Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Biodiversidad y Biologia experimental

Tratamiento fungico de efluente
de alto contenido organico —

Estudio de caso

Autora: Carolina Magali Marras
Director: Dr. Raul F. Itria

Codirector: Dr. Leonardo M. Majul

TnMVERON TESIS DE LICENCIATURA — AGOSTO 2023
nMiBo)



Resumen

La presente tesis se centra en el estudio y tratamiento del efluente resultante de un proceso
novedoso de concentracién de bilis bovina para la obtencién de &acidos biliares. La bilis es
considerada un subproducto obtenido del faenado de reses que se utiliza en diversas industrias
para obtener acidos biliares, como el 4cido cdlico. Estos acidos tienen principalmente
aplicaciones en la industria farmacéutica. Debido a que estos principios activos de interés se
encuentran en bajas concentraciones es necesario concentrarlos para que su transporte a las
industrias sea econdmicamente viable. Sin embargo, los métodos tradicionales de
concentracién son energéticamente costosos y por lo tanto con un pasivo ambiental alto. En el
Laboratorio de Productos Naturales de Instituto Nacional de tecnologia Industrial (INTI) se
desarrolld y patenté un método de concentracién quimica de bajo costo energético, pero que
genera un efluente de alta carga organica, elevada salinidad y un pH bajo, lo que lo hace dificil
de tratar utilizando métodos convencionales. Reconociendo el potencial degradador de los
hongos, en el presente trabajo se propone un enfoque que involucra el tratamiento fungico para
este efluente. En este trabajo se pusieron a punto las técnicas clave para el resto de los analisis
de materia organica como la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la demanda bioquimica de
oxigeno (DBO). En un principio se traté el efluente mediante de filtracion para mejorar su
tratabilidad biolégica alcanzando una reduccidn de 54 % (DBO). Luego se realizé una seleccion
de cepas para el tratamiento fungico a partir de 20 cepas, de las cuales Pycnoporus sanguineus
(CM2), Paecilomyces variotii (CM1), Trametes sp. (CM7) y Coriolus antarcticus (BAFC 266)
mostraron crecimiento en medio agarizado conteniendo el efluente. Estas 4 cepas se analizaron
en cuanto a su nivel de tolerancia al efluente crudo mediante la determinacién de Ia
concentracion efectiva 50 (CE50). De este analisis se seleccionaron las cepas de P. variotii y P.
sanguineus como las 2 con mayor CE50. Luego se evalud el crecimiento y capacidad de degradar
la materia organica en el efluente, tanto crudo como filtrado y con el agregado de una fuente
de nitrégeno. Unicamente la cepa P. variotii crecié en el efluente previamente filtrado sin
agregado de nitrégeno. En estas condiciones se evalué también el crecimiento libre e
inmovilizado siendo el de mayor eficiencia el primero. El analisis de materia orgdnica segun la
DBO del efluente crudo tratado con hongos presenté un menor contenido de materia organica
que el efluente crudo sin inocular (control). El andlisis de materia organica por DQO no fue
certero debido a interferencias asociadas a la composicion del efluente, principalmente por la

presencia de cloruro, lo cual llevé a una subestimacion del contenido de materia organica. Todos
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estos andlisis parecen indicar que el tratamiento por filtracidon seguida de crecimiento fungico
modificé el contenido de materia orgdnica en el efluente, a pesar de las dificultades encontradas
en las mediciones. Se hicieron pruebas preliminares de tratabilidad biolégica utilizando barros
activados en las que se obtuvo una mayor tasa de remocién de materia organica en el efluente

tratado (123,4 O,/L.h) que en el efluente crudo (91,2 O,/L.h).
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Abstract

This thesis centers on the study and treatment of wastewater produced by an innovative
concentration treatment of bovine bile to obtain bile acids. It's a subproduct of the harvesting
of cattle that is utilized in diverse industries in order to obtain bile acids, such as colic acid. These
acids are mainly used in the pharmaceutical industry. As the active ingredients of interest are
found in low concentrations, it is necessary to concentrate the acid so that transportation is
economically viable. Traditional methods of concentration are energetically costly, which carries
a high passive environmental impact. The Laboratory of Natural Products in the National
Institute of Industrial Technology (INTI in Spanish) developed and patented a chemical
concentration method with a low energetic cost, but it generates an effluent with high organic
matter content, high salinity and low pH, which makes it hard to treat using traditional methods.
Recognizing the degradation potential of fungi, this work focuses on involving fungal treatment
for this effluent. The key methods for the analysis of organic matter such as the chemical oxygen
demand (COD) and the biochemical oxygen demand (BOD) were fine-tuned in this work. As a
first step, the effluent was treated with a physiochemical filtration in order to increase its
biological treatability, achieving a decrease in the organic matter content (BOD) of 54 %.
Afterwards, there was a screening of 20 fungal species to select the strains that showed growth
in the presence of the raw effluent. 4 were selected, Pycnoporus sanguineus (CM2),
Paecilomyces variotii (CM1), Trametes sp. (CM7) and Coriolus antarcticus (BAFC 266). These 4
strains were analyzed for their level of tolerance to the raw effluent, using the effective
concentration 50 (EC50) as an indicator. From this analysis P. sanguineus and P. variotii as the 2
with higher EC50. Then the capacity for growth and degradation of organic matter was
evaluated, both with the raw and filtrated effluent and addition of a source of nitrogen. Only P.
variotii showed growth and only in the filtrated effluent without the added source of nitrogen.
These conditions were also used to evaluate the efficiency of free growth and immobilized fungi,
proving the first more efficient. The BOD organic matter content analysis of the non-filtrated
effluent treated with fungi showed a lower organic matter content than the raw effluent
(control). The COD organic matter content analysis was not accurate due to interference
associated with the composition of the effluent, mainly the presence of chloride, which lead to
a sub estimation of the organic matter content. All these analyses seem to indicate that the
filtration and fungal treatments modify the organic matter content of the effluent, regardless of

the difficulties encountered. Preliminary tests of biological treatability using activated sludge
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were done, finding a higher organic matter removal rate in the filtrated effluent (123.4 O,/L.h)

than in the raw effluent (91.2 O,/L.h)
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Glosario

Aldctono: de origen externo al sistema de estudio.

Alimento / Microorganismos (Food to Microorganisms ratio F/M): parametro usado para
determinar la carga de alimento en el barro activado. Tasa que indica la relacidon de alimento

por peso seco de los microorganismos del sistema.
Autdctono: propio del sistema de estudio.

Barros activados: comunidad de microorganismos, formada por bacterias, protistas, hongos e
invertebrados microscépicos multicelulares, capaces de remover materia organica de efluentes
liguidos. Estos se encuentran en forma de aglutinada en pequefias particulas (floculos). Dada su
naturaleza de crecimiento en forma de fléculos, se deben mantener en agitacién y con inyeccion
de aire para mantener tanto la biomasa en suspension como el tenor de oxigeno disuelto. Al
cesar la agitacion los floculos decantan, permitiendo la separacion de la fase liquida que

constituye el efluente tratado.

Barro activado joven: un barro joven tiene microorganismos que consumen mucho oxigeno y
alimento, pero que no floculan o aglutinan de manera adecuada. Requieren una alta cantidad
de oxigeno y se caracterizan por presentar una alta cantidad de sdlidos suspendidos. Un reactor

con un barro joven se caracteriza por poseer poco oxigeno disuelto.

Barro activado viejo: un barro viejo tiene una baja actividad metabdlica, con poca demanda de
oxigeno y alimento. Es un barro cuyos fléculos tienen un aspecto de “cabeza de alfiler” (pin point
floc) en el sobrenadante y en el cual que los fléculos mas grandes sedimentan muy rapidamente.
Requieren una baja cantidad de oxigeno y sus solidos se compactan al decantar. Un reactor con

un barro viejo tiene un alto nivel de oxigeno disuelto.

Carbono organico total (COT): metodologia utilizada para medir todo el carbono organico
presente en una muestra. La metodologia consiste de una oxidacién fuerte quimica o fisica. Util

a concentraciones bajas de materia organica.
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Concentracion efectiva 50 (CE50): parametro utilizado para medir la toxicidad de un compuesto
o sustancia. Indica cual es la concentracién del compuesto o sustancia a la cual el 50 % de la

poblacién sobre la que se esta probando la toxicidad muestra una respuesta o efecto.

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO): parametro de poluciéon organica mds utilizado y
aplicable a aguas residuales. Estima la materia organica bioldgicamente oxidable que contiene

la muestra.

Demanda quimica de oxigeno (DQO): ensayo que estima la materia organica quimicamente

oxidable. La DQO suele ser mayor que la DBO.

Edad del barro activado: es un parametro con el que se controla el nivel de actividad metabdlica,
gasto de oxigeno y alimento, del barro activado. Este método se basa en determinaciones de la

biomasa microbiana para calcular el tiempo de retencién celular en un biorreactor.

Lagunas de tratamiento: sistema de tratamiento de aguas residuales bioquimico que simula un

cuerpo de agua de superficie extensa con poca profundidad.

Lecho de barros anaerdbicos de flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés “Upflow
Anaerobic Sludge Blanket”): tipo de reactor anaerdbico usado para el tratamiento de aguas

residuales de alta carga organica.

Materia orgdnica: compuestos formados por carbono, hidrégeno y oxigeno, junto con

nitrégeno, azufre, fdsforo y hierro en algunos casos.

Oxigeno consumido u oxidabilidad: el oxigeno consumido es una medida de la reaccidn de
oxidacion de sustancias. La oxidabilidad es una medida aproximada de la cantidad de materia
orgdnica existente en el agua. Como oxidante suele utilizarse el permanganato de potasio en un

medio acido.

Patron primario: reactivo de elevada pureza que sirve como material de referencia en
valoraciones volumétricas. Dentro de los requisitos mds importantes de un patrén primario se
encuentran los siguientes: a) alto grado de pureza (»99.9 %); b) estabilidad a temperatura
ambiente, sin cambiar su composicién con el secado o con el aumento de temperatura; c)

ausencia de agua de hidratacién, para que la composicion del sélido no cambie con las
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variaciones de humedad; d) no absorber CO2 de |la atmdsfera; e) masa molar razonablemente

grande para minimizar el error relativo al pesar el patrén.

Sedimentabilidad: es la capacidad de la biomasa en forma de fléculos que constituye el barro

activado para decantar y separarse del liquido tratado.

Tiempo de retencidn celular: es el tiempo en el cual una célula se mantiene en el biorreactor

desde su ingreso hasta su salida.

Tratabilidad: refiere a la capacidad de un efluente o residuo para ser tratado de forma efectiva

para cumplir con los estandares de calidad o vuelco. Estos estandares suelen ser legales.
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1. Introduccidn

Los cuerpos de agua albergan naturalmente materia orgdnica, ya que ésta constituye la base de
las cadenas tréficas que sustentan la vida acudtica. No obstante, un exceso de esta materia
puede generar efectos adversos, como la reduccién de la penetracién de la luz en la columna de
agua, afectando asi las cadenas tréficas. Esta materia puede originarse en el ambiente terrestre

(aléctona) o en el acuatico (autéctona) (U.S. Geological Survey, s. f.).

Generalmente, la concentracién de materia orgdnica en los cuerpos de agua es baja. En las aguas
marinas, se espera un contenido de carbono organico total (COT) de alrededor de 1 mg/L,
aunque en aguas superficiales puede variar entre 5 y 6 mg/L, llegando incluso a superar los
30 mg/L en lagos eutrofizados (Vidal, 2003). La introduccidn excesiva de materia organica puede
alterar las cadenas troficas acudticas (U.S. Geological Survey, s. f.). Por consiguiente, es crucial

controlar la concentracion de materia organica al desechar efluentes industriales.

