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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue aplicar Trichoderma spp en la
purificacion de aguas residuales, utilizando biorreactores de biopelicula. El disefio de
la investigacion fue de caracter descriptivo (describi6 situaciones y condiciones y
definimos el tratamiento que resulto estadisticamente significativo en la disminucion
del DQO de las aguas residuales, experimental (Se realizd cuatro (4) experimentos,
correspondientes a un disefio experimental completamente al azar, resultantes de
considerar el factor [concentracion del inoculo y cuatro niveles para este factor]).
Es posible el uso de Trichoderma spp. para el tratamiento de aguas residuales en los
indculos experimentados en F1, F2, F3 correspondiente a 0,25, 0,5 y 0,75 g¢/L.,
obteniendo cinéticas de remocién alrededor del 70% en la remocion de DQO
proveniente del canal el Macho de la ciudad de Machala. Asi los resultados obtenidos
no muestran diferencia significativa en los tratamientos aplicados.

Palabras claves: Trichoderma spp, biopelicula, inoculo, aguas residuales, DQO



SUMMARY

The objective of this research was to apply Trichoderma spp in the purification of
waste water using bioreactors biofilm. The research design was descriptive
(describing situations and conditions and define the treatment that was statistically
significant in reducing the COD of the waste, experimental water (four experiments
were carried out (4), corresponding to an experimental design completely randomized
resulting considering the factor [inoculum concentration and four levels for this
factor]). It is possible using Trichoderma spp. to treat wastewater inocula experienced
in F1, F2, F3 corresponding to 0.25, 0, 5 and 0.75 g / L., obtaining kinetic removal
about 70% in COD removal channel from the Male City Machala. So the results show
no significant difference in the treatments applied.

Keywords: Trichoderma spp biofilm inoculum, wastewater, COD

Xi



INTRODUCCION

En la actualidad, el principal uso de la biotecnologia es descontaminar o paliar la
contaminacion. Uno de los primeros usos fue la depuracion de aguas residuales, seguida de
la depuracion de aire y efluentes gaseosos. Sin embargo, la biorehabilitacion esta pasando a
concentrarse cada vez mas en la depuracion de los suelos y los desechos solidos. La
utilizacion de microorganismos ya es, hoy en dia, la tecnologia por excelencia para el
tratamiento de las aguas residuales: el tratamiento biol6gico puede procesar distintos
efluentes de manera méas eficaz que con métodos quimicos o fisicos, y se adecua
especialmente bien al tratamiento de las aguas residuales contaminadas por los agentes
organicos mas comunes. De hecho, ya hace mas de 100 afios que se utilizé por primera vez
la biotecnologia para el tratamiento de las aguas residuales. Desde entonces se han inventado
procesos aerobios y anaerobios. El tratamiento aerobio ha pasado a ser la tecnologia més
comunmente utilizada para los desechos de baja y media contaminacion, asi como para las
moléculas toxicas y persistentes. Los procesos anaerobios se adaptan mejor a los desechos
con gran proporcion de materia organica, como las aguas residuales del procesamiento de
alimentos, los fangos urbanos y las lamas de la cria de animales, y en el correr de los Gltimos
diez afios, han venido reemplazando a los sistemas aerobios en muchos usos. Las plantas de
tratamiento anaerobio de aguas residuales son mas pequefias, fraccionan los compuestos
organicos y producen un gas combustible (metano), y pueden lograr tasas de recuperacion de
mas del 80%. En la actualidad ya esta muy extendida la aplicacion de métodos
biotecnoldgicos para eliminar nitratos, fosfatos, iones de metales pesados, compuestos

organicos clorados y sustancias tdxicas (Hurtado, 2000).

El principal objetivo del tratamiento del agua solia ser reducir la materia organica en general,
pero hoy en dia, con la importancia que ha cobrado la depuracion de agentes contaminantes
industriales, se estan desarrollando procesos bioldgicos para eliminar agentes contaminantes

concretos.



PROBLEMA

Las aguas residuales de origen doméstico e industrial en la ciudad de Machala, se recolectan
en una Unica red de drenajes que desemboca en el mar. Machala aguas servidas las cuales no
son tratadas y van directamente al mar, siendo fuente de contaminacion de areas de cultivo,
de los ecosistemas acuaticos riberefios y el litoral. La purificacion de las aguas residuales son
una problematica ambiental local, nacional y mundial, segin diagnosticos municipales, son
pocas las ciudades del pais que cuentan con un sistema de tratamiento de aguas. Sin embargo,
los desechos solidos entre ellos basura plastica, metalica, excretas y heces de animales, llegan
a los rios y quebradas, que cada vez esta mas contaminada. En este sentido, la importancia
de generar un sistema de biopurificacion de agua residuales domésticas utilizando
microorganismo degradadores de la materia organica resulta una propuesta amigable con el
medio ambiente, ya que esta prescindiendo de la utilizacion de sustancias quimicas nocivas
para la salud. El agua ha sido siempre el principal vehiculo empleado por el hombre para la
eliminacién de los residuos generados por su actividad. El desarrollo econémico
descontrolado y el aumento de la poblacion han incrementado de tal manera el impacto del
hombre sobre la hidrosfera que ha superado ampliamente su capacidad de autodepuracién y
ha traido como consecuencia la pérdida de calidad y, por lo tanto, la disminucién del agua

como recurso vital.



OBJETIVOS

Objetivo General

= Aplicar Trichoderma spp en la purificacion de aguas residuales, utilizando
biorreactores de biopelicula, en la Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la
Salud de la Universidad Técnica de Machala, 2014.

Obijetivos especificos

= Cuantificar la carga de materia organica que ingresa al proceso de purificacion

= Determinar la concentracion optima de hongo (Trichoderma spp ) para la purificacion
del agua residual domestica

= Determinar las condiciones 6ptimas para el crecimiento del hongo (pH, Oxigeno
disuelto, temperatura 'y conductividad)

= Evaluar lacinética de degradacion de la materia organica presente en el agua residual

domestica



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cuales son las concentraciones de materia organica promedio de las aguas residuales
del cantén Machala?

¢ Cual es el sustrato especifico del hongo Trichoderma spp?

¢ Qué pardmetros se consideran para medir la degradacion de la materia organica presente
en las aguas residuales?

¢Qué influencia tiene la agitacién mecanica en la degradacion de la materia organica
presente en las aguas residuales?

¢Qué influencia tiene el pH en la degradacion de la materia organica presente en las aguas

residuales?
HIPOTESIS

Ho = Mediante la aplicacion del hongo Trichoderma spp en aguas residuales domesticas, No
es posible alcanzar un porcentaje significativo de degradacion de la materia organica

presente.

H: = Mediante la aplicacion del hongo Trichoderma spp en aguas residuales domésticas, es

posible alcanzar un porcentaje significativo de degradacion de la materia organica presente.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1. AGUA RESIDUAL

Se denomina aguas servidas a aquellas que resultan del uso doméstico o industrial del agua.
Se les llama también aguas residuales, aguas negras o aguas cloacales. Son residuales pues,
habiendo sido usada el agua, constituyen un residuo, algo que no sirve para el usuario directo;
son negras por el color que habitualmente tienen. Algunos autores hacen una diferencia entre
aguas servidas y aguas residuales en el sentido que las primeras solo provendrian del uso
domeéstico y las segundas corresponderian a la mezcla de aguas domésticas e industriales. En
todo caso, estdn constituidas por todas aquellas aguas que son conducidas por el

alcantarillado e incluyen, a veces, las aguas de lluvia y las infiltraciones de agua del terreno.

Son desechos liquidos provenientes de la actividad doméstica enresidencias, edificios e
instituciones; principalmente por el metabolismo humano, llegan a las redes de alcantarillado
por medio de descargas de instalaciones hidraulicas; por lo tanto, las aguas residuales
contienen diversas sustancias de origen natural o artificial que pueden ser mas o menos

dafinas para el hombre, los animales y el ambiente.

Es asi que emergen como un liquido turbio, de
color gris o amarillento, color séptico, en el cual van suspendidas particulas desedimentos,
heces, residuos vegetales, tiras de papel y materiales sintéticos. Cuanto mas largo sea el
colector que los conduce y mas turbulento el flujo en la alcantarilla, mas pequefias seran las

particulas presentes en el agua residual.

Para cuantificar el grado de contaminacién y poder establecer el sistema de tratamiento mas
adecuado, se utilizan varios parametros expresados en la Normativa Oficial Mexicana

.oficial;

1.1.1. Demanda Bioquimica de Oxigeno

Para medir la concentracion de contaminantes organicos, en las aguas que resultan del uso
domeéstico el parametro més utilizado es la Demanda biologica de oxigeno o (DBO), esta se

define como la concentracién de oxigeno disuelto consumido por los microorganismos,



presentes en el agua o afiadidos a ella para efectuar la medida la medicién, en la oxidacion
de toda la materia organica presente en la muestra de agua. Su valor debe ser inferior a 8
MG/I. Para ser considerada como potable. Generalmente en las aguas de origen domestico
este valor fluctda entre los 200 a 300 mg/L (Diaz, 2000) .

