre la mafiana del 5 septiembre del 2016, en un intervalo de tiempo
desde las 00:00 am hasta las 12:00 m se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Caracterizacion fisicoquimica del agua residual tratada.

Caracteristicas Fisicoquimicas Resultado  Unidades
pH 7,63 Unidad
Caracteristicas Fisicoquimicas Resultado  Unidades
Alcalinidad 225 mg-
CaCOs/L
Conductividad 833 ps/cm
Solidos Suspendidos Totales (SST) 116 mg/L
Solidos Totales (ST) 704 mg/L
Solidos Suspendidos Volatiles (SSV) 92 mg/L
Sdlidos Volatiles (SV) 410 mg/L
DQO 361 mg/L-O,
Turbiedad 89 NTU

El porcentaje de remocidén de materia organica que logro la PTAR EI Salitre el dia
5 de septiembre del 2016, de la muestra con la cual se realiz6 la experimentacion,
se determina bajo dos paradmetros que son los solidos suspendidos totales (SST) y
la demanda quimica de oxigeno (DQO), por medio de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Calculo del porcentaje de remocion.

% Remocion < Entrada (agua cruda) — Salida (agua tratada) |
o Kemocion = Entrada (agua cruda) . 0

Los datos de los sdlidos suspendidos totales (SST) y la demanda quimica de
oxigeno (DQO) que registro el agua cruda el 5 de septiembre fueron suministrados
por la PTAR el Salitre. En el anexo | se muestran los valores promedio de los
parametros medidos por la PTAR El Salitre del agua cruda y el agua tratada.

El porcentaje de remocion de esa muestra por SST fue:

y 273mg/L — 116mg/L
% Remocion = 273mg /L x100%

% Remocion = 57,51
El porcentaje de remocion de esa muestra por DQO fue:

558mg/L 0, — 361mg/L O
% Remocion = g/558jng/L 5 9/L 0, x100%
2

% Remocion = 35,30
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3.3 TERCERA ETAPA

Los resultados obtenidos en la experimentacion y en la separacion de la microalga
del agua residual tratada después del biotratamiento se muestran en esta seccion.

3.3.1 Experimentacion. El biotratamiento tuvo una duracion de 15 dias en los que
se realiz6 un conteo celular manual con la ayuda de la cdmara de Neubauer de
manera periddica y como era de esperarse se evidencié un crecimiento en la
biomasa microalgal al momento de realizar los conteos, ademas de los mismos
cambios fisicos que se venian presentando. Las composiciones utilizadas para
cada una de las muestras se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Composiciones de la Experimentacion.

Muestra Volumen Microalga Porcentaje en
Volumen de microalga
1 100 mL Microalga Adaptada 10%
900 mL Agua Residual Tratada
2 200 mL Microalga Adaptada 20%
800 mL Agua Residual Tratada
3 300 mL Microalga Adaptada 30%
700 mL Agua Residual Tratada
4 100 mL Microalga No Adaptada 10%
900 mL Agua Residual Tratada
5 200 mL Microalga No Adaptada 20%
800 mL Agua Residual Tratada
6 300 mL Microalga No Adaptada 30%
700 mL Agua Residual Tratada
7 (Blanco) 1000mL Agua Residual Tratada No Aplica 0%

En la Figura 29 se muestra la experimentacion, donde A corresponde al inicio y B
al final del biotratamiento.

Figura 29. Experimentacion.
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Los resultados obtenidos del conteo celular por medio de la cAmara de Neubauer realizados en la experimentacion
se muestran en la Tabla 12.
Tabla 12. Conteo celular de la Experimentacion.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestrad Mugsira 5 Muestra

Tiempo dizs] Concentracion  Nlmerode  Concenfracion Nomerode Concenfracion NOmerode Concentracion Nimerode Concentracidn Nmerode Concentracion Nimero de
celUlarcel/mt)  celuls  celularieel/mt) célulzs celular(cel/ml] célias celular(cel/ml] células celular(celfml] celulas celular (celfml] clulas

1 L4l0 13 e 10 20 2§ L Id Q&I 4 QAdle M
! Ll 148 2l 1 e 3 1Wie 1 a0 6 1Al I
4 L7il0" 169 20 180 260 258 L% 1 1ue 1 l4de M
5 L7il0" 16 2900 18 2% 289 1% 1 1ue B4 1l Xf
j !

]

]

[ ]

]
5
b
B

2 1il0" 14 e T A M1 2 202 Bl Bl 340 39
10 210 25 e B e 3 e 2 e 3R 3l 36
1 210" 103 e B4 4de 40 e e W0 dhde 4
1 2210 14 3l 306 S0 500 S0 3 A 3 4l 4
15 3 010" 30 3e W A 468 GnAl% 6 Al Bl Sl 5l
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3.3.2 Separacion de la microalga del agua residual tratada. Después de los 15
dias del biotratamiento se llevé a cabo la separacion por medio de una centrifuga,
la separacion se realizé a 4000 rpm por un tiempo de 5 minutos por cada una de
las muestras en donde se separd la microalga del agua residual tratada para su
posterior analisis. En la Figura 30 se muestra la separacion de la microalga del
agua residual tratada.

Figura 30. Centrifugacion.

3.4 ANALISIS DESPUES DEL BIOTRATAMIENTO

Una vez terminada la centrifugacion se obtuvo el sobrenadante al cual se le
analizaron los mismos parametros fisicoquimicos que fueron realizados al agua
residual tratada por la PTAR EI Salitre; se obtuvo también un sedimento
correspondiente a la biomasa microalgal que fue dispuesta segun los protocolos
de la PTAR.

3.4.1 Sélidos totales (ST). La ecuacion utilizada para obtener los resultados de
solidos totales fue la siguiente:

Ecuacion 3. Célculo de los Sélidos Totales.

1000000 ml  mg
Volumen Muestra (ml) x Lxg

ST = Peso final (g) — Peso inicial(g)

En donde 1.000.000 es el factor de conversion que se utilizd para obtener los
resultados de los sélidos totales en mg/L; los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 13.
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Tabla 13. Determinacion de los Solidos Totales.

ST

PESO VOLUMEN

MUESTRA INIEIIEASI?(Q) FII:IAL MUESTRA ST mg/L
(105°C) (9) (mL)

BLANCO 80,0107 80,0364 70 367
M1 91,8734 91,8989 70 364
M2 93,2394 93,2678 70 406
M3 79,5803 79,6153 70 500
M 4 91,4544 91,4834 70 414
M5 98,9731 99,0130 70 570
M6 78,5881 78,6372 70 701

3.4.2 Soélidos volatiles (SV). La ecuacion utilizada para obtener los resultados de
sélidos volatiles fue la siguiente:

Ecuacion 4. Calculo de los Sélidos Volatiles.

_ Pesoinicial (g) — Peso final (g)

*m
SV = g

mL
1 —_
Volumen Muestra (ml) * 1000000 Lxg

En donde el peso inicial en este caso hace referencia al peso final del analisis de
sélidos totales (ST) y el 1.000.000 es el factor de conversién que se utilizé para
obtener los resultados de los solidos volatiles en mg/L; los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Determinacion de los Sélidos Volatiles.

SV
PESO PESO  VOLUMEN
MUESTRA INICIAL FINAL (550 MUESTRA

(105°C) (@)  °C) (q) (mL) mo/L

BLANCO 80,0364 80,0281 70 119

M1 91,8989 91,892 70 99
M2 93,2678 93,2587 70 130
M3 79,6153 79,6028 70 179
M4 91,4834 91,4737 70 138
M5 99,0130 98,9959 70 294
M6 78,6372 78,6162 70 300
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3.4.3 Solidos suspendidos totales (SST). La ecuacion utilizada para obtener los
resultados de sélidos suspendidos totales fue:

Ecuacion 5. Célculo de los Sélidos Suspendidos Totales.