En este contexto, la ley establece limites para la descarga de materia orgdnica, en términos de
la demanda bioguimica de oxigeno (DBO), considerando el tipo de cuerpo de agua. Para verter
en sistemas de alcantarillado, la DBO no debe exceder 200 mg O, /L, mientras que, en cuerpos
de agua y sistemas pluviales, el limite se reduce a 30 mg O, /L (Boletin Oficial de la Republica

Argentina, 2017).

La presencia elevada de materia organica en cuerpos de agua puede conllevar diversos
problemas ambientales, como hipoxia o anoxia en el agua, proliferacién de microorganismos
toxicos, eutrofizacién y aumento de la turbidez. Sectores industriales como el de la produccién
de pulpa y papel, curtiembres, usinas lacteas, destilerias y farmacéuticas, entre otros, suelen

generar efluentes con alta carga organica (Gupta and Singh, 2019).

Cumplir con los limites legales, entre ellos los de carga organica, es esencial para poder
descargar estos efluentes al ambiente. No cumplir con estos estdndares puede conducir a la
anoxia del cuerpo de agua, resultando en la mortandad de la vida acuatica, la eutrofizacién y
una merma en la calidad del agua (figuras 1 a 4), incluso volviéndola inapropiada para el

consumo (Bala et al., 2015).
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Figura 1. Mortandad de peces en el Rio Sali (Tucuman) por contaminacién con desechos de alta carga organica de los

ingenios azucareros (Corresponsal LID, 2020).

Figura 2. Ejemplo del efecto de la anoxia en un cuerpo de agua (20 minutos ,2019).
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Figura 3. Ejemplo de floracién de algas tdxicas en Estados Unidos (Geist, M., E. ,2018).

Figura 4. Izq: Ejemplo del efecto de la eutrofizacidn de cuerpos de agua en los peces (Causes, Effects and Solutions to

Ecological Problem of Eutrophication (s.f)). Der: Comparacidn entre un lago oligotrdfico y un lago eutréfico (Mack, J.

(s.f)).

Con el fin de reducir la carga organica en los efluentes, es comun emplear tratamientos

bioldgicos. Para efluentes con una DQO de hasta 1000 mg O,/L, los tratamientos aerdbicos como
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las lagunas de estabilizacidn son los mas utilizados. Para cargas entre 4000 y 10.000 mg O-/L, se
recurre a tratamientos aerdbicos de lodos activados, mientras que para cargas mayores a
10.000 mg O,/L se emplean sistemas de tratamiento anaerdbico, como el lecho fluido (UASB)
(Anijiofor Sandra et al., 2017). Sin embargo, altas cargas organicas pueden afectar el desempefio
del tratamiento debido a perturbaciones en la comunidad microbiana (Bhattacharya et al.,

2017).

La degradacion fungica, enfocada en hongos sapréfitos y su habilidad de descomponer materia
organica, resulta relevante en este contexto. Algunos hongos poseen la capacidad de detoxificar
sustratos, permitiéndoles crecer en condiciones adversas para otros organismos (Anastasi et al.,

2013; Deshmukh et al., 2016).

En base a estos antecedentes, se propone emplear la capacidad degradativa de hongos en el
tratamiento de efluentes con elevada carga orgdnica, ya sea para reducir la materia orgdnica o
como complemento a sistemas convencionales. Para ello, en esta tesis se aborda la puesta a
punto de técnicas para el estudio de efluentes de elevada carga organica, la caracterizacién del
efluente de estudio y se evalla la factibilidad de tratamiento mediante cepas fungicas
seleccionadas en conjunto con tratamientos convencionales, utilizando como modelo un
efluente proveniente de un proceso novedoso de concentracién de bilis bovina. Este, debido a
su alta carga organica y bajo pH no es susceptible de tratamiento mediante métodos

convencionales tales como barros activados.

1.2. Metodologia para el estudio de efluentes

Los efluentes industriales suelen ser mezclas complejas de diversos compuestos, lo que hace
necesario el uso de parametros generales para su analisis. Estos parametros evaltian las
propiedades fisicoquimicas y la concentracion de compuestos inorganicos (metales y no
metales) asi como el contenido de materia organica, dependiendo de la naturaleza del efluente
en cuestidn (Sanchez Rojas y Ojeda, 2005). A continuacidn, se detallan los métodos empleados

en este estudio.

15 | 77



1.2.1. Caracterizacion espectrofotométrica

La presencia de compuestos aromaticos y sus derivados, hidroxilados, amino y/o nitrogenados,
en su mayoria solubles en agua a bajas concentraciones, hace de la espectrofotometria UV-Vis
una técnica analitica valiosa y necesaria para llevar a cabo caracterizaciones rdpidas de
efluentes. La espectrometria UV-Vis se utilizd para obtener informacidn sobre los espectros de
absorcidn de las muestras. Aunque esta técnica no permite identificar los compuestos presentes
en el efluente, si proporciona informacién sobre la absorbancia promedio de las moléculas en la
muestra (locoli et al., 2017). Esto permite aproximarse a si hubo remocidon de compuestos entre

diferentes tratamientos.

El analisis espectrofotométrico UV de aguas residuales industriales puede ser desafiante debido
a la potencial presencia de compuestos no absorbentes y a la diversidad en la composicidn de
los efluentes liberados por distintas industrias. Sin embargo, debido a la naturaleza compleja de
estos efluentes industriales, es comun que los compuestos no absorbentes estén acompafiados
de otras sustancias absorbentes, lo que conduce a espectros UV complejos en la mayoria de los

efluentes industriales no tratados (Burgess and Thomas, 2007).

1.2.2. Titulacion Potenciométrica

En el caso de efluentes con pH extremos, se necesita determinar el titulo del mismo de manera
tal de poder calcular el adcido o base necesario para neutralizar el efluente. Para titular se
adiciona por goteo un volumen conocido de una base o acido fuerte, segun si la sustancia a
titular es acida o basica respectivamente, hasta alcanzar un pH 7. Conociendo el volumen
necesario para neutralizar la muestra es posible calcular la concentracion de acido o base que
contiene la muestra. La presencia de color en el efluente estudiado dificulta la utilizacién de

indicadores de pH, por lo que se utiliza un electrodo sensible al pH.

1.2.3. Determinacion de materia organica

La materia organica puede estimarse de diversas formas, ya sea directamente mediante la
medicion del carbono organico total (COT) o indirectamente mediante la demanda bioquimica

de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO).
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En esta investigacion, se emplearon la DBO y la DQO como métodos para estimar la materia
organica soluble. Estos dos enfoques son complementarios: mientras que la DBO mide
Unicamente la materia orgdnica biodegradable por microorganismos, la DQO estima toda la
materia organica que puede oxidarse quimicamente, independientemente de si es

biodegradable o no (Metcalf, 1981).

Si bien es posible estimar la carga organica de efluentes utilizando pardmetros como el COT, en
nuestro pais, esto no esta regulado, debido al alto costo del equipamiento involucrado, por lo
que se utilizan parametros como el oxigeno consumido por el permanganato (OC), laDQO y la
DBO. Estos parametros no sdélo se usan como indicadores de la composicién y el impacto
ambiental de los efluentes, sino que también son esenciales para identificar y tratar efluentes

de alta carga orgdnica que pueden causar inconvenientes en los cuerpos de agua receptores.
1.2.3.1. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno se refiere a la cantidad de un oxidante especifico que reacciona
con una muestra bajo condiciones controladas y se utiliza para estimar su contenido de materia
orgdnica. En esta reaccion, el ion dicromato (Cr,07%) actia como oxidante y se reduce a ion
crémico (Cr¥*) a altas temperaturas (reaccién 1). Un catalizador, como el sulfato de plata

(Ag,S0.), se utiliza para garantizar la oxidacion completa de la materia orgdnica.

El ion cromico muestra un pico de absorcion de luz a 600 nm y un color azul-verdoso. Midiendo
la absorbancia de este compuesto, es posible estimar el contenido de materia organica en la

muestra mediante la estequiometria de la reaccion.

Catalizador (Ag250y)
o O

C & SN
+ H* > Cr3+ + O=C=0 + H/ \..H

W O i
+ By
.Cr Cr,
07w, o

Materia Organica (C.H,0,)

o} . Calor £t "
Proton Ion crémico  pigxido de carbono  Agua

lon dicromato

Reaccion 1. Representacion de la reaccion central del ensayo de DQO.

Dado que la estimacion de la DQO se basa en una reaccidn quimica, este ensayo es sensible

tanto a la materia biodegradable como a la no biodegradable (Metcalf, 1981).

Dependiendo de la composicion de la muestra a analizar, puede haber interferencias a la

reaccion de DQO. La alta concentracion del ion cloruro interfiere con el sulfato de plata,
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interviniendo en su funcién como catalizador, evitando asi la reduccién del cromo. Esto lleva a

una subestimacién en la determinacion de la materia organica (APHA, 2023)

Este tipo de interferencia se puede reducir con la adicion de sulfato de mercurio (HgSO,) previo
al procedimiento. Esta modificacién es aplicable hasta una concentracion de 2000 mg de
cloruros/L. De ser mayor la concentracidn de cloruros, se utiliza otro procedimiento, como una
medicion de bajo rango (Fernandez Sturla, et al. 2007) o cambiar la técnica de medicidn de

materia organica por la medicién de carbono organico total (COT).
1.2.3.2. Demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

La determinacion bioquimica de materia orgdnica puede ser utilizada para estimar diversos
pardmetros, como el contenido de materia organica biodegradable, la biodegradabilidad de
productos, efluentes industriales y domésticos, y la tratabilidad biolégica. La estimacion de la
DBO se obtiene al exponer una muestra a una comunidad de microorganismos que, a lo largo
del proceso, degradan la materia organica biodegradable presente de manera aerdbica. En otras
palabras, estos microorganismos consumen oxigeno para convertir la materia en diéxido de
carbono y agua. Este proceso metabdlico puede ser monitorizado midiendo la concentraciéon de
oxigeno en el medio, en un sistema cerrado, y calculando la concentracion de materia orgdnica

degradada mediante cdlculos estequiométricos (Reaccion 2).

La medicidn de la DBO se logra al determinar la cantidad de oxigeno que los microorganismos
demandan cuando utilizan la materia organica como fuente de nutrientes en condiciones de
laboratorio, en un sistema cerrado, durante un periodo de 5 dias a 20 °C. El contenido de materia

orgdnica se calcula a través de estequiometria.

Microorganismos
aerobicos

MO + O, > CO,+H,0

Reaccidn 2. Representacion de la degradacion de la materia organica por respiracién aerdbica.

De esta manera, es posible establecer una relacién proporcional entre el consumo de oxigeno y

la cantidad de materia organica presente en el cuerpo de agua bajo evaluacién (Metcalf, 1981).

18 | 77



Existen varias formas de medir la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), como la DBO de 5
dias (5-d-DBO) y la DBO dultima (UDBO), una extension de la 5-d-DBO. También se emplean
mediciones respirométricas, que miden directamente el oxigeno consumido por
microorganismos en un recipiente herméticamente cerrado con temperatura y agitacion

constante (APHA, 2023). En este estudio, se utilizo el método de la 5-d-DBO.

Para medir la DBO, se empled el método de dilucion, que implica diluir la muestra a diferentes
concentraciones con agua libre de materia orgdnica. Estas diluciones se efectlan para que
alguna lectura de oxigeno disuelto caiga dentro del rango de 2 ppm de oxigeno consumido y un
excedente de 1 ppm de oxigeno. Si esto no se cumple, los calculos de DBO no son confiables y

solo se puede informar si la materia organica en el efluente es mayor o menor a la medida.