1.2. AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

Su inicio data de fines de 1800 y principios del actual siglo y coincide con la época de la
higiene. Esto se desarroll6 como consecuencia de la relacion entre
contaminacién de los cursos y cuerpos de agua y las enfermedades de origen
hidrico. Los diversos usos que da el hombre al agua generan aguas residuales que se
presentan en forma aislada o mezcladas en diferentes concentraciones. Se originan en las

viviendas familiares por:

2. La preparacion de alimentos, el lavado de platos, la limpieza de la casa, el lavado de la
ropa e higiene personal.

3. El uso del inodoro.

4. El lavado de las superficies pavimentadas externas y de automoviles; en los
edificios publicos por:

5. Lalimpieza del edificio, la higiene personal, la preparacion de alimentos y el lavado de
vajilla en la cafeteria (cuando existe).

6. EIl uso de bafios publicos.

7. El lavado de superficies pavimentadas externas automoviles; en los

pequerios establecimientos comerciales por:

1.2.1. Caracteristicas de las Aguas Residuales Doméstica

1.2.1.1. Caracteristicas Fisicas

Se dice que el agua residual domestica fresca y aerGbica tiene el olor
delqueroseno o de tierra recién revuelta. Las aguas residuales envejecidas ysépticas son

bastante mas ofensivas al sentido del olfato.



Las frescas tienen un color gris caracteristicas. Las sépticas son negras. Este color se debe a
la precipitacion de sulfuro de hierro. Las temperaturas de las aguas residuales oscilan,
normalmente, entre 10 y20°.En general, la temperatura del agua residual serd mayor que la
del suministro de agua, debido a la adicion de agua tibia de los hogares y al calentamiento

dentro del sistema de drenaje de la estructura.
Solidos Totales

Analiticamente, se define el contenido de solidos totales como la materia que se obtiene como
residuo después de someter al agua a un proceso de evaporacion entre 103 y 105 °C. No se
define como solida aquella materia que se pierde durante la evaporacién debido a su alta
presion de vapor. Los sélidos sedimentables se definen como aquellos que se sedimentan en
el fondo de un recipiente de forma conica (cono de Imhoff) en el transcurso de un periodo de
60minutos, los solidos sedimentables expresados en unidades de ml/l, constituyen una
medida aproximada de la cantidad de fango que se obtendra en la decantacion primaria del
agua residual (Levine, Tchobanoglous, & Asano, 1985).

Temperatura.

La temperatura del agua es un parametro muy importante dada su influencia, tanto sobre el
desarrollo de la vida acuatica como sobre las reacciones quimicas y velocidades de reaccion,
asi como sobre la aptitud del agua para ciertos usos Utiles. Por ejemplo, el aumento de la
temperatura del agua puede provocar cambios en las especies piscicolas. También es
importante para industrias que emplean el agua para refrigeracion, donde es fundamental la

captacion del agua.

Por otro lado, el oxigeno es menos soluble en agua caliente que en el agua fria. La
temperatura éptima para el desarrollo de la actividad bacteriana se situa entre los 25 y los
35°C. Los procesos de digestidn aerobia y de nitrificacion se detienen cuando el agua alcanza
los 50°C. A temperaturas de alrededor de 15°C, las bacterias productoras de metano cesan su
actividad, mientras que las bacterias nitrificantes autétrofas dejan de actuar cuando la

temperatura alcanza valores cercanos a los 5°C (Metcalf & Eddy, 1981).



Turbiedad.

La turbiedad, como medida de las propiedades de transmision de la luz de un agua, es otro
pardmetro que se emplea para indicar la calidad de las aguas vertidas o de las aguas naturales
en relacién con la materia coloidal y residual en suspensién. La medicion de la turbiedad se
Ileva a cabo mediante la comparacién entre la intensidad de la luz dispersada en la muestra
y la intensidad registrada en una suspension de referencia en las mismas condiciones
(Standard Methods , 1985).

1.2.1.2. Caracteristicas Quimicas

Como la cantidad de sustancia quimicas presentes en las aguas residuales es asi ilimitada,
normalmente se limitara la descripcion a unas cuantos tipos generales. Con frecuencia, estos
tipos de sustancias se conocen mejor por el nombre de la prueba que se usa para medirlos

que por lo que incluyen.

Medida del Contenido Organico

A lo largo de los afios, se han ido desarrollando diferentes ensayos para la determinacion del
contenido orgéanico de las aguas residuales. En general, los diferentes métodos pueden
clasificarse en dos grupos, los empleados para determinar altas concentraciones de contenido
organico y los empleados para determinar las concentraciones a nivel traza.

El primer grupo incluye los siguientes ensayos de laboratorio: demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO), y carbono orgéanico total (COT).En el
pasado, se empleaban otros ensayos, entre los que destacaban nitrégeno total y alouminoide,
nitrégeno organico y amoniacal, y oxigeno consumido. Estas determinaciones aun figuran en
los analisis completos de aguas residuales, excepcidn hecha de las determinaciones relativas
al nitrégeno albuminoide y al oxigeno consumido.

Sin embargo, su importancia ya no es la misma. Mientras que antes se empleaban casi
exclusivamente como indicadores de la materia organica, actualmente se emplean para
determinar la disponibilidad de nitrogeno para mantener la actividad bioldgica en los
procesos de tratamiento de< aguas residuales industriales y para evitar indeseables

proliferaciones de algas en las aguas receptora (Standard Methods , 1985).



Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)

La DBO es el método usado con mayor frecuencia en el campo de tratamiento de las aguas
residuales. Si existe suficiente oxigeno disponible, la descomposicidn bioldgica aerobia de
un desecho organico continuara hasta que el desecho se haya consumido. El periodo de
incubacion estandar es de 5 dias a 20°C, pero se pueden usar tiempos mayores y otras
temperaturas, la oxidacion bioquimica es un proceso lento, cuya duracion es, en teoria,
infinita. En un periodo de 20 dias se completa la oxidacion del 95 a 99% de la materia
carbonosa, y en los 5 dias que dura el ensayo de la DBO se llaga a oxidar entre el 60 y 70%.
Se asume la temperatura de 20°C como un valor medio representativo de temperatura que se
da en los cursos de agua que circulan a baja velocidad en climas suaves, y es facilmente

duplicada en un incubador (Thomas, 1885).
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

El ensayo de la DQO se emplea para medir el contenido de materia organica tanto de las
aguas naturales como de las residuales. En el ensayo, se emplea un agente quimico
fuertemente oxidante en medio acido para la determinacion del equivalente de oxigeno de la
materia organica que puede oxidarse. El dicromato de potasio proporciona excelentes
resultados en este sentido. El ensayo debe hacerse a altas temperaturas. Para facilitar la
oxidacion de determinados tipos de compuestos organicos es preciso emplear un catalizador
(sulfato de plata).

El ensayo de la DQO también se emplea para la medicion de la materia organica presente en
aguas residuales industriales y municipales que contengan compuestos toxicos para la vida

biolégica. En muchos tipos de aguas residuales es posible establecer una relacion entre DBO
y DQO.

Ello pude ser de gran utilidad puesto que la primera necesita 5 dias para ser determinado
frente a las tres horas que necesita la DQO para ser determinada. Una vez establecida la
correlacion entre ambos parametros, pueden emplearse las medidas de la DQO para el
funcionamiento y control de las plantas de tratamiento (Thomas, 1885).



Carbono Organico Total (COT)

Es una cantidad analitica exacta. Se determina mediante la oxidacion térmica de
sustancias inorganicas, a través de la combustion a elevada temperatura y la posterior
medicion de la cantidad de CO> formado. Tedricamente, la cantidad de carbono organico
puede variar entre aproximadamente 8% (para CCls) y 94% para CioHs-
naftalina). La variacion es mucho menor en el caso de las mezclas encontradas en agua
y aguas residuales. Sin embargo, el contenido del carbono organico en aguas residuales
representa solo una parte de la contaminacion. Mediante el analisis de DQO se determina el
equivalente en oxigeno de la materia organica que puede oxidar un oxidante quimico
enérgico (dicromato de potasio) en un medio acido. La DQO de un desecho, en general,
sera mayor que la DBOS5,
ya que hay compuesto susceptibles de oxidarse mas quimica que

biolégicamente (Mackenzie, 2005).

La DBO5 normalmente es menor que la DBO total, y esta es menor que la DQO, excepto
cuando el residuo es totalmente biodegradable.
El andlisis de DQO requiere aproximadamente una hora. Si se puedecorrelacionarla con la
DBO5 podra servir de apoyo en el control de operacién de la planta de tratamiento de aguas

residuales.
Materia organica.