Peso final — Peso inicial mL*m
SST = f (9) (9) x 1000000 m-*mg
Volumen Muestra (mL) Lxg

En donde 1.000.000 es el factor de conversion que se utilizO para obtener los
resultados de los soélidos totales en mg/L; los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 15.

Tabla 15. Determinacion de los Solidos Suspendidos Totales.

SST

PESO PESO VOLUMEN SST

MUESTRA INIGIAL F|NA°(L:)(105 Mu(lrznsLT)RA mal/L PROMEDIO

0,1091 0,1113 100 22

BLANCO 0,1098 0,1107 50 18 20
0,1092 0,1102 50 20
0,109 0,1096 50 12

M1 0,1115 0,1121 50 12 13
0,1119 0,1126 50 14
0,1114 0,113 50 32

M2 0,112 0,1134 50 28 30
0,1117 0,1132 50 30
0,1135 0,1159 50 48

M3 0,1137 0,1155 50 36 43
0,1089 0,1111 50 44
0,1092 0,1112 50 40

M4 0,1093 0,1114 50 42 41
0,1087 0,1107 50 40
0,1082 0,1115 50 66

M5 0,1095 0,1127 50 64 65
0,1093 0,1125 50 64
0,109 0,1124 50 68

M6 0,1095 0,113 50 70 70
0,1097 0,1133 50 72
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3.4.4 Solidos suspendidos volatiles (SSV). La ecuacion utilizada para obtener
los resultados de solidos suspendidos volatiles fue:

Ecuacion 6. Calculo de los Sélidos Suspendidos Volatiles.

Peso inicial — Peso final mL*m
SSV = (9) f (9) x 1000000 m-*mg
Volumen Muestra (mlL) Lxg

En donde el peso inicial en este caso hace referencia al peso final del anélisis de
sélidos suspendidos totales (ST) y el 1.000.000 es el factor de conversion que se
utilizé para obtener los resultados de los sélidos suspendidos volatiles en mg/L; los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Determinacion de los Solidos Suspendidos Volatiles.

SsvV
NIGAL  Fiual  VOLUMEN oo,
MUESTRA (105°C) (550 °C) Mu(lrznsLT)RA mg/L PROMEDIO
(9 (@)
0,1113 0,1092 100 21
BLANCO 0,1107 0,1098 50 18 18
0,1102 0,1094 50 16
0,1096 0,1089 50 14
M1 0,1121 0,1114 50 14 13
0,1126 0,112 50 12
0,113 0,1114 50 31
M2 0,1134 0,1124 50 20 27
0,1132 0,1117 50 29
0,1159 0,1138 50 42
M3 0,1155 0,1136 50 38 41
0,1111 0,109 50 42
0,1112 0,1096 50 32
M4 0,1114 0,1096 50 36 35
0,1107 0,1089 50 36
0,1115 0,1082 50 66
M5 0,1127 0,1094 50 66 65
0,1125 0,1093 50 64
0,1124 0,1089 50 70
M 6 0,113 0,1095 50 70 69
0,1133 0,1099 50 68
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3.4.5 pH. Los datos obtenidos fueron leidos directamente desde el equipo
utilizado. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Determinacion del pH.

pH (Unidad)
BLANCO 8.08
M1 6.30
M2 6.08
M3 5.80
M4 8.06
M5 6.86
M6 6.42

3.4.6 Turbiedad. Los datos obtenidos fueron leidos directamente desde el equipo
utilizado. Los resultados se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Determinacion de la Turbiedad.

Turbiedad (NTU)

BLANCO 11
M1 7
M2 14
M3 18
M4 15
M5 22
M6 22

3.4.7 Demanda quimica de oxigeno (DQO). Los datos obtenidos fueron leidos
directamente desde el equipo utilizado. Los resultados se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Determinacion del DQO.

DQO (mg/L-0,)

Muestra Valor Promedio
BLANCO 8 78
78
M1 2 73
73
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Tabla 19. (Continuacion)

DQO (mg/L-O5)

M 2 132 121
110

M 3 144 137
129

M 4 115 113
100

M5 160 158
156

M6 164 169
174

3.4.8 Alcalinidad. El dato del volumen de &cido gastado fue leido directamente
desde el equipo utilizado. Para calcular la alcalinidad se utilizd la siguiente
ecuacion:

Ecuaciéon 7. Calculo de la Alcalinidad.

AxNx50000

Alcalinidad =
calmaa Volumen Muestra

Donde N es la normalidad del acido sulftrico (H2SO,)
A es el volumen de acido gastado.

50000 es un valor de conversion.

Los resultados obtenidos muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Determinacion de la Alcalinidad.

ALCALINIDAD
(mg-CaCOs/L)
BLANCO 134
M1 19
M2 23
M3 18
M4 108
M5 54
M6 45
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3.4.9 Conductividad. Los datos obtenidos fueron leidos directamente desde el
equipo utilizado. Los resultados se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Determinacion de la Conductividad.
CONDUCTIVIDAD

(us/cm)
BLANCO 985
M1 609
M2 927
M3 701
M4 799
M5 815
M6 971

3.4.10 Remocion de materia organica después del biotratamiento. Como se
menciono en la seccion 3.2.3 se tienen en cuenta dos parametros fisicoquimicos
para el calculo de la remocidén de materia orgénica, los sélidos suspendidos totales
(SST) y la demanda quimica de oxigeno (DQO); en éste caso la ecuaciéon 2 se
modifica agregando un factor de dilucion y se obtiene la siguiente ecuacion.

Ecuacién 8. Calculo de remocion de materia organica después del biotratamiento.

Entrada (agua tratada) — Salida (agua despues del biotratamiento)

% Remocion = x Factor de dilucién x 100%
Entrada (agua tratada)

Para poder comparar los datos de remocion obtenidos por la PTAR el Salitre y los
datos obtenidos después del biotratamiento es necesario hacer éste factor de
dilucion debido a que las muestras no contienen Unicamente agua residual tratada
y el resultado seria erroneo, un porcentaje en volumen es de microalga. En la
Tabla 22 se muestra el factor de dilucién que se emple6 para cada muestra, en la
muestra 7 no se utilizé este factor por que ésta correspondia al blanco analitico el
cual solo contenia agua residual tratada.

Tabla 22. Factores de dilucion.

Muestra Volumen Factor de dilucién
1 100 mL MA 0,9
900 mL ART
2 200 mL MA 0,8
800 mL ART
3 300 mL MA 0,7
700 mL ART
4 100 mL MNA 0,9
900 mL ART
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Tabla 22. (Continuacion)

Muestra Volumen Factor de dilucién
5 200 mL MNA 0,8
800 mL ART
6 300 mL MNA 0,7
700 mL ART

En la Tabla 23 se muestra el resultado de la remocién de materia organica bajo los
parametros fisicoquimicos SST y DQO obtenida después del biotratamiento.

Tabla 23. Porcentaje de Remocién de Materia Organica.

Muestra %Remocién por SST %Remocion por DQO

Muestra 1 89,91 81,80
Muestra 2 79,31 73,19
Muestra 3 72,84 73,43
Muestra 4 68,19 71,83
Muestra 5 55,17 64,99
Muestra 6 57,76 64,99

Blanco 82,76 62,55
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 PRIMERA ETAPA

En esta etapa se llevd a cabo el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris por
medio de un andlisis cualitativo, debido a que el objetivo era tener gran cantidad
de microalga sin necesidad de cuantificar su concentracion, por lo cual no se
realiz6 un conteo celular para este cultivo.

4.1.1 Crecimiento de la cepa Inicial. El cultivo inicial se mantuvo durante dos
semanas en las que se alcanz6 un aumento en la concentracion celular, reflejado
con la disminucion en el volumen de cada una de las muestras junto con un
cambio en la tonalidad de éstas, lo que indicaba que las microalgas estaban
consumiendo los nutrientes presentes en el medio de cultivo.