Existen métodos quimicos y electroquimicos para medir el oxigeno disuelto en el agua. En esta
investigacion, se utilizd un sistema de electrodo con una membrana permeable al oxigeno
disuelto. Otros métodos de medicidn incluyen el método iodométrico o método de Winklery la

medicion con sensor 6ptico (APHA, 2023).

La DBO alos 5 dias es el parametro de contaminacién organica mas utilizado y aplicable a aguas
residuales y superficiales (Metcalf, 1981). Representa una estimacion indirecta del grado de

contaminacidn orgdnica de los cuerpos de agua (APHA, 2023).

Sin embargo, determinar la materia organica disuelta mediante el método de la 5-d-DBO
presenta desafios. Requiere una fuente rica en microorganismos activos y aclimatados como
inéculo, pretratamiento en caso de residuos toxicos y para reducir la influencia de organismos
nitrificantes, un periodo prolongado para obtener resultados y la medicién se limita a los

productos organicos biodegradables (Metcalf, 1981).

Los parametros de DBO y DQO estdn directamente relacionados, permitiendo estimar uno a

partir de la medicién del otro, siempre que se conozca la relacién entre ambos (Metcalf, 1981).

Para la DBO, es esencial contar con una fuente de indculo de microorganismos heterétrofos.
Estos indculos pueden provenir tanto de cursos de agua receptores de efluentes (por ejemplo,
aguas superficiales de rios y lagunas) como de efluentes de plantas de tratamiento bioldgico y

aguas residuales domésticas. También existen fuentes comerciales de microorganismos como
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inéculos disponibles, aunque los inéculos mas utilizados son los mencionados anteriormente

(APHA, 2023).

1.2.4. Ensayos de tratabilidad bioldgica de efluentes

Si bien no existen metodologias estandarizadas, los ensayos de tratabilidad biolégica son
procedimientos de laboratorio disefiados para evaluar la capacidad de los microorganismos
presentes en, por ejemplo, barros activados, para descomponer y eliminar la materia orgdnica
y otros contaminantes presentes en un efluente. Este ensayo se basa en el principio de
tratamiento biolégico, en el cual los microorganismos heterétrofos utilizan la materia organica
del efluente como fuente de alimento, degradandola en componentes mas simples como agua,
diéxido de carbono y biomasa. El ensayo implica simular las condiciones de una planta de
tratamiento a pequefa escala para determinar cémo los microorganismos responden al
efluente, lo que proporciona informaciéon valiosa para disefiar y optimizar procesos de
tratamiento a mayor escala (Molina et al., 2003; Perea Mora, 2012). El contenido de materia
organica es determinado a través de las técnicas de determinacion de materia orgdnica, como

DBO o DQO.

1.3. Tratamiento de efluentes

Las corrientes contaminadas o efluentes generados por actividades industriales y domésticas
ejercen un impacto ambiental significativo si se descargan sin previo tratamiento. Por lo tanto,
es crucial someterlos a procesos de depuracion. Los métodos de tratamiento abarcan aspectos
quimicos, fisicos y bioldgicos, siendo estos ultimos los mas preferibles debido a su menor
demanda energética y condiciones operativas mas benignas. A continuacién, se enumeran
algunos de los enfoques de tratamiento ampliamente empleados (Trelles, 1979; Robinson et al.,

2001; Casserly y Erijman, 2003).

1.3.1. Niveles primario, secundario y terciario de tratamiento

Los efluentes industriales y domiciliarios pueden tratarse con tres tipos de tratamiento, los
tratamientos primarios, secundarios y terciarios. Los tratamientos primarios se refieren a la
remocion fisica de aceites, grasas y grandes particulas a través de métodos fisicoquimicos. Los

tratamientos secundarios utilizan la habilidad de microorganismos de reducir la cantidad de
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materia organica en el efluente. Los tratamientos terciarios se suelen utilizar en conjunto con
los tratamientos secundarios para mejorar la calidad del efluente tratado. Un tratamiento
terciario cominmente usado es la filtracion, la cual se muestra efectiva en la reduccion de

solidos suspendidos y DBO (Quach-Cu, et. al, 2018).

Los tratamientos primarios eliminan particulas de gran tamafio que estan presentes en los
efluentes, las cuales pueden bloquear y/o tapar conductos y bombas. Estas particulas pueden
ser retiradas del efluente a través de tratamientos de coagulacién y/o floculacién, entre otros.
En el caso de la remocién de sélidos por medio de sedimentacién, esta tiene lugar en tanques
de sedimentacién en los cuales el efluente mezclado con los barros activados y se remueve lo
acumulado en el fondo y en la superficie. Algunos coagulantes usados para reducir la carga de
contaminantes orgdnicos e inorgdnicos son el sulfato de aluminio, el cloruro de hierro, el sulfato
de hierro y el hidréxido de calcio. Cada uno de estos coagulantes tiene un rango de pH en un

cual es efectivo, por lo que se debe controlar este parametro para hacer su uso (Pal, 2017).

Los tratamientos secundarios o biolégicos se utilizan para reducir ain mds los restos de materia
orgdnica e inorgdnica que puedan estar presentes en el efluente luego de un tratamiento
primario. Dado que estos tratamientos utilizan microorganismos su eficiencia depende de la
biodegradabilidad de los contaminantes presentes en el efluente. El tratamiento bioldgico
puede ser aerdbico, facultativo, anaerdbico o una combinacidn de estas. La comunidad
microbiana que realiza la degradacidon esta compuesta por bacterias, hongos, protozoos,

rotiferos y nematodos (Pal, 2017).

Los tratamientos terciarios se refieren a operaciones o tratamientos que son adicionados luego
del tratamiento bioldgico. Estos pueden variar desde un tratamiento simple como la adicién de
un filtro a tratamientos complejos para eliminar materia organica, sdélidos suspendidos,

nitrogeno o fosforo. (Sonune and Ghate, 2004).

1.3.1.1. Métodos fisicoquimicos

Adsorcién: La adsorcién es un método de tratamiento de efluentes que se basa en la capacidad
de ciertos materiales de retener particulas que estan suspendidas en el liquido sobre su
superficie. Algunos materiales usados para este tipo de tratamientos son el carbdn activado, la

zeolita, arcilla y alumina activada. El tipo de material y la disponibilidad de superficie libre
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determina durante cuanto tiempo serd efectiva la adsorciéon. Es un método que no es muy
utilizado debido a su baja efectividad, altos costos de produccidn y a que Unicamente retiene a

los contaminantes (Pal, 2017).

Separacion por membrana: son métodos que se basan en pasar una corriente contaminada a
través de una membrana semipermeable. Dado que es posible modificar y disefiar membranas
en base a las caracteristicas del efluente a tratar, este es un método altamente eficiente. Una
desventaja de esta técnica son los altos costos de produccidn, la saturacion y obstruccidn de las
membranas durante el filtrado, y la eliminacién del contaminante concentrado que queda

retenido (Pal, 2017).

Intercambio idnico: es un método que se utiliza para remover moléculas cargadas, utilizando un
ion de carga opuesta para atraerlas. Es un método muy dependiente de los contaminantes

presentes en el efluente (Pal, 2017).

Coagulacion: mediante la adicidén de sustancias coagulantes es posible causar la agregacion de
la materia suspendida en el liquido a tratar. Luego de esta coagulacién se separan los fléculos
formados del liquido a través de sedimentacion o filtracidn. Las desventajas de este método son
la toxicidad de muchos de los coagulantes usados, el alto costo, la generacién de grandes
cantidades de material coagulado y la dificultad al determinar la dosis adecuada de coagulante

a utilizar (Robinson et al., 2001; Pal, 2017).

1.3.1.2. Métodos bioldgicos

Camara séptica: es un método anaerdbico que se basa en la retencién de liquidos en una cdmara
pobre en oxigeno, lo cual favorece el metabolismo fermentativo. El tratamiento es llevado a
cabo por una poblacidn de microorganismos autéctonos al liquido a tratar. A pesar de tener baja
eficiencia, son sistemas de bajo costo y aun muy usado en zonas sin redes cloacales (Trelles,

1979).

Lechos o filtros de contacto: son tanques llenos de material se superficie rugosa, como grava,
en lo que se vuelca rapidamente el liquido a tratar y permanece en contacto con el material por
varias horas. Gracias a la superficie rugosa, se desarrolla una "pelicula" de microorganismos que
activamente purifican el liquido. Luego se vacia el contenedor y el material se expone al aire,

permitiendo el metabolismo aerdbico. Sus principales limitantes son el prolongado periodo de
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reposo necesario antes de poder utilizarlo nuevamente, la probabilidad alta de obstrucciones y

el bajo volumen de liquido que puede tratar en cada ciclo (Metcalf, 1981).

Lechos percoladores: estdn constituidos por una masa de soportes plasticos sobre los cuales
crece una pelicula microbiana. El liquido a tratar se distribuye a través de aspersores, de forma
de no inundar los soportes. Las sustancias organicas se adhieren por adherencia mecanica al

biofilm y luego son digeridas por los microorganismos, depurando asi el liquido (Trelles, 1979).

Lagunas de tratamiento: son depdsitos de agua de gran extensién superficial, con profundidades
variables atado al tipo de metabolismo que se busca favorecer (aerdbico, facultativo o
anaerdbico). Son de bajo costo de inversidn, operacidon y mantenimiento, siendo muy eficientes
en la degradacion de efluentes de poca complejidad. Se suelen utilizar en zonas donde la

utilizacién de grandes extensiones de terreno no es una limitacion (ltria, 2016).

Barros activados: es un método de tratamiento de efluentes en el cual se cultivan
microorganismos en suspension en biorreactores, en condiciones aerdbicas. Los
microorganismos se alimentan del efluente a tratar y al crecer se agregan en forma de floculos.
Estos se mantienen en suspensidn gracias a la aireacion del biorreactor durante el tiempo que
dura el tratamiento. Este proceso ocurre en un reactor bioldgico aerébico (cultivo en agitacién)
y luego se pasa a un clarificador por gravedad para separar los sélidos del liquido tratado. Los

fléculos decantan y son reciclados al primer biorreactor (ltria, 2016).

Para reducir la carga organica de los efluentes suelen emplearse tratamientos bioldgicos. En el
caso de efluentes que contengan una DQO de hasta 1000 mg O,/L, los tratamientos bioldgicos
mas utilizados son tratamientos aerdbicos, como lagunas de tratamiento. Para efluentes con
una carga entre 4000 y 10.000 mg O,/L suelen usarse tratamientos aerdbicos de barros
activados. En el caso de efluentes con cargas superiores a los 10.000 mg O»/L (ej.: efluentes
generados por la industria maltera, usina lactea, etc.) se utilizan sistemas de tratamiento
anaerdbico, ya que de esta manera se puede sortear el impedimento que implica la alta
demanda de oxigeno para un proceso aerdbico. Entre este tipo de tratamientos se encuentran
los de lecho fluido (Upflow Anaerobic Sludge Blanket o UASB) (Anijiofor Sandra et al., 2017). Sin
embargo, si la carga organica es muy elevada, esto puede llevar a reducir el desempefio del
tratamiento, debido a una disrupcién de la estructura de la comunidad microbiana

(Bhattacharya et al., 2017).
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Degradacién fungica: los hongos son capaces de crecer en un gran rango de ambientes y aquellos
que se nutren de forma heterdtrofa desarrollaron diferentes estrategias metabdlicas. Entre
estas estrategias, se destaca la desarrollada por hongos sapréfitos, es decir, hongos que se

nutren de materia organica que no proviene de un ser vivo, tal como restos lignocelulésicos.