Son varios los componentes inorganicos de las aguas residuales y naturales que tienen
importancia para la determinacion y control de la calidad del agua. Las concentraciones de
las sustancias inorganicas en el agua aumentan tanto por el contacto del agua con las
diferentes formaciones geoldgicas, como por las aguas residuales, tratadas o sin tratar, que a

ella se descargan (Snoeyink & Jenkins, 1988).
Alcalinidad.

La alcalinidad de un agua residual esta provocada por la presencia de hidréxidos, carbonatos
y bicarbonatos de elementos como el calcio, el magnesio, el sodio, el potasio o el amoniaco.

De entre todos ellos, los mas comunes son el bicarbonato de calcio y el bicarbonato de
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magnesio. La alcalinidad ayuda a regular los cambios del pH producido por la adicién de
acidos. Normalmente el agua residual es alcalina, propiedad que adquiere de las aguas de
tratamiento, el agua subterranea, y los materiales afiadidos en los usos domésticos (Sawyer,
Mc Carty, & Parkin, 1994).

Nitroégeno.

Los elementos nitrdgeno y fosforo son esenciales para el crecimiento de protistas y plantas,

razon por la cual reciben el nombre de nutrientes o bioestimuladores.

Trazas de otros elementos, tales como el hierro, son necesarias para el crecimiento bioldgico.
No obstante, el nitrégeno y el fésforo son, en la mayoria de los casos, los principales
elementos nutritivos. Puesto que el nitrogeno es absolutamente basico para la sintesis de
proteinas, sera preciso conocer datos sobre la presencia del mismo en las aguas, y en qué
cantidades, para valorar la posibilidad de tratamiento de las aguas residuales domésticas e

industriales, mediante procesos biolégicos (EPA, 1985).
Formas del nitrégeno.

El contenido total en nitrogeno estd compuesto por nitrégeno organico, amoniaco, nitrito y
nitrato. El contenido en nitrogeno organico se determina con el método Kjendahl. El
nitrégeno Kjendahl total se determina del mismo modo que el nitrégeno organico, con la

diferencia de que no se elimina el amoniaco presente antes del proceso de digestion.

Por lo tanto, el nitrdgeno Kjendahl total incluye ambas formas de nitrogeno, el orgéanico y el
amoniacal. El nitrégeno amoniacal se encuentra en solucion acuosa, bien en forma de ion
amonio o como amoniaco, en funcién del pH de la solucion, de acuerdo con la siguiente
ecuacion de equilibrio: (EPA, 1985).

NH3 + H20 ------- NH4* + OH"
Fésforo.

El fésforo también es esencial para el crecimiento de algas y otros organismos bioldgicos.
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Debido a que en aguas superficiales tienen lugar nocivas proliferaciones incontroladas de
algas, actualmente existe mucho interés en limitar la cantidad de compuestos de fosforo que
alcanzan las aguas superficiales por medio de vertidos de aguas residuales domésticas,

industriales, y a través de las escorrentias naturales.

Como ejemplo podemos citar el caso de las aguas residuales municipales, cuyo contenido
en fésforo puede variar entre 4 y 16mg/I. Las formas més frecuentes en las que se presenta
el fosforo en soluciones acuosas incluyen el ortofosfato, el polifosfato y los fosfatos

organicos (Levine, Tchobanoglous, & Asano, 1985).
1.2.1.3. Caracteristicas Bioldgicas

Las aguas residuales contienen un gran nimero de microorganismos vivos cuya funcion es
la de descomponer, transformar, y fermentar la materia organica utilizando o no el oxigeno
disuelto por medio de procesos aerobios o0 anaerobios. Estos microorganismos pueden ser de
origen vegetal: plantas, semillas, helechos; de origen animal: microorganismos vertebrados
e invertebrados; o de origen protista: bacterias, hongos, protozoos y algas. También estan
presentes varios microorganismos patégenos como los coliformes los cuales mueren
rapidamente al encontrarse en un habitat extrafio. Cada uno de estos grupos de
microorganismos, constituyen un papel primordial como indicadores de la calidad del agua

residual.
Microorganismos.

Los principales grupos de organismos presentes tanto en aguas residuales como superficiales
se clasifican en organismos eucariotas, eubacterias y arqueobacterias (véase Tabla 2-6). Tal
como se indica en la Tabla 2-6, la mayoria de los organismos pertenecen al grupo de las
eubacterias. La categoria protista, dentro de los organismos eucariotas, incluye las algas, los
hongos y los protozoos. Las plantas tales como los helechos, los musgos, las plantas hepaticas
y las plantas de semilla estan clasificadas como eucariotas multicelulares. Los vertebrados y
los invertebrados estan clasificados como animales eucariotas multicelulares (Stainer &
Igraham, 1986).
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Tabla 2: Clasificacion de los microorganismos

Grupo Estructura Caracterizacion Miembros representativos
celular
Eucariotas Eucariota | Multicelular, con gran Plantas (plantas de semilla,
diferenciacion de las musgos, helechos).
células y el tejido Animales (vertebrados e
invertebrados).
Unicelular o coenocitica o | Protistas (algas, hongos,
micelial; con escasa o nula | protozoos)
diferenciacion de tejidos.
Eubacterias Procariota | Quimica celular parecidaa | La mayoria de las bacterias.
las eucariotas.
Arqueobcterias | Procariota | Quimica celular distintiva | Metandgenos, halofilos,
termacidofilos.

Fuente: (Stainer & Igraham, 1986).

Coliformes Fecales:

Los microorganismos patdgenos que existen en las aguas residuales son pocos y dificiles de
aislar e identificar, por esta razon se utiliza a los microorganismos coliformes como un
organismo indicador de contaminacion o presencia de organismos productores de alguna
enfermedad.

Aungue no sean dafiinos, se usan los coliformes como indicador debido a que el ser humano
arroja diariamente en sus excrementos entre 10° y 4 x 10! coliformes, por lo tanto su
presencia puede detectarse con facilidad y utilizarse como norma de control sanitario.

El exceso de coliformes fecales en un cuerpo de agua, hacen que el agua sea no apta para el

consumo humano, e insegura para la recreacion (Romero, 2008).

1.2.1. Composicion de las Aguas Residuales Domésticas

Las aguas residuales domésticas son peligrosas debido a la posiblepresencia de una alta

poblacion de microorganismos patogenos.

Contienen, sobretodo, bacterias Eschericha coli, las que generalmente son inocuas y suelen

estar presentes en los intestinos del hombre y de los animales de sangre caliente, agrupandose
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en colonias. Estas sirven como indicadores de contaminacion fecal. Aproximadamente entre
1011 y 1013 bacterias E coli son evacuadas en las aguas residuales diariamente por una
persona. EI nimero total de bacterias, incluidos los grupos que se consideran inofensivos, es
casi 103 veces mayor. Los microorganismos estan presentes en las aguas residuales en forma
de virus y bacterias (como las salmonellas causantes de la tifoidea o paratifoideas) Y en forma
de parésitos como por ejemplo huevos de helmintos. Estos microorganismos provienen de
hospitales, de viviendas de personas
infectadas, portadores de enfermedades, etc. El agua residual tratada no esbacteriol6gicame
nte pura y, en algunos casos, es necesario esterilizarla, ademas de aplicarle un tratamiento

mecéanico-bioldgico.

Aparte de organismos patogenos, en las aguas residuales domésticasestan presentes bacterias
no patégenas que descomponen la materia organica mediante procesos de hidrolisis,

reduccion y oxidacion.

En esta descomposiciontambién participan fermentadores y enzimas. Finalmente, esta agua
contiene también hormonas, estimulantes y vitaminas provenientes de las excretas de
personas y animales. Los valores de carga de las aguas residuales domésticas no suelen
ser utilizadas al disefiar las plantas de tratamiento de aguas residuales. Su calculo puede ser
necesario solo en casos especificos como el de edificaciones aisladas o plantas de tratamiento

muy pequenas.
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Tablal: Composicion tipica de las aguas residuales domésticas.

. Concentracion mg/l
S Fuerte | Media | Débil

Demanda Bioquimica de Oxigeno, 5 dias,20°C

(DBO) 1 & 350 200 | 100
Demanda Quimica de Oxigeno 1000 500 250
pH 15 7 6,5
Solidos Totales 1.200 700 350
Solidos Disueltos 850 500 250
Fijos 525 300 145
Volatiles 325 200 105
Totales Suspendidos 350 200 100
Fijos 75 50 30
Volatiles 275 150 70
Solidos Sedimentables 20 10 5
Carbono Organico Total (COT) 300 200 100
Nitrogeno Total (como N) 60 40 20
Orgénico 35 15 8
Amoniaco Libre 50 25 12
Nitritos 0 0 0
Nitratos 0 0 0
Fosforo Total 20 10 6
Orgénico 5 3 2
Inorganico 15 7 4
Cloruros 150 50 30
Alcalinidad (como CaC0Qs) 350 100 50
Grasas 150 100 50

Fuente: Gutiérrez, 2010.
1.3. CANTIDAD DE AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

Es igual al agua consumida del sistema de abastecimiento menos el agua utilizada para
cocinar, beber, regar el césped 'y el jardin. Las heces vy
otrosproductos de desecho que se afiaden a las aguas residuales lleganaproximadamente a
solo 1.4kg por persona al dia. Puede decirse que la cantidad de aguas residuales domésticas
es casi un 80% del consumo de agua. Puesto que el consumo de agua depende esencialmente
de los habitos y de las condiciones de vida, al mejorar éstos, la cantidad de aguas residuales

también aumenta.
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El volumen de aguas residuales sufre variaciones horarias, diarias yan
uales. Puede apreciarse claramente un increment6 de desagues residuales al comienzo de la

semana, debido al lavado de ropa, y al final de la semana, debido a la limpieza de la casa.