En la Figura 31 se observa la evolucién del cultivo desde el inicio (parte superior
izquierda), hasta el comienzo del escalamiento (parte inferior derecha).

Figura 31. Crecimiento de la Cepa Inicial.

4.1.2 Escalamiento del cultivo. Transcurridas las dos semanas del crecimiento
de la cepa inicial se realizo el escalamiento en dos recipientes adicionando en
cada uno 1000 mL de medio de cultivo por cada 100 mL de microalga en cada
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uno, a medida que se observaron los cambios en el volumen y en la tonalidad se
fue adicionando esta relacién de medio de cultivo y microalga obteniendo una
cantidad de 3.5 L de microalga en cada recipiente suficientes para llevar a cabo
este trabajo.

4.2 SEGUNDA ETAPA

En esta seccidon se analizan los datos obtenidos de los conteos celulares en cada
una de las pre-experimentaciones.

4.2.1. Pre-experimentacion 1. En la Grafica 1 se ilustran los conteos de la Pre-
experimentacion 1, con respecto a la muestra 1. En los primeros dos dias luego de
la inoculacion se observé una disminucion en la concentracién celular, que
posiblemente se puede atribuir al cambio del sustrato y/o al porcentaje en volumen
de microalga con la que se inicié la pre-experimentacion, al haber un 33% en
volumen de microalga en un volumen total de 300 mL, con una concentracion
inicial de 8,1*10° cel/mL; la competencia por los nutrientes presentes en el cultivo
puede ser mayor, generando una disminucién en la concentracion celular. Del
segundo al tercer dia se evidencié un crecimiento celular constante; del tercer al
séptimo dia tuvo un comportamiento estacionario y a partir del septimo dia se
observo de nuevo un crecimiento constante hasta el noveno dia.

De acuerdo con los datos de la Tabla 5y la Tabla 6 se obtiene la siguiente grafica.

Gréfica 1. Curva de crecimiento celular de la Pre-experimentacion 1.

1,4,E+07

1,3,E+07
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-
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£
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== Muestra 1 (33% MNA) Muestra 2 (50% MNA)

Con respecto a la muestra 2 se observa un comportamiento similar al de la
muestra 1; sin embargo, esta muestra evidencié una mayor disminucion en la
concentracion celular en los primeros dos dias, posiblemente porque ésta contenia
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un 50% en volumen de microalga en un volumen total de 300 mL, con una
concentracion inicial de de 1*10” cel/mL, lo que posiblemente generaba que la
competencia por lo nutrientes del sustrato fuera mayor.

Otro posible factor que generd una disminucién en la concentracion celular en la
fase de adaptacién de la microalga en ambas muestras pudo ser que el nuevo
sustrato (ART) contenia microorganismos que afectaran el crecimiento de la
microalga Chlorella vulgaris; a diferencia de la muestra 1, la muestra 2 a partir del
noveno dia entra en su fase de muerte.

4.2.2 Pre-experimentacion 2. En la Gréafica 2 se muestra el crecimiento celular
de la Pre-experimentacion 2, con respecto a la muestra 3 se observa que en este
caso la microalga no tuvo una fase de adaptacion, probablemente porgque en esta
pre-experimentacién se disminuyeron los porcentajes en volumen de microalga y
se utilizé microalga ya adaptada al ART.

De acuerdo con los datos de la Tabla 8 y la Tabla 9 se obtiene la siguiente grafica.

Gréfica 2. Curva de crecimiento celular de la Pre-experimentacion 2.
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Como se puede ver en la Gréfica 2, desde el dia de la inoculacion al séptimo dia la
microalga tuvo una fase de crecimiento, del séptimo al doceavo dia se observo
una fase estacionaria y por ultimo del dia doce al dia catorce volvid a tener una
tendencia de crecimiento.

En cuanto a la muestra 4, se observa que la microalga tuvo un crecimiento celular
continuo desde el dia de la inoculacién al dia once, luego entr6 en una fase
estacionaria hasta el dia doce y nuevamente tuvo una tendencia de crecimiento
hasta el dia catorce.
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A partir de la Grafica 2 se observa que en la pre-experimentacion 2 no se
evidencié una dismunicion en la concentracion celular en los primeros dias y que
al disminuir los porcentajes en volumen de microalga la competencia por los
nutrientes que trae el ART se podria hacer menor y por ende la microalga tenderia
a aumentar su concentracion celular mas que en la pre-experimentacion 1.

4.3 TERCERA ETAPA
Se analizan los resultados obtenidos en los conteos celulares en cada muestra
utilizada en la experimentacion.

4.3.1 Experimentacion. La cantidad inoculada de microalga tanto adaptada como
no adaptada es diferente para cada muestra, el valor de la concentracion inicial no
es igual, por ende, se calcula el pardmetro de la velocidad de crecimiento (W) para
determinar cuél muestra crecié de forma mas rapida y conocer que cantidad de
microalga adaptada o no adaptada podria ser mas eficaz en la remocion de
materia organica.

Para calcular la velocidad de crecimiento se utiliza la siguiente ecuacion®:;
Ecuacién 9. Célculo de la Velocidad de Crecimiento.
X
Ln (X—2
= ———
(tz —t1)

Donde X, y X; corresponden a la concentracion final e inicial de la fase
exponencial respectivamente, t,y t; corresponden a los tiempos de estas.

Tabla 24. Velocidad de Crecimiento ().

Muestra u(h™)
0,063
0,032
0,078
0,093
0,063
0,069

OO~ WNPE

La muestra 7 corresponde al blanco analitico por lo cual no se le realizé un conteo
celular, por ende, tampoco se le realiz6 el célculo de la velocidad de crecimiento
porque ésta contenia solo agua residual tratada por la PTAR El Salitre.

De acuerdo con los datos de la Tabla 12 se obtiene la siguiente grafica.

>0 Arredondo, B. Voltolina, D. Métodos y Herramientas Analiticas en la Evaluacion de la Biomasa Microalgal.
(2007). Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. p. 27.
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Grafica 3. Curva de crecimiento celular de las muestras con MA.
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En la Grafica 3 se puede observar como era de esperarse de acuerdo a los
resultados de la pre-experimentacion 2 que la microalga adaptada al nuevo
sustrato (ART) tiene una fase de adaptacion corta y pasan a su fase exponencial a
los pocos dias de su inoculacion. De acuerdo con la Tabla 24 se puede deducir
que la mejor muestra cultivada con microalga adaptada con respecto a la
velocidad de crecimiento corresponde a la muestra 3.

De acuerdo con los datos de la Tabla 12 se obtiene la siguiente grafica.

Gréafica 4. Curva de crecimiento celular de las muestras con MNA.
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En la Grafica 4 se ilustra como cada una de las muestras cultivadas con microalga
no adaptada tienen una fase de adaptacion mas prolongada comparada con las
muestras cultivadas con MA. Con respecto a la velocidad de crecimiento que se
presenta en la Tabla 24, la muestra con mayor velocidad de crecimiento es la
namero 4.

De acuerdo con la Tabla 24 se realiza una comparacion de las muestras tanto con
MA y con MNA con mayor velocidad de crecimiento para obtener la siguiente
gréfica.

Gréafica 5. Comparaciéon entre la muestra 3 y la muestra 4.
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En la Gréfica 5 se hace una comparacion entre las muestras con mayor velocidad
de crecimiento cultivadas con microalga adaptada (muestra 3) y microalga no
adaptada (muestra 4); sin embargo, entre estas dos muestras la que mayor
velocidad de crecimiento tiene de acuerdo a la Tabla 24 es la muestra 4.