Algunos de los hongos son capaces de detoxificar sustratos utilizando parte de sus metabolitos,
lo cual les permite crecer en condiciones que serian letales para otros organismos (Anastasi et
al., 2013; Deshmukh et al., 2016). Entre los sustratos que pueden usar los hongos esta la madera.
Uno de los grupos de hongos que se destacan por su explotacién son los hongos de pudricién
blanca (HCPBs o WRF por sus siglas en inglés) (Rayner and Boddy, 1988). Estos hongos son
capaces de degradar los compuestos presentes en la pared celular vegetal, la cual esta
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. Este Ultimo compuesto tiene funciones fisicas
importantes para la pared vegetal, tales como dar rigidez e hidrofobicidad, sino que también
bloquea el acceso a los carbohidratos que forman la pared (Taiz and Zeiger, 2006). La lignina es
un compuesto con una estructura compleja formada por la unién de varios anillos aromaticos,

organizandose de formas altamente heterogéneas (Kubicek et al., 2012).

Dada la heterogeneidad de esta molécula, los WRFs desarrollaron enzimas oxidasas de baja
especificidad, como las peroxidasas y lacasas. Gracias a esta baja especificidad, estas enzimas
son capaces de degradar una gran variedad de compuestos, lo que hace que los hongos
productores de enzimas ligninoliticas sean potencialmente aplicables a la micorremediacion

(Majul, 2020).

1.4. Efluente del proceso de concentracion de bilis

La bilis bovina, un subproducto derivado de la faena de reses, tiene aplicaciones clave como la
obtencidn de sales biliares como el acido cdlico. Estos acidos biliares encuentran uso en diversas
industrias, como la farmoquimica, el procesamiento de subproductos animales, la fabricacién
de productos de bilis bovina concentrada, y en los campos médico y veterinario. No obstante,
para obtener acidos biliares a partir de la bilis bovina, es esencial concentrarla, ya que de lo
contrario seria inviable desde el punto de vista econémico. Sin embargo, los métodos
tradicionales para la concentracién de bilis son intensivos en energia y costosos. En respuesta a
esta problematica, el Laboratorio de Productos Naturales, dentro de su Division de Ingredientes

Activos y Biorrefineria del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) ha concebido y
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patentado un método quimico de concentracidn que se destaca por su velocidad y eficiencia
energética, ademas de su enfoque en reducir los costos y el impacto ambiental (Bartoloni, et al.,

2016).

Este nuevo enfoque de concentracidn de bilis bovina ha demostrado ser altamente eficaz (con
una eficiencia superior al 90 %) y rentable, al evitar el uso prolongado de calor, como se muestra
en la figura 5. No obstante, conlleva la generacién de un efluente que presenta desafios
considerables ya que contiene una carga organica elevada (DQO: 60.000 mg O,/L vy
DBO: 40.000 mg O,/L), altos niveles de sales y un pH bajo (pH=1-2) (Martinez, et al., 2018). Dado
que este efluente no es susceptible de tratamiento mediante las tecnologias actuales y su
vertido directo al medio ambiente no es viable, se plantea una dificultad significativa en la

implementacion de la patente.
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Carne

Bilis
Agua 90 %

Sélidos 10 %

) o Método alternativo propuesto
Via tradicional

Concentracion por evaporacion Concentracion quimica

Desventajas Ventajas

*Alto gasto *Tiempo operativo
energetico breve

*Tiempos *Bajo gasto
elevados de energético
operacion  S0lidos 70 %-90 % Sélidos 40 %-70 %

Separacion por
volcado

Sales biliares /
concentradas

A
k)

Uso industrial

Efluente generado
por la concentracion
quimica

Figura 5. Esquema comparativo del método tradicional de obtencién de sales biliares y el método desarrollado por el

INTI.
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Objetivo general

Estudiar la factibilidad de un tratamiento fungico para disminuir el contenido de materia

organica en el efluente de estudio.
Obijetivos especificos

e Realizar la prospeccion de distintas especies fungicas que sean capaces de utilizar el
efluente de estudio como fuente de carbono.

e Determinar la CE50 del efluente para las diferentes cepas de hongos.

e Evaluar el crecimiento de cepas de hongos causantes de pudricién blanca y de cepas de
hongos ambientales en medios liquidos conteniendo el efluente.

e Evaluar la disminucion de la concentracidon de materia orgdnica del efluente luego de su

tratamiento mediante filtracidn fisicoquimica y/o el crecimiento de cepas de hongos.
Hipotesis

Los hongos son capaces de modificar medios conteniendo efluentes resultantes de la

concentracién de bilis, disminuyendo su carga organica.

Hipotesis especificas

e Las cepas de hongos de pudricién blanca son capaces de utilizar el efluente de estudio
como fuente de carbono y crecer en el medio.

e Se determina un CE50 diferente para diferente cepas de hongos.

e Las cepas evaluadas son capaces de crecer en el medio liquido conteniendo el efluente
en concentracion del 100 % vy utilizarlo como fuente de carbono.

e La concentracidon de materia organica del efluente es menor luego del tratamiento con
hongos y el tratamiento fisicoquimico, que Unicamente con el tratamiento fisicoquimico

o sin tratamiento alguno.
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2. Materiales y métodos

2.1 Efluente de la concentracion de la bilis bovina

El efluente producto de la obtencién de acidos cdlicos a partir de bilis bovina se generé siguiendo
la metodologia patentada por INTI. Con el fin de no violar las normas de proteccién a la

propiedad intelectual se describe la metodologia al nivel de detalle permitido por la institucion.

El INTI proveyd la bilis en forma concentrada por evaporacion, por lo que fue necesario

reconstruirla y luego aplicar la metodologia desarrollada por ellos.

Dada la cantidad de efluente utilizado, este se produjo en 2 lotes. Se compararon los efluentes
generados para garantizar que no tuvieran grandes diferencias en los parametros clave. Esto se

realizd con mediciones de DBO, DQO, pH y espectrometria UV-Vis.
2.1.1 Reconstitucién de la bilis bovina

La bilis concentrada se calentd a 80 °C en un bafio termostatizado y se diluyé con agua destilada
hasta alcanzar su concentracidn original. Para esto, mediante la técnica de residuo total por
evaporacién (APHA, 2023) se verificd que los sélidos alcanzaran un 9 % expresados como

materia sélida seca.
2.1.2. Concentracidén quimica de la bilis bovina/generacion del efluente

Se colocaron 2 L de la bilis reconstituida en el reactor, con paletas mezcladoras con una
velocidad aproximada de mezcla de 300 rpm (figura 6). Para llevar a cabo la reaccion, se
adicionaron soluciones salinas y acidas por goteo hasta alcanzar pH de 2. Se dejo decantar hasta

el dia siguiente. Se separaron la fase liquida (efluente) y la bilis concentrada.
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Figura 6. Biorreactor usado para el proceso de concentracion quimica de la bilis bovina.

2.2. Caracterizacién espectrofotométrica

La absorbancia de las muestras de efluente se midid entre las longitudes de onda de 800 nm y
200 nm, y las unidades de absorbancia de 0,00 a 3,99; usando un espectrofotémetro de marca

Shimadzu, modelo UVMini-1240.

2.3. Titulacién potenciométrica

La primera etapa de acondicionamiento del efluente consistié en su neutralizacién y filtracion
fisicoquimica. Para neutralizar el efluente se realizd previamente wuna titulacién
potenciométrica, agregando un volumen conocido de NaOH 0,5 M hasta obtener un pH de 7.
Esto permitid calcular la concentracion de HCl en el liquido y estimar la cantidad de dxido de
calcio (Ca0) que se debe agregar para alcanzar un pH de 7. Este cdlculo se realizé utilizando la

siguiente formula.

Cnaon * VNaorn = Cuct * Vefiuente
Formula 1. Férmula de dilucion

Siendo:

Cnaon: Concentracion de NaOH usado
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Vnaon: Volumen de NaOH usado

Cha: Concentracion de HCl en el efluente

Vefiwente: Volumen de efluente titulado

2.4. Determinacion de materia organica

2.4.1. Demanda quimica de oxigeno

Se utilizé el método de reflujo cerrado (APHA, 2023) para lo que se utilizaron tubos de digestidn
con sello de teflon, preparados con 1,5 mL de solucién de digestion de alto rango (K>Cr,07 10,216
gr/L; HSO4167 mL/Ly HgSO4 33,3 gr/L) y 3,5 mL de Ag,S04 10,15 gr/L. A estos se le agregaron
2,5 mL de la muestra a medir e incubaron durante 2 ha 150 °C. Luego se enfriaron a temperatura

ambiente para evitar la presencia de sales en suspension.

Se realizé una curva de calibracion usando ftalato de potasio (KHP), el cual fue previamente
secado a 110 °C y pulverizado. Se usaron concentraciones de 47,6 hasta 901,2 mg/L de KHP.
Luego de la digestién de las muestras, la DQO se determind espectrofotométricamente

midiendo su absorbancia a 600 nm usando un espectrofotémetro.

2.4.2. Demanda bioquimica de oxigeno

Para determinar la DBO se utilizd el método de diluciéon (APHA, 2023). El agua de dilucion
utilizada se prepard agregando 1 mL de cada solucidn listada a continuacion por cada litro de
agua destilada: KH,PO4 8,5 gr/L; K;HPO4 21,78 gr/L; NaHPO, * 7H,0 33,4 gr/L; NH4Cl 1,7 gr/L
(buffer fosfato); MgSO,4 = 7H>0 22,5 gr/L (solucion de sulfato de magnesio); CaCl, = 2H,0 36,4
gr/L (solucion de cloruro de calcio); FeCls = 6H,0 0.25 gr/L (solucidn de cloruro férrico). El agua
asi preparada se mantuvo a 20 °C en incubadora hasta alcanzar el equilibrio, con un oxigeno
disuelto entre 8 y 9 mg/L. Como “semilla bioldgica” se utilizé un volumen determinado por litro
de agua de rio y/o de sobrenadante de una planta piloto de barros activados (ver: indculos
microbianos). Las muestras fueron diluidas con el agua de dilucién preparada y sembrada en
frascos de 300 mL con cierre de tapdn esmerilado. Los frascos sellados se incubaron a 20 °C, de
forma estdtica durante 5 dias y en oscuridad. Luego se midid el oxigeno disuelto reemplazando

la tapa esmerilada por un sensor de oxigeno (AquaCombo). Como control funcional del inéculo
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se utilizd una soluciéon de glucosa 150 mg/L y acido glutdamico 150 mg/L (APHA, 2023). La
preparacion de la solucidon se realizd secando glucosa y acido glutdmico a 103 °C hasta peso
constante. Para facilitar la disolucién del acido glutamico se utilizdé agua en ebullicion. Una vez

alcanzada la temperatura ambiente, se adiciond la glucosa para evitar su caramelizacion.

2.4.2.1. Preparacion de indculos

Los indculos provenientes de aguas superficiales fueron mantenidos en aireacién durante 1
semana a 20 °Cy luego se verifico su efectividad y su actividad metabdlica, como se detalla mas
adelante. De la misma manera se procedié con el inéculo proveniente de la planta a escala de
laboratorio de barros activados. Este indculo se obtuvo tomando entre 500 y 600 mL del
sobrenadante de la decantacién de barros activados, el cual luego se filtré con algoddn y se
colocd en un recipiente de vidrio. Luego se incubd a 20 °C durante 1 semana para permitir que
la comunidad de microorganismos proveniente de los barros activados se estabilice frente a las

nuevas condiciones.