1.4, SISTEMAS DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES
Las diversas actividades agricolas, ganaderas, industriales y recreacionales del ser humano
han traido como consecuencia la contaminacion de las aguas superficiales con sustancias
quimicas y microbioldgicas, ademas del deterioro de sus caracteristicas estéticas. Para hacer
frente a este problema, es necesario someter al agua a una serie de operaciones 0 procesos
unitarios, a fin de purificarla o potabilizarla para que pueda ser consumida por los seres
humanos. Una operacién unitaria es un proceso quimico, fisico o bioldgico mediante el cual
las sustancias objetables que contiene el agua son removidas o transformadas en sustancias
inocuas. La mayor parte de los procesos originan cambios en la concentracion o en el estado
de una sustancia, la cual es desplazada o incorporada en la masa de agua. Este fendmeno
recibe el nombre de transferencia de fase. Son ejemplos de ello la introduccién de oxigeno al
agua (transferencia de la fase gaseosa a la liquida) y la liberacion de anhidrido carbdnico
contenido en el agua (transferencia de la fase liquida a la gaseosa) mediante el proceso de
aereacion El objetivo de estos tratamientos es, en general, reducir la carga de contaminantes
del vertido y convertirlo en inocuo para el medio ambiente. Para cumplir estos fines se usan
distintos tipos de tratamiento dependiendo de los contaminantes que arrastre el agua y de
otros factores mas generales, como localizacion de la planta depuradora, clima, ecosistemas

afectados, etc.
1.4.1. La Depuracion de las Aguas Residuales

Existen distintos tipos de tratamiento de las aguas residuales para lograr remover los
contaminantes. Se pueden usar desde sencillos procesos fisicos como la sedimentacion, en la
que se deja que los contaminantes se depositen en el fondo por gravedad, hasta complicados
procesos quimicos, bioldgicos o térmicos. Ellos se pueden clasificar segun el medio de
eliminaciéon de los contaminantes, segun la fase de depuracion y segin el costo de la

explotacion.
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1.4.1.1. Segun el Medio de Eliminacion de los Contaminantes
A.) Fisicos

Son aquellos en los cuales predomina la aplicacion de fuerzas fisicas, en la eliminacion

de los contaminantes.
Desbaste (por rejas, tamices)
Desengrasado
Sedimentacion.
Flotacion.- Natural o provocada con aire.
Filtracion.- Con arena, carbon, ceramicas, etc.
Evaporacion. Adsorcion.- Con carbon activo, zeolitas, etc.
Desorcidn (Stripping). Se transfiere el contaminante al aire (ej. amoniaco).
Extraccion.- Con liquido disolvente que no se mezcla con el agua.
B.) Quimicos

Son aquellos en los cuales la eliminacion de los contaminantes es dada por la adicion de un

producto quimico o por otras reacciones quimicas.

Coagulacion-floculacién.- Agregacion de pequefias particulas usando coagulantes y

floculantes (sales de hierro, aluminio, polielectrolitos, etc.)

Precipitacion quimica.- Eliminacion de metales pesados haciéndolos insolubles con la

adicion de lechada de cal, hidréxido sddico u otros que suben el pH.

Oxidacion-reduccion.- Con oxidantes como el peroxido de hidrogeno, ozono, cloro,

permanganato potasico o reductor como el sulfito sodico.
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Reduccion electrolitica.- Provocando la deposicidon en el electrodo del contaminante. Se usa

para recuperar elementos valiosos.

Intercambio idnico.- Con resinas que intercambian iones. Se usa para quitar dureza al agua.
Osmosis inversa.- Haciendo pasar al agua a través de membranas semipermeables que

retienen los contaminantes disueltos.

C.) Biologicos: Son los métodos de tratamiento en los cuales la eliminacion de

contaminantes es provocada por una actividad bioldgica.

Lodos activos.- Se afiade agua con microorganismos a las aguas residuales en condiciones

aerobias (burbujeo de aire o agitacion de las aguas).

Filtros bacterianos.- Los microorganismos estan fijos en un soporte sobre el que fluyen las aguas a
depurar. Se introduce oxigeno suficiente para asegurar que el proceso es aerobio.

Biodiscos.- Intermedio entre los dos anteriores. Grandes discos dentro de una mezcla de agua
residual con microorganismos facilitan la fijacion y el trabajo de los microorganismos.

Lagunas aireadas.- Se realiza el proceso bioldgico en lagunas de grandes extensiones.

Sistemas de aplicacion al suelo. —

Degradacién anaerobia.- Procesos con microorganismos que no necesitan oxigeno para su

metabolismo (CIMAD, 2002).

2.2. TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES
Los tratamientos a los que se deben someter los efluentes tienen que garantizar la eliminacion
0 recuperacion del compuesto organico en el grado requerido por la legislacion que regula el
vertido del efluente. La aplicacion de cualquier tipo de método depende fundamentalmente

de la concentracion del contaminante y del caudal del efluente (Rodriguez, 2006).

2.2.1. Procesos Bioldgicos Unitarios
Constituyen una serie de importantes procesos de tratamiento que tienen en comdn la
utilizacion de microorganismos (especialmente las bacterias), para llevar a cabo la

eliminacién de componentes indeseables del agua aprovechando la actividad metabdlica de
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los mismos. Es uno de los métodos méas usados para el tratamiento de aguas residuales
urbanas y aguas industriales.

La aplicacion de un proceso bioldgico consiste en la eliminacion de la materia organica
biodegradable tanto soluble como coloidal, ya que ésta constituye la fuente de energia: de
carbono, oxigeno disuelto y nutrientes: Nitrégeno y Fésforo, necesarios para el crecimiento
de los microorganismos. En el metabolismo bacteriano juega un papel fundamental el
elemento aceptor de electrones en los procesos de oxidacién de la materia orgénica. Este
aspecto tiene una importante incidencia en las posibilidades de aplicacién al tratamiento de
aguas (Rodriguez, 2006). En funcion del elemento aceptor de electrones se distinguen tres

casos de sistemas bioldgicos: Sistema Aerobios, Sistemas Anaerobios y Sistemas Andxicos.

Tabla 1: Procesos Biologicos Unitarios.

TIPO DE ELEMENTO FUNDAMENTO
SISTEMA ACEPTOR
Sistemas Oxigeno disuelto. Este compuesto hace que el rendimiento energético del
aerobios tratamiento sea elevado provocando una generacion de
fangos debido al alto crecimiento de bacterias aerobias.
Su aplicacién a aguas residuales puede estar muy
condicionada por la baja solubilidad del oxigeno en el
agua.
Sistemas CO2 o parte de la propia | Este sistema tiene como ventaja la obtencion de un gas
anaerobios materia orgénica, | combustible. Posee un bajo consumo de energia, produce
obteniéndose como | poca cantidad de fangos y por tanto un menor
producto de esta reduccion | requerimiento de nutrientes, y permite la posibilidad de
el carbono es su estado mas | periodos de parada en el proceso sin alterar la poblacién
reducido, el metano (CH,). | bacteriana.
Sistemas Presencia de nitratos La ausencia de oxigeno disuelto (O,) y la presencia de
anoxicos (NO3) nitratos (NO3) hacen que este Gltimo elemento sea el
aceptor de electrones transformandose en nitrogeno (N2),
por tanto es posible que en ciertas condiciones se consiga
una eliminacion bioldgica de nitratos (desnitrificacion).

Fuente: Informe de Vigilancia Tecnoldgica - Tratamientos Avanzados de Aguas Residuales

Industriales.

2.2.1.1. Digestion Aerobia
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La digestion aerobia se efectla cuando microorganismos aerobios o sea los que requieren

oxigeno, descomponen la materia orgénica para la obtencion de energia en su provecho.

Las rutas o pasos que son parte de este tipo de metabolismo, implican la oxidacién de las
proteinas, las grasas y los carbohidratos en una secuencia sumamente compleja, que producen
como sustancias terminales: agua, bioxido de carbono, sulfatos y amoniaco. Si persisten las
condiciones oxidantes, el amoniaco producido por los compuestos nitrogenados y que no
escapa a la atmosfera en forma de gas, se oxida a nitritos y posteriormente a nitratos.