De acuerdo con los resultados de la experimentacion para que las muestras
cultivadas con microalga adaptada tengan una mayor velocidad de crecimiento se
debe inocular un porcentaje del 30% de MA; mientras que, en las muestras
cultivadas con microalga no adaptada se obtiene una mayor velocidad de
crecimiento si se trabaja con un porcentaje del 10% de MNA, en volumen.

4.4 CUARTA ETAPA

En esta seccibn se analizan los resultados obtenidos de los parametros
fisicoquimicos del agua residual tratada luego del biotratamiento, haciendo énfasis
en los SST y en la DQO con los que se determina el porcentaje de remocién de
materia organica en la PTAR EIl Salitre; analizando también cual es la incidencia
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de la microalga respecto a los demas parametros.

4.4.1 Solidos totales (ST). En la Grafica 6 se puede observar que las muestras
cultivadas con microalga adaptada tuvieron mejores resultados que las cultivadas
con microalga no adaptada, esto puede ser consecuencia de que al inocular la
microalga adaptada su fase de adaptacibn es mas corta, lo que genera
posiblemente un consumo mas rapido de los nutrientes presentes en el ART,
haciendo que tarde menos en entrar en su fase de crecimiento como se puede ver
en la grafica 4 en comparaciéon con la microalga no adaptada que se muestra en la
grafica 5.

De acuerdo con los datos de la Tabla 13 se obtiene la gréfica 6.

Gréafica 6. Determinacion de los Sélidos Totales.
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Aunque la muestra 4 presenté una mayor velocidad de crecimiento como se ve en
la Tabla 24, no obtuvo los mejores resultados con respecto a los solidos totales
como se ve en la Grafica 6, siendo la muestra 1 la que registro menos sélidos
totales sin importar que fuera una de las muestras que menor velocidad de
crecimiento tuvo (0,063 h™).

Como se ve en la Grafica 6 la microalga tiene una incidencia en éste parametro,
los sdlidos totales secados entre 103°C y 105°C son la suma de la materia disuelta
y la materia no disuelta (sélidos en suspension)>?, por lo cual la reduccién en este
pardmetro puede atribuirse a la presencia tanto de materia organica que requiere
la microalga para su crecimiento, como de materia inorganica la cual por medio de
la fotosintesis que realiza la microalga Chlorella vulgaris a partir de unas
estructuras llamadas cloroplastos es transformada en materia organica para

>! Sélidos Totales Secados a 103-105°C. (2007). Carpio, T. Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales.
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favorecer su crecimiento.>

4.4.2 Solidos volatiles (SV). Al igual que en el parametro anterior las muestras
cultivadas con microalga adaptada tuvieron mejores resultados con respecto a las
muestras cultivadas con microalga no adaptada, los solidos volatiles hacen
referencia a la fraccién organica de los sélidos totales.>

Segun los datos de la Tabla 14 se obtiene la gréafica 7.

Grafica 7. Determinacién de los Sélidos Volétiles.
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En la Grafica 7 se evidencia que las muestras que mejores resultados presentaron
en la disminucién de los solidos volatiles fueron la 1 y la 2 a pesar de que tuvieron
las menores velocidades de crecimiento, 0,063 h™ y 0,032 h™* respectivamente; sin
embargo, se evidencia que el blanco analitico también genera una reduccién
significativa de sélidos volatiles con respecto al agua residual tratada por la PTAR
El Salitre, debido a que al inyectar aire como agitacion el oxigeno presente en éste
realiza un proceso de digestion aerobia, en donde éste sumado a las bacterias,
demas microorganismos y materia organica presentes en el ART realizan un
tratamiento biolégico.>* Sin embargo, se puede ver que la muestra 1 logra una
mayor reduccidén de este parametro en comparacion al blanco analitico debido a
que la microalga inoculada en la muestra 1 potencializa la accién de las bacterias
presentes en el ART.

4.4.3 Solidos suspendidos volatiles (SSV). En la Gréfica 8 se ilustra como las
muestras cultivadas con microalga adaptada tienen mejores resultados en los
sélidos suspendidos volatiles comparados con las muestras cultivadas con

> ABALDE. Op.cit., p. 82
>* Tratamiento de Aguas Residuales. Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD. Guerrero, J. (1996).
> Peralta, J. Varea, L. Digestion Aerobia. Disefio De Procesos en Ingenieria Ambiental. Pag 8.
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microalga no adaptada.
De acuerdo con los datos de la Tabla 16 se obtiene la grafica 8.

Gréfica 8. Determinacion de los Sélidos Suspendidos Volatiles.
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Con respecto a la velocidad de crecimiento que se muestra en la Tabla 24 se
puede observar que la muestra 1 y la muestra 2 son las que menor velocidad de
crecimiento tienen; sin embargo, son las que presentan los mejores resultados
junto con el blanco analitico en cuanto al analisis de solidos suspendidos volatiles.

4.4.4 pH. Como se puede observar en la Gréfica 9 el valor de pH més alto (8,06
unidades) se presenta en la muestra 4 y en el blanco analitico (8,08) siendo
valores gque se aproximan a las unidades de pH optimas para el crecimiento de la
microalga Chlorella vulgaris (8,2-8,7 unidades)™>, lo cual explica porque la muestra

4 presenta la velocidad de crecimiento mas alta (0,093 h™).

Segun los datos de la Tabla 17 se obtiene la grafica 9.

>> Malgas. Aplicaciones de las Microalgas: Estado de la técnica. (2013). p.11
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Gréafica 9. Resultados del pH.
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Partiendo de que el pH de la muestra suministrada por la PTAR EIl Salitre con la
que se realizd la experimentacion presentaba un pH de 7,63 unidades, se puede
observar en la Gréfica 9 que las muestras en donde hubo una disminucién en el
pH no tuvieron un crecimiento considerable, un descenso en el pH puede ser letal
para el crecimiento de la microalga mientras que los aumentos en el pH suelen
resistirlos; el rango de pH donde las microalgas crecen es de 7 a 9 unidades.*®

4.45 Turbidez. En la Grafica 10 se evidencia la importancia de la luz en el
crecimiento celular, si la turbidez del agua es alta habria muchas particulas
suspendidas en ella. Estas particulas solidas bloquearian la luz solar y evitarian
que las microalgas obtengan la luz que necesitan para realizar la fotosintesis.

De acuerdo con los datos de la Tabla 18 se obtiene la grafica 10.

*® |bid., p.11
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Grafica 10. Determinacion de la Turbiedad.
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Razon por la cual como se puede ver en la Grafica 10 la muestra cultivada con un
porcentaje del 10% de MA, en volumen, (muestra 1) y el blanco analitico, dieron
como resultado una turbidez menor que las demas, como consecuencia de que al
estar mas diluidas la absorcion de luz solar sera mayor y por ende su crecimiento
celular.

4.4.6 Alcalinidad. La alcalinidad desempefia un rol principal en el crecimiento de
las microalgas sirviendo como una fuente de reserva para la fotosintesis®’, en
cultivos de Chlorella vulgaris se ha observado que la alcalinidad del medio de
cultivo puede inducir en la formacién de agregados celulares, mostrando un
incremento en la reproduccién celular y tasa de respiracion. >

Segun los datos de la Tabla 20 se obtiene la grafica 11.

>’ parametros Fisicoquimicos: Alcalinidad. [en linea] <
http://www.uprm.edu/biology/profs/massol/manual/p2-alcalinidad.pdf> Revisado en octubre de 2016.