2.4.2.2. Efectividad del in6culo

Esta prueba verifica que los indculos a utilizar se encuentren activos, determinando su tasa de
respiracion. Para esto se colocaron en las botellas con cierre esmerilado distintos porcentajes
de indéculo (2,5%, 5%, 10%, 25% y 50%) en el agua de dilucién previamente descrita y se
incubaron a 20°C por 5 dias. Luego se midié cuanto oxigeno fue consumido con una sonda

medidora de oxigeno.

2.4.2.3. Actividad metabdlica del inéculo

Para evaluar la actividad metabdlica de los indculos se incubaron porcentajes de inéculo (0,1 %,
0,05 %, 0,025 % y 0,01 %) en agua de dilucién y una solucidn patrén de glucosa (15 %) y acido
glutamico (15 %) al 2 %, durante 5 dias a 20 °C. Se midié el consumo de oxigeno en presencia de

la solucidn patroén.
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2.5. Indculos microbianos

2.5.1. Agua superficial

Tanto para utilizar como inéculo o semilla para la determinacién de DBO como para incrementar
la biodiversidad de barros activados se tomaron muestras de distintos cuerpos de agua durante
el desarrollo de la tesis: del lago de Regatas (CABA), Rio de la Plata (CABA), Rio Uruguay y Rio

Parana (Prov. de Entre Rios).

2.5.2. Barros activados

Los barros activados utilizados en esta tesis se cultivaron a partir de fléculos preservados a 4 °C
provenientes de la planta de tratamiento de un centro comercial de la zona oeste del Gran
Buenos Aires, utilizado en trabajos anteriores realizados en el Laboratorio de Micologia
Experimental. Este indculo se enriquecid con barros activados provenientes de una planta de
tratamiento de la industria textil, provistos gentilmente por la Dra. Eva Figuerola. A su vez, se
utilizaron barros activados provenientes del Laboratorio de Biologia del Departamento de
Manejo y Gestion de Sustancias Quimicas del INTI, provistos gentilmente por la Lic. Mariana
Papa. Los barros fueron alimentados peridodicamente con un efluente sintético. Este efluente,
por su carga organica, simula la composicion de aguas residuales domésticas. Ademas, aporta
los nutrientes y micronutrientes necesarios para el adecuado mantenimiento de los barros. Esta
compuesto por peptona de carne 32 gr/L, extracto de levadura 22 gr/L, urea 6 gr/L, NaCl 1,8 gr/L,
CaCl = 2H,0 0,8 gr/L, MgS0,4 * 7H,0 0,4 gr/L, y K;HPO4 5,6 gr/L. La formulacion descrita
corresponde a una solucién madre de una concentracidon 200 veces mayor a la de trabajo (ISO

Standard, 1992).

2.5.2.1. Cultivo de barros activados

Para el cultivo se utilizaron como reactores ampollas de decantacion de 2000 mL y 500 mL, con
inyeccion de aire comprimido para airear y mantener los floculos en suspension. Se realizé
diariamente la alimentacion de los barros, para lo cual se detuvo la aireacién y dejaron decantar
los barros durante al menos 30 minutos descartando al menos el 50 % del sobrenadante por una
solucion conteniendo 25 mL de efluente sintético y se llevd a volumen original con agua

declorada (ISO Standard, 1992), como se muestra en la figura 7.
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4
Recuperacion de volumen

Figura 7. Esquema mostrando el ciclo seguido para el mantenimiento del barro activado.
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Durante las etapas de aclimatacién del barro el sistema fue llevado a volumen usando aguas
superficiales mencionadas anteriormente con el fin de aumentar la biodiversidad. Una vez
alcanzada una concentracién de 1 gr/L de barro, se continud con el esquema de alimentacion
llevando a volumen con agua corriente declorada. Los biorreactores fueron mantenidos a 20 °C

en oscuridad en una camara de cultivo.

2.5.2.2. Estimacion de biomasa del barro activado

La biomasa de los barros activados se estimd semanalmente mediante el método modificado de
solidos totales en suspension o SST (APHA, 2023). Para esto, se filtraron entre 5 y 15 mL con
papel de filtro Whatman Nro 40 y secé en estufa a 80 °C hasta alcanzar peso constante. Otro
pardmetro usado en las estimaciones de biomasa del barro activado son los sélidos en
suspension volatiles o SSV. Estos se utilizan para determinar la cantidad de materia orgdnica que
contiene una muestra, a diferencia de los SST que miden todos los sélidos presentes. Se refiere

como sélidos volatiles a todo sélidos que se volatiliza a altas temperaturas (APHA, 2023).

Los SSV se miden a partir de los SST. El filtrado de los barros se realizé con filtros Whatman® de
microfibra de vidrio, grado GF/F, tarados. Una vez secado alcanzado peso constante en estufa a
80 °C se colocd en filtro en crisoles o recipientes resistentes a las altas temperaturas y se
incineraron las muestras en una mufla a 500 °C por 15 minutos (APHA, 2023). Se dejaron enfriar
lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente dentro de la mufla. Se pesaron nuevamente
los filtros, siendo el peso actual los sdélidos suspendidos fijos o SSF, siendo estos ultimos los

solidos no orgdnicos del barro. Los SSV se calculan con la siguiente férmula:

SST — SSF =SSV

Férmula 2. Calculo usado.

2.5.2.3. Parametros de control del barro

A fin de garantizar el correcto funcionamiento de la planta a escala de laboratorio de barros

activados, se realizaron comprobaciones periddicas de diversos parametros.
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2.5.23.1. pH

Permite estimar rdpidamente si las condiciones son las propicias para los microorganismos
deseados. El pH 6ptimo para tratamientos bioldgicos, por ejemplo, barros activados, se
encuentra entre 6,5 y 8 (Baldwin and Campbell, 2001). Para monitorear este pardmetro de
manera rdpida se utilizaron tiras de pH (Merck GMbH, Darmstadt). En el caso de requerir

determinaciones mas precisas se utilizd el método potenciométrico.

2.5.2.3.2. Color

Permite estimar el estado del barro. Un color marrén claro muestra que estd bien oxigenado y
que los microorganismos que lo componen son de naturaleza aerdbica (Operations Manual:

Package Treatment Plants, 2013).

2.5.2.3.3. indice volumétrico del lodo (IVL)

Permite estimar la edad de los barros activados. Mide el volumen que ocupa 1 g de sdlidos
suspendidos luego de 30 minutos de decantacién. Este es un pardmetro empirico muy util a la

hora de monitorear al barro activado.

vol.de los sélidos luego de 30 minutos de decantacidén en 1 litro (mL)
Concentracion del lodo (gr/L)

Formula 3. Férmula usada para calcular el IVL.

Un barro con un IVL dentro del rango entre 80 y 120 es considerado como un barro de edad
adecuada para su uso en ensayos de biotratabilidad. Un IVL inferior a 80 indica un barro

avejentado y un IVL superior a 120, un barro joven y abultado (ISO Standard, 1992).

2.5.2.3.4. Fermentadores

Los fermentadores/ biorreactores consistieron en ampollas de decantacion de 500 y 2000 mL a
20 °C (figura 8). Los barros fueron mantenidos en suspensiéon mediante la aireacidén con capilares
(pipetas Pasteur) utilizando aireador de membrana y con un caudal de aire aproximado de

1 L/min.
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Figura 8. Biorreactores usados para el mantenimiento de los barros activados. En la ampolla pequefia se mantuvo el

barro donado por el INTI y en la ampolla de mayor volumen se mantuvo el barro activado propio.

2.6. Ensayos de tratabilidad de efluentes

2.6.1. Tratamiento fisicoquimico

En primer lugar, se neutralizo el efluente crudo utilizando la masa de CaO calculada a partir de
la titulacién potenciométrica. Esta neutralizacidn se realizé en lote, mezclando hasta alcanzar
un pH de 7. Luego se realizé una filtracion al vacio con un dispositivo como el que muestra la
figura 9. Este consistié en un embudo tipo Biichner de 7,5 cm de didmetro y 4,5 cm de alto. En
la base del embudo se colocd un carton de profundidad Cas 40 y se empaquetd a modo de
columna de filtraciéon una cantidad de tierra de diatomeas (Celite® 545, tamafno de particula

0,02 - 0,1 mm) hiumeda de manera tal que ocupara el 70 % del volumen del embudo.

Figura 9. Dispositivo para el tratamiento fisicoquimico del efluente.
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El efluente resultante de este tratamiento sera referido como efluente filtrado.

2.6.2. Tratamientos bioldgicos

2.6.2.1. Barros activados

En primer lugar, se adaptd gradualmente el barro al efluente a tratar agregando de forma
incremental 50 mL del efluente filtrado a tratar durante 4 dias (200 mL final). Una vez adaptado
el barro se mezclaron 600 ml del barro activado, 200 mL del efluente a tratar, 37,5 mL de
efluente sintético y se llevd todo a un volumen de 1500 mL con agua. Se retiraron alicuotas de
150 mL a los tiempos 0, 10, 30, 60, 180, 300 y 420 min la cual fue centrifugada para separar los

fléculos del barro como pellet y el liquido como sobrenadante.

Posteriormente se dispusieron probetas de 250 mL como reactores en las que se colocaron 20
mL del efluente a estudiar y 45 mL barros activados, completando a un volumen final de 150 mL.

La relacion DQO/SST fue de aproximadamente de 1 a 1 (por cada gramo de DQO, 1 g de SST).

Se determinaron los sélidos en suspensién totales (SST) y DQO a distintos tiempos durante 24

horas. El sistema fue mantenido en incubadora y en oscuridad a 20 °C.

2.6.2.2. Tratamientos fungicos

2.6.2.2.1. Relevamiento de cepas

Se realizé una prospeccion de cepas fungicas capaces de crecer en medio agarizado conteniendo
al efluente crudo como Unica fuente de carbono. Para esto se cultivaron las cepas
pertenecientes al cepario BAFC (Coleccion de cultivos de la Facultad de Ciencias exactas de la
Universidad de Buenos Aires) y CM (personal de la tesista) listadas en la tabla 1, en placas de
Petri de 2,75 cm de radio conteniendo una solucion del 50% del efluente crudo neutralizado con
NaOH y agar al 2 %. Se incubaron las placas hasta que se vio evidencia clara de las cepas capaces
de crecer en este medio, controlando diariamente. Se seleccionaron las cepas que mostraran

algun tipo de desarrollo de micelio.
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Tabla 1. Organismos usados en la prospeccion inicial. BAFC: coleccién de cultivos de FCEN-UBA. CM: Coleccién
personal de la tesista. VKM F: coleccidn de cultivos de la Academia Rusa de Ciencias. E47: cepa proveniente de la

Universidad de Guelph, Ontario, Canada.