Esta ruta o forma de estabilizacion de la materia organica, no implica la formacion de
compuestos agresivos y desagradables al medio ambiente, o al menos no duran mucho tiempo
y la degradacion a 6xidos y gases inocuos ocurre en un corto tiempo.

2.2.1.2. Funcion de los Microorganismos
La remocién de la DBO, la coagulacion de solidos coloidales no sedimentables y la
estabilizacion de la materia organica, es posible por la accion de una variedad de
microorganismos, principalmente bacterias.
Los microorganismos utilizan la materia carbonacea disuelta y en suspension en forma
coloidal, para sobrevivir en el ambiente en que se encuentran. Al consumir esta materia cuyo
principal componente es el carbono, una parte de ella la convierten en tejido celular y otra
parte es emitida al medio ambiente en forma de gases. Los gases producidos, en su mayor
parte, pueden separarse en forma espontanea del agua tratada y el tejido celular formado, se
separa también de la masa de agua por sedimentacion, por lo que cuando esto ocurre se dice
que la materia organica ha sido removida del agua tratada.
De la energia disponible en los alimentos o sustratos, los organismos superiores (en la escala
de consumo de sustrato), como son los animales y el hombre, al consumir el alimento, solo
una pequefa parte de la energia disponible es aprovechada y el resto se desecha al medio
ambiente. Este proceso de obtencion de energia es rapido pero ineficiente.

Figura 1. Aprovechamiento de la energia por diferentes cadenas alimenticias
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Fuente: (Filtros & Equipos, 2014)

Otros organismos consumen nuestros desechos como son insectos, larvas y gusanos y lo
hacen a una alta velocidad de digestidn pero también de forma ineficiente ya que solo extraen
una parte de la energia interna potencialmente contenida en el sustrato. Los microorganismos
en sus diferentes variedades y cadenas alimenticias, consumen los restos de sustrato que no
es digerido por los seres de escalas superiores, a una muy baja velocidad de digestién pero
con una alta eficiencia en el aprovechamiento de la energia interna del sustrato, tal y como

se muestra en la figura 1 (Filtros & Equipos, 2014).

1.5. Trichoderma spp

El género Trichoderma fue identificado en 1871 y ha sido ampliamente estudiado; es un
hongo anaerobio facultativo microscopico, que se encuentra de manera natural en un nimero

importan te de suelos agricolas y otros tipos de medios.

Integran el género mas de 30 especies ampliamente distribuidas en el mundo, en diferentes
zonas Yy habitats, especialmente donde existe materia organica o desechos vegetales en

descomposicion, asi como en residuos de cultivos, principalmente en aquellos que son
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atacados por otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades

de raices, las cuales coloniza rapidamente.

Trichoderma muestra diversas ventajas como agente de control biolégico, debido a su répido
crecimiento y desarrollo; también produce una gran cantidad de enzimas capaces de degradar
a otros organismos, cuya secrecion se induce con la presencia de hongos fitopatdgenos. Puede
desarrollarse en una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso
en la agricultura. Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y habitats donde
otros hongos son causantes de diversas enfermedades, le permiten ser un eficiente agente de
control; de igual forma puede sobrevivir en medios con contenidos significativos de

pesticidas y otros quimicos.

Ademas, su gran variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control

bioldgico bajo diferentes sistemas de produccion y cultivos.

La capacidad de producir diversos metabolitos y de adaptacion a diversas condiciones
ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma spp la posibilidad de ser utilizado en la
industria biotecnoldgica (Martinez, Infante, & Reyes, 2013).

1.5.1. Taxonomia

Trichoderma esté entre los hongos saprophytic mas comunes. Estan dentro de la subdivision
Deuteromycotina que representa los hongos que faltan o tener un estado sexual desconocido
(sin embargo mucho el trichoderma se considera asexual). Ademas, es parte de los
hyphomycetes de la clase de la forma. Se saben como los invasores tempranos de raices y

ocupan rapidamente un lugar ecoldgico en las raices.

Debido a su capacidad de utilizar los substratos de los comples, no dependen totalmente de
la planta en su ciclo vital. También se consideran los ascomicetos celuloliticos y entre los

organismos responsables de la destruccion de telas celulosicas.

Trichoderma se encuentra en casi todos los suelos agricolas y en otros ambientes tales como
madera que se decae. La mayoria de las especies crecen rapidamente, producen conidios

abundantes, y tienen una amplia gama de enzimas incluyendo los cellulases.
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Tienen los sellos de ruderals. Sin embargo, muchas especies siguen siendo altamente
antagénicas a la otra especie de hongos por muchos procesos. Estos incluyen la produccion
de los antibidticos solubles de los antibidticos (peptides) volatiles y permanentes, o por

parasitismo directo.

Se alcanza esto cuando arrollan alrededor de los hyphae de otros hongos en un
mycoparasitsm llamado de proceso que limite el crecimiento y la actividad de los hongos
patdgenos de la planta. El hongo tiene probablemente el sistema lo méas pesadamente posible
estudiado del cellulase mientras que excreta cantidades grandes de cellulases en media del
crecimiento. Las varias tensiones tienen la capacidad de reducir el crecimiento de la raiz de

la putrefaccion y del aumento de la raiz de la planta.

Hay muchas especies del Trichoderma con muchas caracteristicas que diferencian. Por
ejemplo, el harzianum del T. es tolerante a la tension impuesta por escasez nutriente. Son a
menudo antagdnicos hacia uno otro. En las altas temperaturas T. el viride y el polysporum
del T. son desplazados por Hamatum del T. y Koningii del T., mientras que en las bajas
temperaturas el contrario es verdad. Las razones como éstos son porqué un ciertas especies
son mas prosperas durante meses mas frescos mientras que otras son mas persistentes durante
meses mas calientes. Trichoderma puede crecer en los suelos que tienen un rango del pH de
2,5 - 9,5, aunque la mayoria prefieren un leve al ambiente moderado &cido. Las especies que
prefieren los suelos méas acidos se miran como teniendo un habito tensionar-mas tolerante
del crecimiento y son generalmente menos agresivas. Toda la especie puede producir a las

colonias que tienen cualquiera blanco amarillear para poner verde areas fructiferas maduras.

Las colonias pueden tener los conidios floccose y elipticos, o conidios globosos no-non-
floccose copetudos.

Trichoderma (subdivisién Deuteromicete) incluye mas de 30 especies; todas con efectos
benéficos para la agricultura. Es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera
natural en un numero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Se encuentra
ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta en diferentes de zonas y habitat,

especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos vegetales en

23


http://www.ecured.cu/index.php/%C3%81cido

descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos, especialmente en aquellos que son

atacados por otros hongos.

Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales son
colonizadas rapidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de adaptacion a diversas
condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma la posibilidad de ser

utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnolégicos.
2.2.2. Morfologia
» Caracteristicas macroscopicas

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracién, blancas -
verdes, amarillo — verdosas; las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos
(Arango, Ordofiez, Castafieda, & Restrepo, 1988).

El revés de las colonias es usualmente no coloreado, amarillo, &mbar o amarillo verde, y
muchas especies producen grandes cantidades de clamidosporas en cultivos sumergido
(Howell, 2003).

Figura 3: Conidios de Trichoderma spp
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Fuente: The Goraldine Kaminski Medical Mycology Library

2.2.3. Factores que influyen en el crecimiento
2.2.3.1.Temperatura

La temperatura es un factor importante para determinar la cantidad y la tasa de crecimiento
de estos organismos (Moore, 1996). Varios estudios han evaluado el efecto de la temperatura
en la germinacion de las esporas y el crecimiento del tubo germinal, crecimiento del micelio,
habilidades competitivas y produccion de metabolitos volatiles y no volatiles en las especies
de Trichoderma, estableciendo que la temperatura éptima de crecimiento difiere entre las
diferentes especies (Kredics, y otros, 2003); sin embargo al igual que la gran mayoria de
hongos, estos se desarrollan en rangos de temperatura mesofilicos entre 10° y 40°C, pero en
la mayoria de los casos, la temperatura éptima se encuentra entre 15 y 30°C (Nampoothiri, y
otros, 2004).

De este modo, el efecto de la temperatura sobre las especies de Trichoderma sp., en el
desarrollo de procesos bioldgicos es tal que esta puede generar denaturacion de proteinas,
inhibicién de enzimas, promocion o supresion de la produccion de un metabolito particular,

viabilidad y muerte celular (Nampoothiri, y otros, 2004).

Disponibilidad de agua
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Una de las limitaciones méas importantes del uso de Trichoderma como biofungicida es su
bajo nivel de tolerancia osmotica (0.5 M o menos). Las condiciones de agua afectan las
actividades de este hongo, en especial la germinacion de la espora y el crecimiento del tubo
germinal, asi como el crecimiento del micelio, y tiene un efecto critico en la interaccion con

otros hongos y la produccién de enzimas (Kredics, y otros, 2003; Moore, 1996).