> Monroy, C. Cultivo de Chlorella vulgaris en Medio Basal Bold Modificado en Condiciones de Luminocidad
Baja y Caracterizacion de Extracto Liquido de Lombricomposta Como Sustituto de Medio de Cultivo.
Universidad Veracruzana Facultad de Biologia. p.11. (2014).
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Grafica 11. Determinacion de la Alcalinidad.
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Las muestras 1, 2 y 3 entranen su fase de crecimiento desde el dia de su
inoculacion por estar adaptadas al ART como se muestra en la Grafica 3; razon
por la cual probablemente hay un mayor consumo de nutrientes y de la reserva
fotosintética que es directamente proporcional a la alcalinidad del medio,
comparadas con las muestras cultivadas con microalga no adaptada, las cuales
entran en su fase de crecimiento al 3 dia despues de su inoculacién (M4,M5 y M6)
como se muestra en la grafica 4, lo cual explica la notable diferencia en la
alcalinidad entre el cultivo con microalga adaptada y no adaptada como se puede
observar en la Grafica 11.

Con respecto a la alcalinidad reportada por el blanco analitico se puede analizar
gue ésta es significativamente mayor, posiblemente porque al no haber presencia
de microalga el consumo de nutrientes y de la reserva fotosintética por parte de
las bacterias y demas microorganismos presentes en el ART puede ser menor.
Como se ha venido observando en los deméas pardmetros, la presencia de la
microalga Chlorella vulgaris potencializa la accién de las bacterias logrando una
mayor reduccion de los pardmetros.

4.4.7 Conductividad. En la Gréfica 12 se ilustra como las muestras cultivadas
con microalga adaptada (muestra 1 y muestra 3) tienen mejores resultados en la
condictividad comparados con las muestras cultivadas con microalga no adaptada.

De acuerdo con los datos de la Tabla 21 se obtiene la grafica 12.
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Grafica 12. Determinacién de la Conductividad.
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Con respecto a la velocidad de crecimiento que se muestra en la Tabla 24 se
puede observar que la muestra 1 es una de las que menor velocidad de
crecimiento tiene (0,063 h™), sin embargo, tiene los mejores resultados en la
disminucién de la conductividad (609 ps/cm) con relacion a la muestra
suministrada de ART por la PTAR El Salitre.

Como se observa en la Gréafica 12 el blanco analitico para éste analisis aumento la
conductividad con respecto al ART por la PTAR El Salitre, posiblemente porque al
no haber presencia de microalga la reduccion en las sales disueltas o sélidos
disueltos fue menor con respecto a las demas muestras; la conductividad refleja la
capacidad del agua para conducir corriente eléctrica, y esta directamente
relacionada con la concentracion de sales disueltas en el agua; Cualquier cambio
en la cantidad de sustancias disueltas, en la movilidad de los iones disueltos y en
su valencia, implica un cambio en la conductividad. Por esta razon, el valor de la
conductividad se usa mucho en analisis de agua para obtener un estimativo rapido
del contenido de solidos disueltos. debido a que la conductividad esta relacionada
con los sélidos disueltos totales.®

4.4.10 Remocion de materia organica a partir de SST y DQO. La DQO es la
cantidad de oxigeno que requiere el agua para descomponer toda la materia
orgénica e inorganica que ésta contiene®; se puede observar en la Gréfica 13 que
la muestra 1 cultivada con 10% en volumen de microalga adaptada tuvo una DQO
de 73 g/L-O, que aplicando la ecuacion 8 corresponde a un porcentaje de
remocién de materia organica de 81,8% siendo la mas efectiva, sin importar que
su velocidad de crecimiento no fue tan alta (0,063 h™) con respecto a las demés

>? SMART. La Conductividad Eléctrica del Agua. [en linea] < http://www.smart-
fertilizer.com/es/articles/electrical-conductivity>. Revisado el 20 de Octubre de 2016.
% American Public Health Assosiation. Op.cit., p. 5-16
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muestras como se ve en la Tabla 24.
De acuerdo con la Tabla 19 y 23 se obtiene la grafica 13.

Gréfica 13. Determinacion y remocion de la DQO después del biotratamiento.
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El blanco analitico registr6 una DQO de 78 g/L-O, debido a que las bacterias
presentes en el ART realizan una disminucion en este parametro. pero al momento
de realizar el calculo de la remocidén de materia organica fue el menos efectivo con
relacion a las demas muestras aplicando la ecuacién 8, posiblemente porque el
blanco analitico contenia solamente las bacterias y demas microorganismos
presentes en el ART, debido a que la mayoria de los compuestos organicos
pueden servir de alimento para las bacterias y otros microorganismos, que
obtienen la energia necesaria para sus funciones vitales y para la sintesis celular a
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partir de la oxidacién de la materia organica®’; estos fueron los encargados de
realizar la disminucion de la DQO, mientras que las demas muestras contenian
bacterias y deméas microorganismos sumados a la microalga Chlorella vulgaris que
potencializa la accién de las bacterias, o que da como resultado una mayor
remocion de la materia organica biodegradable gracias a una mayor presencia de
microorganismos que consumieran ésta.

Con la utilizacién de microalga adaptada se obtiene un porcentaje de remocion de
materia organica entre 73,19% y 81,80%, mientras que las muestras cultivadas
con microalga no adaptada se registraron valores entre 64,99% y 71,83%;
comparables con el articulo “Cultivation of Green Algae Chlorella sp. In Different
Wastewaters from Municipal Wastewater Treatment Plant” realizado por Wang
(2009). En conclusion, con el proceso de Biorremediacion se logra una remocion
considerable de materia organica con cada una de las muestras en relacion a la
obtenida por la PTAR EIl Salitre, sirviendo como un tratamiento complementario.

De acuero con las Tablas 15y 23 se obtiene la gréafica 14.

Gréfica 14. Determinacion y remocién de los SST después del biotratamiento.
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Depuracion biolégica de las Aguas Residuales Urbanas. Visto en:
http://www.tesisenred.net/bitstream/handle/10803/5909/08Mjkm08de18.pdf?sequence, el 22 de febrero
de 2017
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Gréfica 14. (Continuacion)
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Estos solidos hacen referencia al material particulado que se mantiene en
suspension en las corrientes de agua superficial y/o residual, pueden contener
tanto materia orgadnica como materia inorganica; como se puede ver en la Grafica
14 las muestras cultivadas con microalga adaptada obtuvieron mejores resultados
con respecto a la cantidad de sdlidos suspendidos totales en comparacién con los
cultivos de microalga no adaptada, consecuencia de que las muestras cultivadas
con microalga adaptada entraban en su fase de crecimiento en un tiempo menor y
por ende, probablemente consumian mas rapido la materia organica presente en
el ART.

Con respecto al porcentaje de remocién de materia organica se evidencia en la
Grafica 14 que la muestra 1 junto con el blanco analitico tuvieron una mayor
remocion; siendo la muestra 1 la mas efectiva debido a que tenia un porcentaje
menor de microalga adaptada (10%), lo cual posiblemente favorece la captacion
de luz por su baja turbidez y asi mismo su proceso de fotosintesis, realizando el
proceso de Biorremediacion sin importar que no tuviera la mayor velocidad de
crecimiento como se muestra en la Tabla 24.

En conclusion, con el proceso de Biorremediacion se logra una remocion
considerable de materia organica con cada una de las muestras, incluyendo el
blanco analitico, en relacion a la obtenida por la PTAR El Salitre, sirviendo como
un tratamiento complementario.
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Tabla 25. Resumen de los mejores resultados de la experimentacion.