Coriolus antarcticus BAFC 266 Polyporaceae Pudricién blanca
Paecilomyces variotii CM1 Trychocomaceae Oportunista

Earliella scabrosa CM3 Polyporaceae Pudricion blanca

Fomes sclerodermus BAFC 3121 Polyporaceae Pudricién blanca

Ganoderma lucidum E47 Polyporaceae Pudricién blanca

Ganoderma sp. cm4 Polyporaceae Pudricién blanca

Gymnopus luxurians BAFC 2013 Marasmiaceae Descomposicion de hojarasca
Hypholoma puiggarii CMs. Strophariaceae Descomposicion de hojarasca
Lentinus sp. CM6 Polyporaceae Pudricion blanca

Phlebia uda BAFC 4689 Meruliaceae Pudricién blanca

Peniophora laxitexta BAFC 4687 Peniophoraceae Pudricién blanca
5:323:;225;? VKM F-1767  Phanerochaetaceae Pudricién blanca

Pycnoporus sanguineus CM2 Polyporaceae Pudricién blanca

P. sanguineus BAFC 2126 Polyporaceae Pudricion blanca

Trametes sp. (0114 Polyporaceae Pudricién blanca

T. trogii BAFC 463 Polyporaceae Pudricion blanca

T. versicolor BAFC 2234 Polyporaceae Pudricion blanca

T. versicolor BAFC 4272 Polyporaceae Pudricion blanca

T. villosa CM8 Polyporaceae Pudricion blanca
Xerocomellus chrysenterion BAFC 1760 Boletaceae Descomposicion de hojarasca

2.6.2.2.2. Seleccién de cepas tolerantes al efluente

En una segunda etapa de seleccion se evalué la tolerancia de las cepas previamente

seleccionadas utilizando como indicador la concentracién a la cual se inhibe al 50 % el
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crecimiento (CE50). Para esto, se cultivaron las cepas en placas de Petri en concentraciones
decrecientes del efluente crudo a pH 7 en una serie de diluciones (50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %,
3,13 %, 1,56 %, 0,78 %, 0,39 %, 0 %). Se utilizd como estimador de biomasa al radio de
crecimiento de la colonia. Una vez que el control (agar - agua) alcanzara el borde de la caja se
considerd la finalizaciéon del ensayo, midiendo el radio de crecimiento del resto de las
concentraciones. En el caso de que el radio de alguna de las concentraciones resultara igual que
el del control esto implica que no hay inhibicidén a esa diluciéon. Radios menores al del control
implican una inhibicion debida a la presencia del efluente. Se realizaron todos los tratamientos

por triplicado.

El porcentaje de inhibicidn se calculé con la siguiente formula:

100 — ((radio de crecimiento * 100)/radio de la caja de Petri) = Porcentaje de inhibicion

Formula 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento.

2.6.2.2.3. Evaluacién de cepas fungicas en medio liquido conteniendo el efluente y con agregado

de fuentes de nitrégeno

Se evaluo el crecimiento de las cepas seleccionadas respecto a su crecimiento en medio liquido
conteniendo el efluente y suplementado con nitrato de sodio (NaNOs) como fuente de
nitrégeno. Para esto se realizaron cultivos liquidos en Erlenmeyers de 100 mL conteniendo
25 mL de 1) el efluente crudo neutralizado con NaOH (Cru) ¢ 2) el efluente filtrado (Fil). Se
incluydé como tratamiento el agregado de NaNOs como fuente de nitrégeno (N2) en una relacion
carbono-nitrégeno 2:1. El contenido de carbono fue determinado utilizando las determinaciones
de DBO realizadas sobre el efluente crudo vy filtrado. Los Erlenmeyers con las soluciones se
esterilizaron por autoclave a 121 °C durante 15 min. Luego se inocularon con 1 cubo de 0,25
mm? de colonias en fase de crecimiento activo. Los cultivos se incubaron a 28 °C, en agitacién a
120 RPM y durante 15 dias. Se realizaron los tratamientos se realizaron por triplicado y se
utilizaron controles con efluente crudo vy filtrado, con o sin agregado de fuente de nitrégeno,
pero sin inocular con los hongos. Una vez finalizado el tiempo de incubacién se cosecharon los
cultivos y filtraron aquellos tratamientos en los que se observé crecimiento. Para esto se utilizd
un filtro de papel y un embudo tipo Blichner. Tanto el sobrenadante como los filtros con los
pellets se guardaron a-20 °C. A partir del sobrenadante se realizaron determinaciones de DBO,

DQO y pH. En la tabla 2 se muestran las abreviaturas usadas para referirse a cada tratamiento.
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Tabla 2. Abreviaturas de los tratamientos de efluentes

Hongo Efluente crudo Efluente filtrado
con agregado de sin agregado de conagregadode  sinagregado
NaNO3 NaNQO3 NaNQ3 de NaNO3
Pycnoporus PS - Cru - N2 PS - Cru- - PS - Fil - N2 PS - Fil - -
sanguineus
Paecilomyces ) y
L PV - Cru- N2 PV-Cru- - PV - Fil - N2 PV - Fil - -
variotii
Sin hongo . .
C-Cru-N2 C-Cru-- C- Fil-N2 C-Fil - -
(blanco)

2.6.2.2.4. Tratamiento del efluente con la cepa seleccionada

Se evalué el tratamiento del efluente utilizando la cepa seleccionada con diferentes formas de
inéculo. Para esto se utilizaron Erlenmeyers de 125 mL conteniendo 25 mL del efluente crudo o
filtrado, esterilizado con autoclave a 121 °C durante 15 min e inoculando con diferentes

condiciones de indculo:

1) con cubos de agar de la cepa en crecimiento exponencial,

2) a partir de 87,75 mg de cultivos en crecimiento exponencial previamente crecidos en
medio malta 12,7 g/L, glucosa 10 g/L (MG) (ver anexo curva de crecimiento),

3) concubos de agar de cepas en crecimiento exponencial y con el agregado de 10 esponjas

de poliuretano de 1 cm3.

Los cultivos se realizaron en agitacidn y a 28 °C durante 10 dias. Se realizé cada tratamiento y
control por triplicado. Se usaron como controles Erlenmeyers no inoculados conteniendo el
efluente crudo y filtrado. Los cultivos se cosecharon y su contenido se trasvaso a tubos de 50 mL,
los que se centrifugaron por 10 min a 4000 RPM. Luego se separd cuidadosamente el
sobrenadante el cual se guardé a -20 °C para posteriores analisis de contenido de materia
organica. El pellet fue resuspendido con agua destilada y luego filtrado al vacio con papel de
filtro utilizando embudos tipo Blichner y Kitasato. Luego los pellets se secaron a 80 °C hasta peso

constante y se pesaron para determinar la biomasa de los cultivos.

HACER APARTADO ESTADISTICO.

En cuanto los resultados de la seccidn 2.6.2.2.2 se graficé el porcentaje de inhibicion calculado

con la férmula 4 en funcidon del logaritmo en base 10 del porcentaje de efluente en el medio. Se

Pagina 40|77



estimo el CE50 ajustando los resultados al modelo “log (inhibitor) vs. response - Variable slope
(four parameters)” incluido en el programa GraphPad Prism versién 8.0.1 (GraphPad Software,

La Jolla California USA).

Se analizaron los resultados de los ensayos correspondientes a las secciones 2.6.2.2.3.y 2.6.2.2.4
utilizando ANOVA de una direccién y comparaciones multiples con la prueba de Tuckey,
incluidos en el programa GraphPad Prism versién 8.0.1 (GraphPad Software, La Jolla California

USA). Se consider6 significancia a un p-valor menor a 0,05.
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3. Resultados y discusidn

3.1 Puesta a punto de métodos de estimacidon de materia organica

3.1.1. Demanda quimica de oxigeno

Si bien esta es una técnica de uso comun en laboratorios de estudios ambientales, es la primera
vez que se utiliza en el Laboratorio de Micologia Experimental, por lo que fue necesaria su puesta

a punto.

Para esto fue necesario verificar que las soluciones de trabajo se comportaran de la manera
esperada, sobre todo teniendo en cuenta la calidad del agua tipo Il y tipo Il disponible en la

FCEN — UBA.

A continuacidn, se muestra la curva de calibracién obtenida utilizando el patrén de ftalato.

Absorbancia
o o
n @
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-
1
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Figura 10. Curva de calibracion de DQO. R2: 0,9927, con una regresion lineal segun la siguiente expresion Abs =

0,0003456 x mgO,/L + 0,01055.

En la figura 10 se muestra que se logré obtener una calibracidon adecuada de la técnica de DQO

(R%:0,993). Esto valida el instrumental usado y permite la aplicacién del método.
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3.1.2. Demanda bioquimica oxigeno

Como en el caso anterior, esta metodologia no estaba desarrollada en el laboratorio. En este
caso, ademads de la calidad del agua, otros factores a tener en cuenta fueron la fuente de inéculo

y las condiciones ambientales.

Respecto al inéculo se hicieron pruebas para determinar la menor cantidad de “semilla
biolégica” que presente el consumo adecuado de oxigeno frente a la solucién patrén de

glucosa — glutamico.
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Figura 11. DBO registrada en el control metabdlico con solucién patrén de glucosa — glutdmico. para distintas

concentraciones de indculo provenientes de diferentes fuentes.

Como se observa en la figura 11, se compararon los indculos obtenidos de los barros activados
mantenidos en el laboratorio, barro propio y barro INTI. El indculo seleccionado fue el inéculo

proveniente del barro activado INTI a una proporcion del 0,025 %.

Al cabo de unos 8 meses de operacién de la planta de barros activados, el indculo obtenido para
la DBO mostré una disminucidn en su desempefio, muy por debajo del valor de DBO
204 £ 10,4 mgO,/L de los ensayos interlaboratorio utilizados como guia (APHA, 2023). Se
realizaron controles de funcionales con aguas superficiales obtenidas del rio Parand, como se
observa en la figura 12. En esta ocasion si bien no se obtuvieron los valores deseados, se observd

un mejor desempefio de este ultimo inéculo, en una proporcién del 0,025 %.
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Figura 12. La evaluacién de concentraciones de in6culo para la determinacion de la DBO fue realizada nuevamente

debido a variaciones en las determinaciones control a los 8 meses. La linea negra indica la DBO ideal de 200 mg O,/L.

Del andlisis de los pardmetros de control del barro se pudo observar una disminucidn de los SST
y desviaciones de la sedimentabilidad para el periodo mencionado (figura 13). Estas
observaciones coinciden con el inicio de purgas semanales de los barros para mantener los

valores de sélidos totales en el sistema (Figura 13, a).
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Figura 13. Grafico (a): Cambios en la biomasa de los barros activados a lo largo del tiempo. Grafico (b): Cambios en el
IVL a lo largo del tiempo de incubacidn de los barros activados. Las lineas punteadas marcan los limites usados para

indicar un barro de edad adecuada para su uso como indculo de DBO (80<I1VL<120).

Al inicio de la operacidn de los biorreactores, se observd diversidad de protistas y metazoos
(figura 14), sin embargo, esta variedad fue disminuyendo con el tiempo, lo que puede explicarse
por la continua alimentacion del sistema con efluente sintético. También la ocurrencia de
eventos fortuitos (i. e.: cortes de energia) pudo haber contribuido a la disminucién de la
diversidad por falta de aireacion, manifestada en que la poblacién de microorganismos quedd

principalmente compuesta por bacterias (figura 15).
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Para facilitar el mantenimiento, al afio de incubacidn se mezclaron los barros INTI y propios en

un solo barro propio.

En la figura 13 b se muestra la evolucién del pardmetro IVL a lo largo del tiempo de incubacidn.
Se observa que durante la mayor parte del tiempo los barros presentaron un IVL que quedd por
fuera de los limites marcados empiricamente. Por arriba de un IVL de 120, se califica que el barro
estd abultado o es de edad joven, lo que indica que los fléculos tienen poca biomasa y ocupan
mucho espacio. Por debajo de un IVL de 80, se considera un barro viejo, con fléculos compactos,
pero con mucha biomasa. Esto puede haberse debido a una alimentacidn repetitiva, Unicamente
con efluente sintético estéril, a la falta de control de la temperatura del barro, pasando por
momentos de altas temperaturas durante el verano. Estas temperaturas altas disminuyen la
capacidad de dilucidn de los gases, por lo cual los microorganismos tienen menos disponibilidad

de oxigeno (Kulkarni, 2016).