Asi, este hongo del suelo, crece mejor en humedades moderadas que en altas, lo cual es
debido a que la aireacion del suelo (y por ende el suministro de oxigeno) es limitada cuando

el contenido de humedad es alto (Moore, 1996).

En la fermentacién sélida un nivel de humedad mayor que el 6ptimo causa una disminucion
en la porosidad, alteracion en la estructura de las particulas, menor transferencia de oxigeno

e incrementa la formacién de micelio aéreo.

Los hongos prefieren una humedad suficiente para su supervivencia de tal manera que esta
no interfiera con su metabolismo. Del mismo modo un nivel de humedad menor que el
Optimo lleva a una mayor tensién de agua y reduce la solubilidad de los nutrientes del sustrato
solido (Nampoothiri, y otros, 2004). Aunque el contenido de humedad es un factor critico
durante este proceso el nivel 6ptimo de la misma depende del microorganismo y de la matriz
solida empleada, sin embargo, el contenido de agua en el sustrato por lo general oscila entre
el 30 y el 75% (Perez, Lopez, & Pastrana, 2003).

opH

El pH juega un papel importante en la regulacion de la produccion de enzimas extracelulares.
La mayoria de cepas de Trichoderma tienen la habilidad de crecer en un amplio rango de pH
de 2 a 6 con un optimo de 4; y se ha reportado que la produccion 6ptima de biomasa ocurre

en un rango de pH entre 4.6 y 6.8 (Kredics, y otros, 2003).
* Aireacion

Dos componentes del aire son esenciales para los hongos: el oxigeno y el didéxido de carbono.

Las especies de Trichoderma, como anaerobios facultativos, tienen la habilidad para crecer
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en habitats como suelos profundos donde el oxigeno es relativamente insuficiente (Moore,
1996).

Sin embargo en los cultivos de estos organismos es necesario tener en cuenta que altas
concentraciones de didxido de carbono resultado de la respiracion celular se pueden acumular
en ambientes cerrados y de esta forma inhibir el crecimiento de este microorganismo, los
hongos usualmente son inhibidos en concentraciones de dioxido de carbono mayores de 10
a 15% (Moore, 1996).

» Condiciones de Luz

El crecimiento de la mayoria de hongos aparentemente no es afectado por la luz. El efecto
mas visible es la inhibicion en una exposicion de luz fuerte. La luz también puede afectar la
formacion de estructuras reproductivas o puede controlar la orientacion de los movimientos

fototrdpicos de estas estructuras (Moore, 1996).

En algunos casos la luz puede afectar la esporulacién de algunos hongos pudiendo ser
inductora o inhibitoria en la formacidn de estructuras reproductivas y esporas. Los efectos de
la luz en la reproduccion de los hongos son muy complejos, ya que especies cercanas o
diferentes aislamientos de la misma especie pueden diferir en su respuesta a la luz (Moore,
1996).

La mayoria de especies del género Trichoderma son fotosensibles, esporulando rapidamente
sobre sustratos naturales o artificiales, en patrones anulares concéntricos en respuesta a la
alternancia diaria de luz y oscuridad, con producciéon de conidios durante el periodo
luminoso. La méxima actividad fotoinductiva se encuentra entre los 380nm y 440nm rango

visible, no ocurriendo esporulacion bajo los 245nm (Danielson, 1989).
Mecanismos de antagonismo

Varios modos de accion han sido propuestos para explicar la supresion de patdgenos de
plantas por Trichoderma; estos modos de accion incluyen produccion de antibidticos,
competencia por nutrientes, produccion de enzimas degradadoras de la pared celular,
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estimulacion de mecanismos de defensa en la planta y una combinaciéon de estas posibilidades
(Vazquez, Leal, & Herrera, 1998).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es esencialmente una interaccién hospedero-parasito. La interaccion
comienza con el reconocimiento del hospedero o de moléculas liberadas por este, por accién
enzimatica del micoparasito. Tales sefiales pueden ser generadas por los diferentes polimeros
componentes de la pared de distintas estructuras de hongos patdégenos o, productos de
degradacion de la pared celular que son liberados durante el contacto o el acercamiento del
hospedero (Mukherjee, Latha, Hadar, & Horwitz, 2004).

En este proceso, inicialmente el micoparasito crece directamente hacia su hospedero y
usualmente se enrolla alrededor de este, 0 se une por la formacion de estructuras similares a
ganchos y apresorios. Seguido de esta interaccion el micoparéasito algunas veces penetra el

micelio del hospedero, aparentemente por la degradacion de su pared celular.

Finalmente se asume que este utiliza el contenido intracelular del hospedero (Carsolio, y
otros, 1999). Para que el micoparasitismo ocurra en el suelo, las hifas del antagonista deben
crecer hacia el contacto con los propagulos (esclerocios o hifas del fitopatdgeno) y
parasitarlos (Knudsen, Eschen, Dandurand, & Z, 1991).

2. METODOLOGIA

2.1. LOCALIZACION DE LA INVESTIGACION
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La presente investigacion se desarrollo en los laboratorios de la Unidad Académica de
Ciencias Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala con coordenadas:
Latitud 3°17°07.19"

Longitud 79°54°46.17"

Figura 2. Fotografia satelital de la Universidad Técnica de Machala

-

< .Unidad Acader_n‘uca de Ciencias Quimicas y de'la*Salud

o

Y B VTRV TR

. ©:2015:Google

Fuente: Google Earth, 2015.

2.1.1. Tipo de Investigacion
2.1.1.1.Descriptiva

Al conocer las caracteristicas de las aguas residuales y del hongo Trichoderma spp se
describié todas las etapas del proceso, sus caracteristicas, parametros y metabolitos

secundarios formados.

2.1.1.2. Experimental
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Se manipulo la variable del proceso (concentracion de indculo) con la finalidad de
determinar la influencia de la concentracion del inoculo en la reduccién del DQO, el pH,

solidos suspendidos volatiles.

2.2. UNIVERSO Y MUESTRA

El universo de la presente investigacion fue constituido por las aguas residuales de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, de ellas se recolecto las muestras
objeto de estudio. El tipo de muestreo realizado fue aleatorio simple, se tomo 4 litros por

muestra.

2.3. MEDIO DE FERMENTACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

El disefio de la investigacion fue de carécter descriptivo (describio situaciones y condiciones
y definimos el tratamiento que resulto estadisticamente significativo en la disminucion del
DQO de las aguas residuales, experimental (Se realizd tres (3) experimentos,
correspondientes a un disefio experimental completamente al azar, resultantes de considerar
el factor [concentracion del inoculo y tres niveles para este factor]). A continuacion en la
tabla 1 se muestra el disefio del experimento realizado.

Tabla 1. Combinacidn factorial del experimento.

Muestra de agua Concentracion de Indculo (g/L)
residual

C1=0,25¢g/L | C2=0,5¢0/L Cs=1g/L
(800 DQO)
M1= (800 mg
O2/L

Fuente: Quifionez, 2015.

Este proceso se lo realiza en un bioreactores aerobio a temperatura ambiente, se midio la

concentracion de oxigeno disuelto (%).

2.3.1. Obtencion de Inéculo
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TRICHOEB® 5 WP es el hongo producido por Ecuabiologica, la cual es empresa
biotecnoldgica que produce Trichoderma spp, el cual es un hongo, aerobio facultativo capaz

de producir enzimas celulasas.

Figura 3. Recipiente que contiene el hongo Trichoderma spp
i 7 R

- Ml TRICHOEET
i ‘—QUABIOLOGICA

TRICHOEB 5wp

ACONDICIONADOR DEL SUELO
. FUNGICIDA BIOLOGICO BIO-REGULADOR Y
ANTAGONISTA DE FITOPATOGENOS
Uso Agricola

Contenido
Cada gramo de Producto comercial
3 Por los menos 2x10’ UFcC.
"ABRICADO v F FORMULADO POR:

Sf3

‘Stpur ABlolGgic

“"""'"“"-.

Fuente: Quifionez, 2015.

2.3. TIEMPO Y CARACTERISTICAS DE OPERACION DE LOS REACTORES

Fueron llevados a cabo experimentos durante 160 dias en reactores en flujo continuo, en los
que se midié paulatinamente la formacién o adherencia del hongo trichoderma sp. tanto al

medio de soporte como en el licor mixto.

Ademas se evaluo la eficiencia de remocion de DQO al variar la carga organica volumétrica
y superficial entre valores de 0,8 a 2,4 kg DQO/dia*m® y 1,33 a 4,0 g DQO/ dia*m?
respectivamente, lo que se logra variando el TRH en valores fijos de 30, 20 y 10 horas, para

lo que se ajusta el caudal adecuado para cada grupo de experimentos.