Resultados
Parametro ART
PTAR Muestra 1 | Blanco
Solidos Totales (mg/L) 704 364 367
Solidos Voléatiles (mg/L) 410 99 119
Sjossuspenatos | o | 1 |
pH (unidades) 7,63 6,3 8,08
Turbiedad (NTU) 89 7 11
Alcalinidad (mg-CaCO3J/L) 225 19 134
Conductividad (pus/cm) 833 609 985
Sélidos Sus(%e;/dl_i)dos Totales 116 13 20
s unicase | | om0
pmoctrierasia | sss | wme | e

En la Tabla 25 se muestra un resumen de los resultados de los pardmetros
fisicoquimicos en donde se puede comparar la muestra que mejores resultados
reportd, que fue la muestra 1, el blanco analitico y la caracterizacién del agua
residual tratada por la PTAR EIl Salitre con la que se inicio el trabajo.
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5. CONCLUSIONES

> Se demostré que a condiciones de temperatura de 22°C + 3°C, agitacion
durante 12 horas diarias por medio de bombas y una intensidad luminica de
acuerdo con los niveles de radiacion solar en los meses de Junio y Julio en el
afio 2016, la microalga Chlorella vulgaris se adapté al medio de cultivo
fertilizante agricola foliar Foliagro. Obteniendo la cantidad de microalga
necesaria para el escalamiento y poder desarrolar el trabajo.

> Por medio de los resultados obtenidos en el analisis de los demas parametros
fisicoquimicos (ST, SV, SSV, pH, Turbiedad, Alcalinidad y Conductividad)
despues del biotratamiento, se evidencié que las muestras cultivadas con
microalga adaptada y con microalga no adaptada al ART tuvieron un efecto
con relacion a los valores obtenidos en la caracterizacion de éstos parametros
realizada por la PTAR EIl Salitre; donde las muestras cultivadas con microalga
adaptada presentaron mejores resultados. Se encontr6 que no existe una
relacion directa entre la velocidad de crecimiento con respecto a la remocién
de materia organica y a la reduccién de los demas parametros fisicoquimicos;
la muestra 1 obtuvo mejores resultados en los andlisis realizados despues del
biotratamiento como se puede observar en la Tabla 25.

> El blanco analitico reporto resultados muy similares a los de la muestra 1, al
utilizar inyeccicén de aire como fuente de agitacion, el oxigeno presente en
éste realiza un tratamiento bioldgico, lo cual no justificaria el uso de la
microalga para la remocién de materia organica a escala de laboratorio; sin
embargo, a nivel industrial la inyeccion de oxigeno no es rentable, mientras
que el biotratamiento con la microalga Chlorella vulgaris podria ser viable de
acuerdo a los resultados obtenidos en la experimentacion, debido a que se
obtendria la agitacion por medio del flujo continuo del agua.

> Se determind que la mayor remocion de materia organica se logr6 en
condiciones de cultivo con microalga adaptada en un porcentaje de volumen de
microalga del 10% que corresponde a la muestra 1 de la experimentacion,
manteniendo las condiciones para un adecuado crecimiento (agitacion,
temperatura e intensidad luminica) dentro de sus rangos; logrando un
porcentaje de remocion de materia organica por DQO y por SST de 81,8% y
89,91% respectivamente. Siendo mayores a la remocion lograda por la PTAR
El Salitre que fue de 35,3% por DQO y 57,51% por SST.

86



6. RECOMENDACIONES

> Desarrollar la experimentacion con porcentajes de microalga Chlorella vulgaris
menores a los utilizados, los cuales podrian ser 5%, 7% y 9% en volumen de
microalga; para conocer que resultados se obtendrian si se cultiva la microalga
con estos porcentajes en volumen y a las mismas condiciones de crecimiento
(temperatura, agitacion y fotoperiodo).

» Utilizar un sistema de agitacion diferente a la inyeccion de aire, como los
agitadores magnéticos, con el fin de comprobar que la remocion de materia
organica se produce mayoritariamente por el biotratamiento con la microalga
Chlorella vulgaris y no por otros tratamientos biol6gicos como la digestion
aerobia.

> Utilizar la biomasa microalgal que se obtiene como sedimento luego de la
centrifugacion en el desarrollo de otro tipo de investigacion o como producto
comercial.
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ANEXO A

CERTIFICADO DE ANALISIS DEL CLORURO DE SODIO UTILIZADO
COMO PATRON EN LOS ST

u.l.Baker

CERTIFICADO DE ANALISIS

Right from

the Start.
No. de Producto: 3624 No. de Lote: X36C54
Producto: CLORURO DE SCDIC CRISTAL RA Fecha: NOVIEMBRE 8, 2002
PRUEBAS RESULTADOS
Ensayc (NaCl) 99.7 &
Materia Insoluble <0.005
pH de Solucién al 5% a 25°C 7.6
Yoduro (I) 0.002 %
Bromuro (Br) 0.01 &
Clorato y Nitrato (como NO.) <0.001 *
E <0.003 %

Pasa Prueba

0.002
0.005 ¢
0.001 @
uestos Nitrogenados (como N) S ppm
Trazas de Impurezas (en ppm):
Fosfateo (PO,) <5
Metales Pesados (como Pb) <2
Hierro (Fe) <1

e certifi

(9]

a gue los resultados arriba indicados son copia

del informe de analisis del lote indicado.

Ing. Jorge M. del Campo
Gte. De Aseguramiente de
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ANEXO B

CERTIFICADO DE ANALISIS DE KAOLIN COMO PATRON EN LOS SST

FROM : LABORATORIOS WAC PHONE NO. : 912011866 Feb. 12 2084 18:52AM Pp1
Pégina 1 de 1

Identidad principal

De: "Roberio Guevara™ <rguevara@malikmex.com,mx>
Para: “Laboratorios Wacol Ltda" <iw@wacol.com.co>
Enviado: Miércoles, 11 de Febrero de 2004 04:36 p.m.
Asunto:  Certificate of Analysis 2242-Y02624 (B)

. Cortific oie of Analysis Product No. 2242

T Kaolin, Powder :

i S 5P FCC. Lot No. Y02624
EW Release Date

Formula = 01/21/2003

LR SPECH IC.ATION BESULT
é@eets U.S.P. & F.C.C. Requirements

entification Passes Test Passes Test
Loss on Ignition 156.0 % max. 22%
Acid-Soluble Substances 2.0 % max. 16 %
Carbonate (CO,) Passes Test Passes Test
iron (Fe) Passes Test Passes Test
Heavy Metals (as Pb) 0.004 % max. 0.0004 %
Lead (Pb) 10 ppm max. 2 ppm
Arsenic (As) 3 ppm max. 0.3 ppm
Sulfide (S) Passes Test Passes Test
Particulate Matter Passes Test Passes Test
Microbial Limits:
Escherichia Coli Passes Test Passes Test
Nrganic Volatile Impurities (1) Conforms to USP/NF Conforms to USP/NF
ﬁ) The manufacturer has assurance, based on knowledge of the manufacturing

process and controlled handling, shipping, and storage of the material, that there is no
potential for organic volatile impurities to be present as described in the current U.S.P.
In this case "unnecessary testing may be avoided",

Mancy M. Tatbsy

[t v o GAk Regudatary Alain

D1 Dasker A Uiveson of B oo [ bor Ine, - 222 Red Sehool Lare  Philiipsluarg, NJ 08865 -
Chione G5 890 2151 - Fax: 908-869-6904
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Anexo C

CERTIFICADO DE CALIBRACION DEL EQUIPO UTILIZADO PARA EL

ANALISIS DE Ph

Certificate of Analysis

Certipur® Certified Reference Material

Producer:
Accreditation:

Description of CRM:

Ord. No.:
Lot No.:

Composition:

Certified value and uncertainty:

Method of Analysis:

Traceability:

Preparation:

Storage:
Date of release:
Minimum shelf life:

M- %Z&){nz

Dipl.-Ing. Ayfer Yildirim
(Laboratory manager)

Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany.

Merck KGaA is accredited as calibration laboratory according to DIN EN
ISO/IEC 17025.