Hay una coincidencia durante el periodo de mal desempefio del inéculo para DBO, la baja
densidad de biomasa y gran variacién en el parametro IVL de los barros. Alrededor de los 250
dias es cuando se observa un “valle” en el grafico de biomasa (Fig. 13a) y en el IVL (Fig. 13b) se
observa que el barro propio estaba abultado, mientras que el de INTI estaba viejo. Normalmente
cuando un barro es viejo, hay una prevalencia de microorganismos como rotiferos, ciliados
sésiles (Vorticella sp.) y bacterias con tendencia a la agregacién, formando fldculos. En el caso
de los barros usados, a los dias que se detectd el mal desempefio, la biodiversidad se habia
reducido a bacterias y ciliados sésiles (Vorticella sp.), como se ve en la figura 15., que no
presentan un metabolismo de la materia organica lo suficientemente eficaz para el correcto

desarrollo del ensayo de DBO.
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Figura 14. Imagenes de microscopia de la comunidad de microorganismos encontrada en el barro previo al evento de
anoxia. (Aumento 400x). Se observan, nematodos (a), rotiferos (b), organismos del género Vorticella (c) y un detalle

de uno de los fléculos (d).
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Figura 15. Imagenes de microscopia de la comunidad de microorganismos encontrada en el barro un mes después
del evento de anoxia. Se observan ciliados sésiles (a) y un detalle de los fldculos (c) ambas a aumento de 400x. En las
fotos de la derecha se observan microorganismos del género Vorticella (d) y una vista general de los fléculos (b) a un

aumento de 100x.

3.2. Caracterizacion del efluente crudo

3.2.1. Espectrofotometria

Para controlar el proceso de reconstitucién del efluente en nuestro laboratorio se realizaron

analisis de espectro UV-Vis, DBO, DQO y pH.
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Figura 16. Espectro UV-Vis del efluente reconstituido en el INTI (a) y en el Laboratorio de Micologia Experimental (b).
Las muestras de ambos efluentes fueron diluidas 1/10 para obtener un perfil de absorbancia que abarque todas las

longitudes de onda sin saturar.

En la figura 16 se compararon las curvas obtenidas por espectrofotometria y se calcularon las
areas bajo ambas curvas. Los efluentes muestran un comportamiento espectrofotométrico

similar, teniendo el efluente (a) un area bajo al curva de 254 y el efluente (b) de 225.
3.2.2. Contenido de materia orgdnica

Se determind la DBO, DQOy pH tanto del efluente crudo (a) (efluente generado en el INTI), como
del efluente crudo (b) (efluente generado en el Laboratorio de Micologia Experimental). El
efluente crudo (a) llegd a tener una medicion de DBO de 76000 mg O,/ L, una DQO de 19.000 *
12.000 mg O,/ Ly un pH menor a 1. El efluente crudo (b) obtuvo una DBO de 63.000 mg O,/ L,
una DQO de 14.0000 + 5.000 mg O,/ Ly un pH entre 1y 2. En algunos casos de las mediciones
de DBO no hubo suficientes muestras con una lectura dentro del rango de confianza, por lo cual
no se pudo calcular el error estandar. No se detectan diferencias significativas entre el contenido
de materia organica de los dos efluentes, por lo que de acd en adelante se consideran

equivalentes para los ensayos a realizar.

Existen distintos compuestos que pueden presentar interferencia a la hora de determinar DQO.

La fuente de interferencia mas comun la presencia es el ion cloruro. Este puede reaccionar con
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el ion plata, precipitando en forma de sal e inhibiendo la habilidad catalitica de la plata. Sin
embargo, bajo las condiciones de digestidon de la DQO, los cloruros pueden reaccionar con el
dicromato, resultando en una sobreestimacion del contenido de materia orgdnica en la muestra
(APHA, 2023). En el caso de este ensayo lo que parece haber ocurrido es la interferencia del
cloruro con el ion plata, subestimando el contenido organico del efluente. Esto lleva a que la

DQO medida es menor a la DBO obtenida.

Las altas mediciones de DBO y DQO son comunes en otros efluentes de fuentes naturales por
ejemplo el efluente de la produccion del aceite de palma llega a tener una DQO de 75.900 mg O,
/ Ly una DBO de 34.393 mg O, / L (Bala et al., 2015), el desecho de una fabrica papelera llegd a
estimar una DQO de 700.000 mg O, / Ly una DBO de 140.000 mg O,/ L (Kumar et al., 2011). En
ambos casos los altos niveles de materia organica que presentaban los efluentes se pudieron
reducir con tratamientos no tradicionales. Bala et al. (2015) utiliza un tratamiento bioldgico,

mientras que Kumar et al. (2011) utiliza un tratamiento fisicoquimico.

3.3. Titulacion

Se utilizd la titulacién para calcular la cantidad de CaO que es necesaria para neutralizar el
efluente crudo, como parte de la filtracion fisicoquimica. Se necesitaron 21,7 mLde NaOH 0,5 M
en 30 mL de efluente crudo para alcanzar un pH de 7, calculando una concentracion de HCl de
0,3 M. Con estos datos se calculé que para neutralizar el efluente crudo se necesitan 10,16 g/L

de CaO.

3.4. Ensayos de tratabilidad

3.4.1. Tratamiento fisicoquimico

Como primer método para reducir la carga organica de los efluentes de la concentracién de bilis
bovina se realizé una filtracidn fisicoquimica y se utilizaron como estimadores la DBO, DQO y el

analisis de su espectro de absorcion UV-visible.
3.4.1.1. Espectrofotometria
Se compararon fotos y los espectros UV - Vis del efluente crudo y el efluente que pasé por la

filtracidn fisicoquimica, denominado como efluente filtrado.
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Figura 17. Aspecto del efluente filtrado (a) y crudo (b). En la foto se puede observar la diferencia en color y

transparencia entre el efluente filtrado y el efluente crudo.
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Figura 18. Espectro UV-Visible del efluente crudo y efluente filtrado diluidos 1:10.

Se observaron diferencias de coloracion entre el efluente crudo y el filtrado (figura 17). El
efluente crudo mostré un color caramelo claro, pero con un cierto grado de turbidez, mientras
que el efluente filtrado se lo ve de color caramelo oscuro pero translucido. Esta diferencia en la
coloracion y turbidez es coherente con los resultados del espectro de absorcion en espectro
UV - Vis, en los que se ve una disminucién en el area de la curva de absorcidn del 21 % en el

efluente filtrado respecto al crudo (figura 18). Este tipo de cambios en la coloracidn y turbidez
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de los efluentes se fue relacionado en otros trabajos también con la disminucidn de la materia
organica como es el caso de industrias de fermentacién (Inanc et al., 1999) y textiles (Sapci and

Ustun, 2003), entre otras (Mehta and Chavan, 2009).

3.4.1.2. Contenido de materia orgdnica

3.4.1.2.1.DBO
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Figura 19. La DBO determinada para el efluente crudo (naranja, 69400 + 9330 mg O./L) y el efluente filtrado (azul,
37700 + 27800 mg O./L).

Luego de la filtracidon se observa una diferencia del 54 % del contenido de materia organica
estimada a partir de la medicion de DBO (figura 19). El tratamiento de efluentes de alta carga
organica mediante métodos fisicoquimicos puede obtener un amplio rango de eficiencia. Esto
se ve reflejado en su implementacién en industrias establecidas como la lactea en las que
diversas técnicas como precipitacion, coagulacion, adsorcién, filtrado y electrocoagulacion
obtienen sobre efluentes similares porcentajes de remocion entre 40 y 98 % (Koca, 2018). Otro

ejemplo de disminucion de materia organica por este tipo de métodos es el de las aceiteras en
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las que se puede registrar valores de 12691,8 y 557,7 mg/L de DQO y DBO alcanzando un 99 %

de remocion mediante técnicas de coagulacion (Louhich et al., 2019).

3.4.1.2.2.DQO

En este ensayo se determind el contenido de materia organica quimicamente oxidable en un

litro de efluente tanto crudo como filtrado.
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Figura 20. Comparacion de la medicion de la DQO del efluente crudo con el efluente filtrado. Efluente crudo: 9600 +

2040 mg O,/L. Efluente filtrado: 9250 + 523 mg O»/L.

La determinacién de materia organica por DQO (efluente crudo: 9600 + 2040 mg O,/L, efluente
filtrado: 9250 + 523 mg 0,/L) obtuvo valores mucho menores a los alcanzados por el método de
DBO (efluente crudo: 69.400 + 9330 mg O,/L; efluente filtrado: 37.700 + 27.800 mg O/L). A su
vez no observamos diferencias en los valores de materia orgdnica entre el efluente crudo vy el
filtrado (figura 19 y 20). En estas mediciones se debe considerar que la dispersién de datos es
muy grande, siendo posible que gran parte de la estimacidn se deba a interferencias por la alta
concentracién de acido clorhidrico en el efluente (6N a una concentracidn del 7,5 %) resultante

del proceso de proceso de precipitacién de acidos biliares. Esta alta concentracién de cloro

53 | 77



puede evitar la reduccidn del cromo al interferir con el sulfato de plata (catalizador) y por lo

tanto subestimar la determinacién de materia organica. (APHA, 2023).

Como esta es una muestra con alto contenido de cloruros debido a la naturaleza del tratamiento
de la concentracion de acidos biliares, en la cual se utilizan acido clorhidrico, la determinacion
de DQO sufre interferencias debidas al ion ClI~. Es por esto qué al diluir la muestra esta
interferencia se minimiza y se puede determinar de manera mds confiable el contenido de

materia orgdnica, como se ve la figura 21.
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Figura 21. Determinacion de la carga de materia organica por medio de la DQO del efluente crudo original en dos
diluciones diferentes y el efluente filtrado. Efluente crudo 1:10: 9540 + 1190 mg O,/L. Efluente crudo 1:100:
26.700 £ 9260 mg O,/L. Efluente filtrado 1:10: 9000 + 756 mg O,/L.

En la figura 21 se puede observar que a una mayor dilucidn se puede estimar una mayor cantidad
de materia organica que en las muestras con menor dilucion. Esto se puede deber a que hay una
menor concentracion de ion ClI- en la muestra al 1:100, por lo cual se reduce la interferencia de

este ion en la reaccion.

En este grafico se puede observar que la dilucidn del efluente modifica la determinacién de la

DQO posiblemente debido a la diferencia en la concentracién de cloro.
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Si bien al aumentar la dilucién se logra disminuir la interferencia por cloruros, no se pudo
eliminar por completo, lo que se evidencia al tener valores de DQO menores a los de DBO. Segun
la bibliografia consultada (Metcalf, 1981; APHA, 2023) las mediciones de DQO deberian ser
mayores a las de DBO, dado que estiman la materia organica presente en una muestra sea esta

biodegradable o no.

3.4.2. Tratamiento bioldgico

3.4.2.1. Relevamiento de cepas

Para el relevamiento se cultivaron las cepas flungicas detalladas anteriormente (Tabla 1)
utilizando el efluente de bilis al 50 % como Unica fuente de nutrientes y agar al 20 %. Se adoptd
como criterio de seleccion el desarrollo de micelio en las condiciones mencionadas. De las 20 las
cepas se observd Unicamente crecimiento de Trametes sp. (CM7), P. sanguineus (CM2),
C. antarcticus (BAFC 266) y P. variotii (CM1), siendo en todos los casos un crecimiento espaciado
e inconspicuo. Estos organismos pertenecen a géneros en los que ya se registra tolerancia para
el tratamiento de efluentes como es el caso de Trametes y C. antarcticus para la degradacion de
colorantes industriales (Diorio et al., 2021, Levin et al., 2004), el de Pycnoporus en la industria

papelera (Da Re and Papinutti, 2011) y Paecilomyces en la aceitera (Abd EL-Aziz et al., 2015).