Los reactores operaron bajo los siguientes parametros:
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Tabla 2. Parametros de operacion de los reactores

Caracteristicas fisicas Simbologia | Grupo F1 Grupo F2 Grupo F3
Volumen total del reactor Vr 3500 cm® 3617.5cm® | 3617.5cm?
Volumen Util del reactor Vu 2500 cm® 2500 cm® 2500 cm®
Caudal (ml/min) Q 1,38 2,08 4,16
Tiempo de retencion hidréaulica TRH 30 20 10
(h)

Carga organica volumétrica cov 0,8 1,2 2,4
kgDQO/dia*m?

Carga organica superficial COosSs 1,33 2,0 4,0
gDQO/ dia*m?

Concentracion DQO influente Ci 1000 1000 1000
mg/L

Concentracion SSV en el SSVi 230 230 230
influente

Concentracion inicial SSV en el SSVLM 2000 2000 2000
reactor inoculado (mg/L)

Relacion C:N C:N 100:20 100:20 100:20

2.4. AGUA RESIDUAL

El agua que se uso fue agua residual domestica proveniente del canal “El Macho” de DQOs

promedio de 200 mg/L, la cual fue fortificada con melaza hasta alcanzar un DQOs de 1000

mg/L

Se realizaron valoraciones iniciales de: DQO, ST, SSV, Nitrgeno total, y Fosforo total. Para

Elaborado por: El autor

de esta forma ajustar los valores a los 6ptimos 100:20:1 reportados por la bibliografia para el

crecimiento de bacterias.

2.5. REACTORES

Se montaron los ensayos por triplicado para poder realizar anélisis estadistico, asi fueron

montados tres grupos de Reactores F1, F2, F3, manteniendo la carga de Trichoderma spp,

pero variando el sustrato acorde a la tabla 1.
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Figura 4. Reactores aerobios de lecho fijo

2.6. EFICIENCIA EN LA REMOCION DE DQOs

Los reactores aerobios de cama movil, estaban conectados a través de mangueras a un
reservorio de agua el cual servia como medio de almacenamiento del agua residual para los
reactores y asi poder mantenerlos en funcionamiento por 4 meses, de tal manera que se pueda

evaluar la eficiencia del tiempo de retencion hidraulica (TRH) en los reactores.

2.7. METODOS ANALITICOS UTILIZADOS
2.7.1. Determinacion del pH

La determinacion del pH se la realiz6 filtrando 100 ml del hidrolizado e introduciendo el
electrodo del equipo Multiparametro (pH/ISE/CONDUCTIVIDAD/DOQO) TIPO ORION
STAR A329 digital (A.O.A.C. 32.016).

2.7.2. Determinacion del Oxigeno Disuelto

La determinacion del oxigeno disuelto se la realiz6 tomando una alicuota de 100 ml de
hidrolizado e introduciendo el  electrodo del equipo  Multiparametro
(pH/ISE/CONDUCTIVIDAD/DO) TIPO ORION STAR A329 digital (A.O.A.C. 20.013).
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2.7.3. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO SOLUBLE (DQO:s)

Es un pardmetro que mide la cantidad de sustancias susceptibles de ser oxidadas por medios
quimicos que hay disueltas o en suspension en una muestra liquida. Fue utilizado el método
espectrofotométrico de oxidacion fuerte con dicromato de potasio, para ello se utilizaron
reactivos previamente preparados por HACH y se uso el espectrofotometro HACH DRB200

previamente cargadas las curvas de calibracion.
El procedimiento fue el siguiente:

- Encender el reactor DRB200 y precalentar a 150°C.

- Filtrar un volumen apropiado de muestra en papel filtro 2,0 um, previamente
homogenizacion de la muestra.

- Colocar 2 ml de muestra en la cubeta.

- Realizar el mismo procedimiento en otro vial con agua desionizada para preparar el
blanco.

- Sujetar la cubeta por la tapa, voltearla varias veces para mezclar.

- Colocar la cubeta en el reactor y calentar por 2 horas, enfriar a temperatura ambiente.

- Limpiar el exterior de la cubeta y proceder a realizar la lectura en mg/Lt de DQOs

2.7.4. NITROGENO TOTAL

Para determinar la cantidad inicial de nitrogeno total en el agua, a la muestra se la analiz6 en

la Empresa Nemalab en donde se utilizé el método Kjeldhal que consiste:

Con la primera destilacion se pasa el nitrégeno amoniacal a NH3, que se recoge en presencia

de &cido bdrico. Despues se valora con H2SOg4. Las reacciones son:
N (amoniacal) — NHy

NH; + HyBOs—> NHJ + H,BO3
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H,BO; + H,S0,—> HyBO; + HSO;

Se sigue con la digestion (365-380°C), donde el nitrégeno amino de materiales organicos en
presencia de H>SOs, K2SOs4, Hg(SOs), forman (NH4)2SOs. Si no se realiza la primera
destilacion el amoniaco libre y el nitrogeno amoniacal, también se convierten en (NH4)2SOa.
Durante la digestion, se forma un complejo de mercurio amonio. Se continda con la segunda
destilacion, donde el tiosulfato sodico se encarga de transformar el nitrégeno organico en

amoniaco (rotura del complejo por el tiosulfato).
N (organico) — NH;

Si no se realiza la primera destilacion, el resultado de la digestion y la dltima destilacién es
lo que se denomina Nitrogeno kjeldahl (nitrégeno amoniacal + Nitrégeno organico) en mg/L
NTK.

2.7.5. FOSFORO TOTAL

Fue determinado mediante el método espectrofotométrico, mediante uso de Kit de reactivos,

para lo cual se utiliz6 el test 490 Preact. PV, el cual consiste en:

e Se selecciona el test 490 Preact. PV

e Llenar una cubeta cuadrada de una pulgada de 10 ml hasta la marca de 10 ml con

muestra.
e Preparacion de la muestra: afiadir el contenido de un sobre de reactivo PhosVer 3 en

polvo. Tapar la cubeta inmediatamente y agitar por 30 segundos para mezclar.
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e Seleccionar el temporizador, luego OK. Comienza un periodo de reaccion de 2
minutos.

e Preparacion del blanco: llenar otra cubeta con 10 ml de agua destilada, una vez que
suene el temporizador limpiar el exterior de la cubeta (blanco) y colocarlo en el
soporte porta-cubetas. En la pantalla aparecera 0.00 mg/Lt PO,

e Limpiar el exterior de la cubeta con muestra, colocarla en el soporte porta-cubetas y

proceder con la lectura en mg/Lt PO,

2.7.6. SOLIDOS SUSPENDIDOS VOLATILES (SSV)

La concentracion de SSV fue realizada gravimétricamente, para lo cual se someti6 a peso
constante la capsula de porcelana a una temperatura de 550°C por el lapso de 1 hora, después
se la enfrié en la estufa a una temperatura de 105°C, se la coloco en el desecador y se

procedio a pesarla.

Luego se procede a filtrar las muestras con papel filtro teniendo en cuenta la lectura del
volumen de cada muestra, para luego secarla en la estufa por 24 horas a una temperatura de
105°C. Después se la coloco en un desecador para enfriarla y proceder con el pesaje, por
ultimo se llevo el residuo seco para incinerarlo en la mufla durante 15 minutos a una
temperatura de 550°C para después colocarlo en un desecador para su enfriamiento y

proceder a realizar el pesaje.

(P, — P;) X 1000

m
ST = T
m (P; — P;) X 1000
SSF™9/ = S
mg
SSV,— = SST — SSF

Donde:
SST = solidos suspendidos totales en mg/L.
SSF = sdlidos suspendidos fijos en mg/L.

SSV = solidos suspendidos volatiles en mg/L.
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2.8. RECURSOS EMPLEADOS
2.8.1. Recursos Humanos

Investigador
Ayudantes
Tutora

2.8.2. Recursos Fisicos

Para la purificacion bioldgica del agua residual se utilizaron los siguientes materiales: agua

residuales domésticas, hongo Trichoderma spp, de la marca comercial TRICHOEB®5 WP.

2.8.3. Equipos

- Espectrofotometro HACH DR 3900

- Multiparametro (pH/ISE/CONDUCTIVIDAD/DO) TIPO ORION STAR A329
digital.

- Balanza Analitica marca ZHIMADZU

- Cubetas o blisteres 10 ml

- Micro pipetas 1000 pl

- Matraces aforados de 100 ml

- Balanza semi analitica marca ZHIMADZU

- Estufa marca Boeco

- Mufla marca Boeco

- Agitador magnético marca Boeco

- Bioreactores experimentales de 4000 ml.