Buffer solution Set 2 (25°C)

pH 4.01, pH 7.00, pH 10.00
Certified Reference Material for measurement of pH value

1.99006.0001

HC54519006 (HC54519201, HC54519102, HC54520304)

pH 4.01: potassium hydrogenphthalate
pH 7.00: potassium dihydrogenphosphate/disodium hydrogenphosphate
pH 10.00: boric acid / potassium chloride / sodium hydroxide

pH value 4.01 * 0.01 (25°C)
pH value 7.00 * 0.01 (25°C)
pH value 10.00 £ 0.02 (25°C)
pH value with expanded measurement uncertainty

The expanded measurement uncertainty U is calculated as

U = k-Ucharacterisation, Where k = 2 is the coverage factor for a 95% coverage
probability and Ucharacterisation is the combined measurement uncertainty in
accordance to DIN EN ISO/IEC 17025.

pH value is measured with a combined glass electrode after 5-point
calibration according to DIN 19268 with reference buffer solutions
prepared according to DIN 19266.

This certified buffer solution is directly traceable to Merck’s primary
certified reference materials (characterised by PTB) and SRM’s from
NIST.

NIST 189c, 188, 185i8, 186lg, 186llg, 187e

PTB OX-179/10, TA-212/11, PHT-232/12, PHOA-243/12, BO-244/12

PTB: Physikalisch Technische Bundesanstalt, Braunschweig, Germany
NIST: National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, USA.

These reference materials are prepared gravimetrically from potassium
hydrogenphthalate, potassium dihydrogenphosphate, disodium
hydrogenphosphate, boric acid, potassium chloride, sodium hydroxide
and high purity water.

Store at +15°C to +25°C tightly closed in the original container.
2015/01/19
2017/01/31

Merck KGaA - Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt, Germany: +49 6151 72-0

EMD Millipore Corp. - 290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA: +1-781-533-6000
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ANEXO D

. ELA
NALISIS D
ARA EL A
3 EQUIPO P
CION DEL
CERTIFICADO DE CALIBRA TURBIEDAD

STABLCAL® STABILIZED FORMAZIN STANDARDS*
CERT!FICATE OF COMPLIANCE
Stabicy) © Caﬁbration Set # 26621.05

TEST PERFORMED. The Standargs listeq below were Measyreq using g Hach 2100AN
Turb;dimeter‘ This instrument was Calibrateq on fresh formazin Standargs that are traceaple to the
Stock anary Standarg Formazin Suspension as specifieq inS

b

tandarg Methods, Section 21 30 B,
part 3
Cat. No, Value Van’ation

Standard #1 26597-01 <0.1NTY n/a

Standard #2 26601«01 20 NTY 1.0 NTU

Standarg #3 26604-01 200 NTyY +-10 NTU

Standarg g4 26606-01 1000 NTY +-50 NTy

Standarg #5 2461-02 4000 NTY +-200 NTy

“StablCaje Stabilizeg Formagzin Standards are ¢
Method 8195, an acceptable Version of USEPA

Signed: / : August 24, 2015
0n behaif of Hach Ccmpany Date

Patent ng §777011
Hach Cat No. 26621.g7

ited g Primary Calibration Standards i Hach
Methog 180.1.
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Anexo E.

CERTIFICADO DE LA SOLUCION A PARA LA DQO

Certificate of Analysis '

1.14538.0065 COD solution A for measuring range 4.0 - 40.0; 10 - 150 and 100 - 1500 mg/
I; 0.30 ml per determination Spectroquant®

Batch HC411285

¥ I Y Batch Values
Assay (HgSO.) 15.0-16.0 %
Assay (HzS04) 14.0- 14.9 %

Date of release (DD.MM.YYYY) 26.02.2014
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 31.10.2018

Ayfer Yildirim

quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321

SALSA 9900001030714 V. 168017 Date: 26.02.2014
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Anexo F

CERTIFICADO DE LA SOLUCION B PARA LA DQO

Certificate of Analysis '

1.14539.0495 COD solution B for measuring range 100 - 1500 mg/l; 2.30 ml per
determination Spectroquant®
Batch HC41507739

Batch Values

Suitability conforms

Date of release (DD.MM.YYYY) 06.03.2014
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 28.02.2017

Dr. Stefan Frey

Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1

EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321
SALSA 990000105584/ V. 172021 Date: 06.03.2014
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Anexo G

CERTIFICADO DEL ACIDO SULFURICO USADO EN EL ANALISIS DE
ALCALINIDAD

Certificate of Analysis '

1.09981.0001  Sulfuric acid for 1000 ml, c(H2S0s) = 0.5 mol/l (1 N) Titrisol®
Batch HC302779

Concentration after dilution to 1 liter: ¢(H2S04) = 0.5 mol/l

Batch Values
Amount-ol-substance concentration 0.5000 mol/t
The concentration of this solution was ined with vol ic Tris(h: thane (article number 1.02408).

The determined titer at 20°C was 1.000 with an expanded measurement uncarl.;ir'uy of 't vo0'4 (k=2 coverage factor for 5% coverage
probability). The certified value is traceable 1o primary standard NIST SRM 723e (NIST: National Institute of Standards and Technology,
USA) by means of volumetric standard Tris(hydroxmethyl)aminomethane, measured in the accredited calibration laboratory of Merck KGaA

in accordance to DIN EN ISO/IEC 17025.

Dale of release (DD.MM.YYYY) 21.10.2013
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 30.09.2018

Ayfer Yildirim
Responsible laboratory manager quality contral

This document has been produced electronically and is valid without a signalture.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 716-4321

SALSA $90000066390/ V. 178469 Date: 24.03.2014
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CERTIFICADO

Anexo H

DEL EQUIPO UTILIZADO PARA EL ANALISIS DE LA
CONDUCTIVIDAD

Certificate of Analysis

Certipur® Certified Reference Material

Producer:
Accreditation:

Description of CRM:

Ord. No.:

Lot No.:

Composition:

Certified value and uncertainty:

Method of Analysis:

Traceability:

Preparation:

Storage:

Date of release:
Minimum shelf life:

M- %[d){'ﬂz

Dipl.-Ing. Ayfer Yildirim
(Laboratory manager)

Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany.
Merck KGaA is accredited as calibration Laboratory according to DIN EN

ISO/IEC 17025.

Potassium Chloride Solution (nominal 1.41 mS/cm)
Certified Reference Material for M of El ytic Conductivity
1.01553.0001

HC42633153

KCl in HO (cker = 0.01 mol/l)
1.416 mS/cm (25.0°C) £ 0.020 mS/cm (* 1.42%)
Electrolytic Conductivity with expanded measurement uncertainty

The expanded measurement uncertainty U is calculated as

U = k*Ugnaracterisation, Where k = 2 is the coverage factor for a 95% coverage
probability and Ucharacerisation iS the combined measurement uncertainty in
accordance to DIN EN ISO/IEC 17025.

Electrolytic conductivity is measured with a 4-pole-measuring cell (WTW
TetraCON 96) using a conductivity meter (WTW LF 3000) and calibrated
with Primary Reference Material.

This Certified Reference Material is directly traceable to the
corresponding Merck-KCl 0.01-264/13 primary reference material
(characterized by the PTB) and measured against NIST SRM® 3193.
PTB: Physikalisch Technische Bund It hweig, G y

NIST: National Institute of St and Technology, Gaithersburg, USA.

This reference material is prepared gravimetrically from potassium
chloride (Merck item 1.04936) and high purity water (Merck item
1.16754). After preparation the solution was allowed to equilibrate with
atmospheric carbon dioxide. The certified value given above is based on
this equilibrium condition and the solution should not be degassed before
use.

Store at +2°C to +8°C tightly closed in the original container.