2.8.4. Materiales de Laboratorio

- Reactores de 3.5 Litros

- Material de soporte basado en plastico de botellas
- Difusores

- Aireadores de pecera
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- Agua residual doméstica

- Tubos de ensayo

- Crisoles

- Vasos de precipitacion

- Papel filtro y membranas de celulosa 0,45 pm.
- Desecador

- Mufla

- Balanza Analitica

- Espectrofotometro UV-visible

2.8.5. Reactivos

- TRICHOEB®5 WP

- Muestras de agua residual

- Solucién de &cido nitrico (HNOs)

- Solucidn de hidroxido de sodio (NaOH) (10% en peso)
- Agua des ionizada

- Kit de reactivos de DQO

- Kit de reactivos de nitrégeno amoniacal

2.8.6. Varios

e Hojas de papel bond

e Computador Pentium IlI
e Impresora LX — 300

e Hojas de papel bond

e Boligrafos
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3. RESULTADOS

3.1. REMOCION DE DQO VS. TIEMPO
El Grafico 1 siguiente muestra la degradacion de la materia organica medida como mg/L de

DQOs en el tiempo que se realizd los experimentos, para la variable TRH que fue de 30

horas.

Grafico 1. DQO vs. Tiempo — F1
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Fuente: Quifionez, 2015.

El Grafico 1 representa la degradacion de DQOs, asi durante los primeros 60 dias de
experimentacion se logro la estabilizacion de la degradacion de DQOs, esto desde 1000 mg/L
de DQOs, ajustada a este valor inicial, luego de éste tiempo se mantuvo la DQOs en valores

de 300 mg/L aproximadamente.

Por otra parte, el Grafico 2, muestra la eficiencia de Remocion vs. El tiempo, en este caso, la

eficiencia luego del dia 60 no supero el 70% de eficiencia.
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Grafico 2. Eficiencia de Remocion vs. Tiempo — F1
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Fuente: Quifionez, 2015.

El sistema funciona a esta relativamente alta carga organica volumétrica con un porcentaje
de eficiencia que se puede comparar con otros sistemas similares, pudiendo estar su

principal limitacién en el tipo de biomasa utilizada.

3.1.1. FORMACION DE SSV
El Grafico 3 muestra la variacion de la concentracion de Solidos Suspendidos Volatiles
totales versus el tiempo. Al referirse a SSVt, da cuenta de la suma de los SSV en el licor

mixto SSVLM y SSV inmovilizados en los medios de soporte, todo expresado en unidad de
volumen.

40



Gréfico 3. Solidos Suspendidos Volatiles vs. Tiempo - F1
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Fuente: Quifionez, 2015.

Asi, durante los primeros 20 dias se experimento una leve disminucion en la cantidad de
SSV, desde 0,4 a 0,291 g/m3, para luego empezar su ascenso hasta el dia 60 donde fue

estabilizdndose hasta valores que oscilaron entre 1,28 y 1,62 g/m3.

3.1.2. RELACION SUSTRATO/BIOMASA (A/M) VS. TIEMPO
El gréfico 4 muestra la variacion de la relacion sustrato/biomasa versus el tiempo.
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Gréfico 4. Relacion A/M vs. Tiempo — F1
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Fuente: Quifionez, 2015.

La relacion A/M se refiere a la relacion materia organica o sustrato medida en gramos sobre
la masa de Sdélidos Suspendidos Volatiles, que representa la biomasa activa capaz de oxidar
la materia organica. En el caso de los experimentos F1, es notorio que esta se estabilizo luego
de los primeros 60 dias, en valores entre 0,5y 1 gDQO/gSSV, lo que corrobora los resultados
anteriores, quedando sentado que los primeros dos meses fueron utilizados para estabilizar

la materia organica.

3.2.GRUPO F2
3.2.1. REMOCION DE DQO VS. TIEMPO

El grupo F2 de reactores corresponde a aquellos alimentados con inoculo inicial de 0,5 g/L

de Trichoderma spp.
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Gréfico 5. Degradacion de DQO vs Tiempo — F2
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El grafico 5 muestra el comportamiento de la DQO en los dias de experimentacion,
Ilegando a su valor mas estable y més bajo luego de los 60 dias, siendo el valor méas bajo
alrededor de los 200 mg/L.

En el mismo sentido el Grafico 6 muestra la eficiencia lograda por este grupo de

reactores, que fue de 76%, asi es mejor este valor que para los anteriores.

Gréfico 6. Eficiencia de degradacion de DQO vs Tiempo — F2
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Fuente: Quifionez, 2015.
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3.3. GRUPO F3
3.3.1. REMOCION DE DQO VS. TIEMPO

El Gréfico 1 siguiente muestra la degradacién de la materia organica medida como mg/L de

DQOs en el tiempo que se realizo los experimentos, para la variable TRH que fue de 30

horas.

Grafico 7. DQO vs. Tiempo — F3
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Fuente: Quifionez, 2015.

El Grafico 7 representa la degradacion de DQOs, asi durante los primeros 50 dias de
experimentacion se logré la estabilizacion de la degradacion de DQOs, esto desde 1000 mg/L
de DQOs, ajustada a este valor inicial, luego de éste tiempo se mantuvo la DQOs en valores

de 200 mg/L aproximadamente.

Por otra parte, el Gréafico 8, muestra la eficiencia de Remocion vs. El tiempo, en este caso, la

eficiencia luego del dia 60 no supero el 70% de eficiencia.
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Gréfico 8. Eficiencia de Remocidn vs. Tiempo — F3
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Fuente: Quifionez, 2015.

El sistema funciona a esta relativamente alta carga organica volumétrica con un porcentaje
de eficiencia que se puede comparar con otros sistemas similares, pudiendo estar su principal
limitacion en el tipo de biomasa utilizada.

3.3.2. FORMACION DE SSV

El Grafico 9 muestra la variaciéon de la concentracion de Solidos Suspendidos Voléatiles
totales versus el tiempo.

Al referirse a SSVt, da cuenta de la suma de los SSV en el licor mixto SSVLM y SSV

inmovilizados en los medios de soporte, todo expresado en unidad de volumen.
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Graéfico 9. Solidos Suspendidos Volatiles vs. Tiempo - F3
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Asi, durante los primeros 20 dias se experimento una leve disminucion en la cantidad de
SSV, desde 0,4 a 0,291 g/m3, para luego empezar su ascenso hasta el dia 60 donde fue

estabilizdndose hasta valores que oscilaron entre 1,28 y 1,62 g/m3.

3.3.3. RELACION SUSTRATO/BIOMASA (A/M) VS. TIEMPO

El grafico 10 muestra la variacion de la relacion sustrato/biomasa versus el tiempo.

Graéfico 10. Relacion A/M vs. Tiempo - F3
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Fuente: Quifionez, 2015.

46



La relacion A/M se refiere a la relacion materia organica o sustrato medida en gramos sobre
la masa de Sdélidos Suspendidos Volatiles, que representa la biomasa activa capaz de oxidar
la materia orgénica. En el caso de los experimentos F1, es notorio que esta se estabilizo luego
de los primeros 60 dias, en valores entre 0,5y 1 gDQO/gSSV, lo que corrobora los resultados
anteriores, quedando sentado que los primeros dos meses fueron utilizados para estabilizar

la materia organica.
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4. CONCLUSIONES

- Es posible el uso de Trichoderma spp. para el tratamiento de aguas residuales en los
indculos experimentados en F1, F2, F3 correspondiente a 0,25, 0,5 y 0,75 g/L.,
obteniendo cinéticas de remocion alrededor del 70% en la remocién de DQO
proveniente del canal el Macho de la ciudad de Machala. Asi los resultados obtenidos

no muestran diferencia significativa en los tratamientos aplicados.

- La eficiencia de degradacion encontrada estuvo sobre el 70% de remocion medida
como DQO, asi, los resultados fueron 71%, 76% y 78% para los tratamientos F1, F2

Y F3 respectivamente,

- La méxima biomasa estabilizada medida como SSV fluctu6 entre 1,28 y 1,90

gSSV/ma3,valor normal para este tipo de sistemas basados en biopelicula fija.

- El tiempo de estabilizacién adecuado es de 60 dias, esto para el arranque de los
reactores, en los tres casos estudiados se vio este tiempo como el optimo para la
estabilizacion de la concentracion de SSV asi como donde se logré el estado

estacionario de los reactores.

- Larelacion Sustrato/Biomasa 6ptima fue entre 0,5y 1 gDQO/gSSV, para trabajar con
eficiencias superiores al 70%.
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5. RECOMENDACIONES

- Probar otros tipos de reactores donde se pueda alcanzar mayor eficiencia de remocion.

- El uso de este hongo debe tener consideraciones especiales de seguridad industrial y
salud ocupacional, ya que es un hongo fuerte que facilmente llega al ambiente y puede

hacer contacto con la piel de los trabajadores.

- Usar este hongo con otro tipo de sustratos, ya sea agua residual de lixiviados de

relleno sanitario u otros sustratos solidos.
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ANEXOS

Anexo 1. Digestion térmica de las muestras para analisis de DQO

Anexo 2. Andlisis de DQO
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Anexo 3. Conidios del hongo Trichoderma spp

EQUABIOLOGICA
Ao
TRICHOEB® 5WP

los menos 2x1¢*
¢ - UFC.
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Anexo 5. Medicion de pH de las soluciones
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