2014/06/12
2017/06/30

Merck KGaA - Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt, Germany: +49 6151 72-0

EMD Millipore Corp. - 290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA: +1-781-533-6000
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PARAMETRO

Alcalinidad (mg/L)
Aluminio total (mg/L
Amonio (mg/L)
Arsenico (mg/L)
Bario (mg/L)

Boro (mg/L)

Cadmio (mg/L)
Calcio (mg/L)
Carbamatos (pg/L)
Cianuro (mg/L)
Cloruros (mg/L)
Cobre (mg/L)
Conductividad (Us/c
Cromo total (mg/L)
Cromo hexavalente
DBOS (ma/L)

DQO Total (mg/L)
Fenoles Totales (m¢
i osforo total (mg/L)
Hierro total (mg/L)
Magnesio (mg/L)
Mercurio (mg/L)
Niquel (mg/L)
Nitratos (mg/L)
Nitritos (mg/L)

NKT (mg/L)

pH

PCB’s totales (ug/L)
Plaguicidas Organoc
Plaguicidas Organof
Plata {(mg/L)

Plomo (mg/L)
Potasio (mg/L)
Sodio (mg/L)
Solidos Suspendido:
Solidos Suspendido:
Solidos Totales Vole
Solidos Totales (mg.
Selenio (mg/L)
Sulfatos (mg/L)
Turbiedad UNT
Aceites y Grasas
Zinc Total

Anexo |

DEL AGUA CRUDA Y EL AGUA TRATADA

agua cruda

valores

0,000002
0.000003
0,01
0,01
24,79
79,63
185
165
276
577
0,01
54
100
19
0,18

agua tratada

VALORES PROMEDIO DE LOS PARAMETROS MEDIDOS POR LA PTAR EL SALITRE

PARAMETRO i
Aceites y Grasas 8
Alcalinidad Total (mg/L) 276
Aluminio total 0,38
Amonio 57
Arsenico Total (mg/L) 0.01
Bario 0,03
Boro 0,05
Cadmio 0,01
Calcio 16,74
Carbamatos (pg/L) 0,0300
Cianuro total (mg/L) 0,0050
Cloruros (mg/L) 102
Cobre Total (mg/L) 0,02
Conductividad (uS/cm) 909
Cromo Hexavalente (mg/L) 0,001
Cromo total 0,010
DBOS5 (mg/L) 209
DQO Total (mg/L) 380
Fenoles Totales (mg/L) 0,530
Fésforo soluble
Fésforo total 6,00
Hierro 4,79
Magnesio 2,84
I:Manganeso
Mercurio Total (mg/L) 0,0005
Niquel Total (mg/L) 0,01
Nitratos 0,08
Nitritos 0,01
NKT 68
PCB's totales (ug/L) 0,00
pH 7,010
Plaguicidas organociorados totales (mg/L) 0,00
Plaguicidas organofosforados totales (mg/L) 0,00
Plata 0,01
Plomo Total (mg/L) 0,01
Potasio 22,53
Selenio (mg/L) 0,01
Sodio 78,91
Solidos suspendidos totales (mg/L) 115
Solidos suspendidos volatiles (mg/L) 100
Solidos Totales (mg/L) 457
Solidos Totales Volatiles (mg/L) 144
Sulfatos 36
Turbiedad UNT 40
Zinc 0,110
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Nosotros Julizn Camilo Cartagena Arévalo y Brian Orlando Malo Malo en calidad de litulares de la obra Evaluacion
de! uso de la microalga Chlorella vulgaris en fa remocién de materia organica de las aguas residuales de la PTAR
ef Salitre a nivel laboratorio, elaborada en el afic 2016, autorizamos al Sistema de Bibliotecas de la Fundacién
Universidad América para que incluya una copia, indexe y divulgue en el Repositorio Digitat Institucional — Lumieres, fa
obra mencionada con el fin de facilitar los procesos de visibilidad e impacto de fa misma, conforme a los derechos
patrimoniales que nos corresponden y que incluyen: la reprodaccion, comunicacion piblica, distribucién al publico,
transformacion, en conformidad con fa normatividad vigente sobre derechos de autor y derechos conexos {Ley 23 de
1982, Ley 44 de 1993, Decisién Andina 351 de 1993, entre ofras),

Al respecto como Autores manifestamos conocer que:

= La autorizacion es de carécler no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia liene una vigencia, que no es
perpetua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier otro medio, asi como llevar a cabo cualquier
tipo de accién sobre el documento.

»  La autorizacion tendra una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusion de la obra en el repositorio,
prorrogable indefinidamente por el tiempo de duracion de fos derechos patrimoniales del autor y podra darse por
terminada una vez el autor lo manifieste por escrito a la institucion, con la salvedad de que la obra es difundida
globalmente y cosechada por diferentes buscadores ylo repositorios en Internet, lo que no garaniiza que fa obra
pueda ser retirada de manera inmediata de otros sistemas de infermacion en los que se haya indexado, diferentes
al Repositorio Digital Institucional — Lumieres de Ja Fundacién Universidad América.

= La autorizacion de publicacién comprende el formato original de la obra y todos los demés que se requiera, para su
publicacion en el repositorio. Igualmente, la autorizacion permite a fa institucion el cambio de soporle de la obra con
fines de preservacion (impreso, electronico, digital, Internet, intranet, o cualguier ofro formato conacido o por
conocer).

= Laautorizacion es gratuita y se renuncia a recibir cualquier remuneracion por los usos de la obra, de acuerdo con la
licencia establecida en esta autorizacion.

= Al firmar esla autorizacion, se manifiesta que la obra es original y no existe en ella ninguna violacién a los derechos
de autor de terceros. En caso de que ef trabajo haya sido financiado por lerceros, ef o los aulores asumen la

responsabilidad del cumplimieato de los acuerdos establecidos sobre los derechos patrimaniales de la obra.

= Frente a cualquier reclamacion por terceros, el o los aulores serén los responsables. En ningln caso fa
responsabilidad serd asumida por la Fundacion Universidad de América.

= Con la autorizacion, la Universidad puede difundir la obra en indices, buscadores y otros sistemas de informacion
que favorezcan s visibilidad.
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Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones de uso de

nuestra obra de acuerdo con la licencia Creatfve Commons que se sefiala a confinuacion:

Atribucién- no comercial- sin derlvar: permite distribule, sin fines comerciales, sin obras
derivadas, con reconocimiento del autor.

Atribucién ~ no comercial: permite distribulr, crear obras derivadas, sin fines comerciales X
con reconocimiento del autor,

5| Atribucién - no comercial ~ compartir igual: permite distribuir, modificar, crear obras

;| derivadas, sin fines econdmicos, siempre y cuando las obras derivadas estén licenciadas de
la misma forma.

Licencias completas: http:fico.crealivecommons.org/?page id=13

Siempre y cuando se haga alusién de alguna parte o nota del trabajo, se dehe tener en cuenta la correspondiente
citacién hibliografica para darle crédito al trabajo y a sus autores.

De igual forma como autores autorizamos la consulta de los medios fisicos def presente trabajo de grado asi:

AUTORIZAMOS

La consulta fisica (solo en las instalaciones de la Biblioteca) del CD-ROM ylo Impreso
La reproduccidn por eualquier formalo conocido o por conocer para efectos de preservacion

Sl NO

Informacién Confidencial: este Trabajo de Grado contiene informacién privilegiada, estratégica o g| NO
secreta o se ha pedido su confidencialidad por parie del tercero, sobre quien se desarrolid la

investigacion. En caso afirmativo expresaments indicaremos, en carta adjunta, tal situacion con el fin X
de que se respele la restriccién de acceso.

Para constancia se firma ef presente documento en Bogoté D.C., a los 8 dias del mes de Marzo del afio 2017.

LOS AUTORES:

Autor |
Nombres
Julian Camilo
- Documento de identificacion No
1.014.249.411

Autor 2

Nombres

Brian Orlando

Documento de identificacién No
1.070.971.588

. Apeltidos
Carlagena Arévalo

Apeliidos
Malo Malo
Firma
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Nota: Incluya un apartado (copie y pegue el cuadro anterior), para los datos y la firma de cada uno de los
autores de la obra.
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