3.4.2.2. Seleccion de cepas tolerantes al efluente

Una vez evaluada la capacidad de los hongos para utilizar el efluente como Unica fuente de
carbono, se evaluaron las 4 cepas que presentaron crecimiento para su tolerancia a la toxicidad

del efluente crudo.
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Figura 22. Crecimiento de cultivos en medio de cultivo con efluente crudo. (a): P. variotii, (b): C. antarcticus. (c):

Trametes sp., (d): P. sanguineus.

Los cultivos en placa mostraron diferencias morfolégicas entre los controles (medio basal

agarizado) y las que contenian el efluente:

Los cultivos de P. variotii (figura 22.a) mostraron colonias con hifas compactas en todas las
concentraciones del efluente. Sin embargo, a los 5 dias de crecimiento, las cepas ya habian

esporulado, lo que podriaindicar estrés, a diferencia del control, en el cual el hongo no esporuld.

Los cultivos de C. antarcticus (figura 22.b) mostraron inhibicién en su crecimiento a menores
concentraciones que el resto de las cepas, pero en todos los casos las colonias mostraron un

micelio denso, no siendo este un indicador de estrés.

Los cultivos de Trametes sp. (figura 22.c) que crecieron con en presencia del efluente mostraron
un crecimiento disperso, con un micelio poco denso y blanquecino a diferencia del control que

mostro colonias densas de color blanco.
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Al igual que C. antarcticus, el aspecto de las colonias de P. sanguineus (figura 22.d) fue similar
en todos los casos, mostrando un micelio hialino, con una capa blanquecina en la zona central,

donde se encuentra el micelio mas antiguo.
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Figura 23. Representacion grafica del porcentaje de inhibicién del crecimiento. CE50 para C. antarcticus: 14,36 %.

CE50 para Trametes sp.: 19,03 %. CE50 para P. sanguineus: 25,81 %. CE50 para P. variotii: 50,86 %.

Como se observd en la seccion anterior, todas las cepas fueron capaces de crecer en el medio
agarizado conteniendo el efluente. A pesar de esto, la presencia del efluente en el medio de
cultivo modificé la tasa de crecimiento de las cepas mostrando un efecto de inhibicién del
crecimiento a partir de 6,25 % de efluente. Debido a esto, podemos afirmar que la presencia del

mismo tiene un cierto grado de toxicidad para las cepas evaluadas.

Se utilizé la concentracién efectiva 50 (CE50) como indicador de la tolerancia al efluente. En
escala de mayor tolerancia (> CE50) a menor resistencia (< CE50), las cepas fueron: P. variotii >
P. sanguineus > Trametes sp. > C. antarcticus. Las cepas de P. variotii, P. sanguineus vy
Trametes sp. mostraron una inhibicion “escalonada”, alcanzando una inhibicién del 100 % a
partir de la concentracion del efluente de 25 % para el Trametes sp. y de 50 % para P. sanguineus.
En el caso del P. variotii, no se observd la inhibicidon del 100 % en las concentraciones probadas,
pero en la concentracion de efluente del 50 % el crecimiento no alcanzé los limites de las placas

de Petri lo que podria indicar un sintoma de toxicidad (figura 23).
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En el caso de C. antarcticus, la inhibicién del crecimiento fue gradual entre 6,25 y 12,5 % de
efluente, alcanzando una inhibicidn total a la concentracidon de efluente de 25 %. Esta inhibicion
en diferentes concentraciones lo hace poco adecuado para el tratamiento del efluente, pero
podria tener potencial como indicador. En el laboratorio de Micologia Experimental se
desarrolld y se puso a punto una metodologia que utiliza organismos sensibles a colorantes
téxicos para su deteccion, por ejemplo, el desarrollado con Phanerochaete chrysosporium para

el colorante industrial verde de malaquita (Papinutti y Forchiassin, 2004).

3.4.2.3. Evaluacidn de cepas fungicas en medio liquido conteniendo el efluente y su agregado de

fuentes de nitrégeno

Las cepas P. variotii (PV) y P. sanguineus (PS) seleccionadas por mostrar la mayor tolerancia al
efluente, se utilizaron para evaluar su crecimiento en el efluente crudo y filtrado, suplementado
con NaNOs; como fuente de nitrégeno. De todos los tratamientos, solo se observé crecimiento
en el efluente filtrado inoculado con P. variotii (Figura 24, PV - Fil - - y PV - Fil - N2). Entre los
tratamientos PV - Fil - - y PV - Fil - N2 se observaron diferencias en la forma de crecimiento del
hongo, mostrando en el primero cultivos en forma de pellet densos y agregados, mientras que
en los que se les habia adicionado una fuente de nitrégeno, el crecimiento fue mas disperso y
con parte de la biomasa precipitada. Por otro lado, encontramos diferencias en el tiempo en que
se empez6 a observar crecimiento de las colonias entre tratamientos (Figura 24) siendo este
evidente para PV - Fil - - a los 4 dias de incubacion, mientras que para PV - Fil - N2 tardé 5 dias.
Es de remarcar que la falta de crecimiento de P. sanguineus y de P. variotii en los medios puede
ser debida a un aumento en la toxicidad del medio, siendo la primera vez que se los expone al
efluente al 100 %. En el caso de P. sanguineus es notable que esta toxicidad se obtuvo tanto con
el efluente filtrado y sin filtrar, mientras que P. variotii fue capaz de crecer en el efluente filtrado.
Esto podria indicar que el tratamiento de filtrado no solo influyé en la disminucién de la carga
de materia orgdnica del efluente, sino también de su toxicidad. Por otro lado, el agregado de
NaNOs aparenta haber generado un efecto negativo en los cultivos de P. variotii evidenciado por
la presencia de micelio precipitado. Este efecto no aparenta estar referenciado en la bibliografia,
sino mas bien se destaca el NaNO3; como buena fuente de nitrégeno para diversos usos como la
produccién de exopolisacaridos (Selbmann et al., 2002), de enzimas como tanasas (Wakil et al.,
2020), de L-asparaginasas y L-glutaminasas (Elshafei et al., 2012) y hasta en la generacion de
metabolitos inhibidores del crecimiento bacteriano por Paecilomyces WE3-F (Barakat and

Saleh., 2016).
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Otro factor a evaluar en este ensayo es la agitacion, ya que pudo haber generado un estrés
mayor para los hongos que la presencia del efluente, dificultando la formacidon de pellets (Liu et

al., 2007), siendo por lo tanto el crecimiento sin agitacidon una variable posible a evaluar.

Figura 24. Cultivos de P. variotii en el efluente filtrado (a), (b) y (c), y suplementado con NaNOs (d), (e) y (f).
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Figura 25. DBO de los sobrenadantes del tratamiento del efluente con P. variotii (PV). Los resultados corresponden
Unicamente a los tratamientos en los que se observo crecimiento fungico y sus controles. No se realizaron analisis de
DBO de los tratamientos con P. sanguineus, dado que esta cepa no mostrd crecimiento ni en el efluente crudo o el
filtrado. Referencias: PV — Fil - -: P. variotii con efluente filtrado sin agregado de fuente de nitrégeno (NaNOs), PV — Fil
— Na: P. variotii con efluente filtrado con agregado de fuente de nitrégeno (NaNQOs), C — Fil - -: control de efluente
filtrado sin agregado de fuente de nitrégeno, C — Fil — Ny: control de efluente filtrado con agregado de fuente de
nitrégeno, C — Cru - -: control de efluente crudo sin agregado de nitrégeno, C — Cru — N3: control de efluente crudo
con agregado de nitrégeno. La linea negra indica el valor de DBO para el efluente crudo de los antecedentes (DBO:

40.000 mg Oy/L).

Ninguna de las dos cepas mostrd crecimiento alguno en el efluente crudo y P. sanguineus no
mostrd crecimiento en el efluente filtrado tampoco. Unicamente se observé crecimiento fungico

con la cepa P. variotii en efluente filtrado.
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En la figura 25 se puede ver que la estimaciéon de materia orgdnica de los tratamientos solo
muestra diferencias significativas (p-value < 0,5) entre los controles del efluente crudo vy filtrado
(C-Fil--:10.300 mg O,/Ly C-Cru--:51.300 + 13.900 mg O,/L) de forma similar a lo observado
al inicio de la seccidn. No se observaron diferencias entre el efluente filtrado (C - Fil - -y C - Fil -
N2:23.800 £ 9490 mg O/L) y los tratamientos con P. variotii (PV - Fil - -: 20.200 = 5260 mg O,/L
y PV - Fil - N2: 14.100 £ 2670 mg O>/L). Esto ultimo se ve reflejado en el escaso crecimiento de
las colonias en el medio que podria ser explicado por un aumento en su toxicidad por la alta
concentracién del efluente. Por otro lado, si observamos que el tratamiento por filtracidon
permitié el crecimiento de P. variotii, lo que podria indicar la disminucidn de la toxicidad del

efluente ya sea por la disminucién de la carga organica o de los compuestos téxicos.

No se realizaron estimaciones de DQO para este ensayo.

3.4.2.4. Tratamiento con la cepa seleccionada

Luego de seleccionar a P. variotii como organismo para el tratamiento del efluente se decidid
evaluar estrategias que favorezcan su crecimiento a expensas del consumo de materia organica
en el efluente. En este sentido se ensayaron tratamientos con 3 tipos diferentes de indculo: 1)
de colonias en medio agarizado, 2) colonias ya crecidas en medio MG, previamente puesta a
punto con curvas de crecimiento (ver anexo, p.70) 3) colonias en medio agarizado y 10 esponjas

de poliuretano de 1 cm3.
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Figura 26. Biomasa flngica luego del tratamiento del efluente crudo (Cru, naranja) y filtrado (Fil, azul) con P. variotii
(PV) (a) utilizando como indculo: cultivos previamente crecidos (Bio) y cubos de agar (Lib). La linea negra indica la
biomasa alcanzada en cultivos en MG a los 5 dias de crecimiento. En (b) se muestra la estimacion de la DBO de los
tratamientos con efluente crudo y en el (c) las estimaciones de DQO de los tratamientos. Se presentan los resultados
de los tratamientos con efluente crudo y debido a problemas técnicos no fue posible obtener datos para los

tratamientos con efluente filtrado.
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Se determiné la biomasa de los tratamientos luego de las incubaciones. En los cultivos realizados
con los soportes de esponja de poliuretano no se observd crecimiento, por lo que no fueron
incluidos. Por otro lado, en los tratamientos PV - Cru - Bio y PV - Fil - Bio se observd una
disminucién en su biomasa luego del tratamiento del efluente (Figura 26 (a)). Por otro lado, al
igual que en la seccién previa, los tratamientos en los que se inoculd el efluente con cubos de
agar de P. variotii (PV - Cru - Lib y PV - Fil - Lib) su crecimiento fue escaso no alcanzando el
obtenido en MG a pesar de la alta carga organica del efluente. En todos los casos, es posible que
el efluente contenga escasos nutrientes metabolizables por P. variotii, lo que podria explicar la
disminucién de biomasa de PV - Cru - Bio y PV - Fil - Bio asociado a la autolisis de los cultivos y el
poco crecimiento de los cultivos libres. Otra posibilidad es que el efluente contenga nutrientes,
pero que su alta toxicidad impida el desarrollo de la cepa seleccionada, lo que resulta coherente
con los valores de inhibicién de crecimiento obtenidos en la seccién 3.4.2.2. El incremento de
biomasa podria estar relacionado a la disminucién de la materia orgdnica en los tratamientos de
efluentes. Si bien esto indicaria que la biodegradacién de materia organica esta atada a un
incremento en la biomasa del organismo degradador, no es posible establecer una relacion
directa entre el crecimiento fungico y la biodegradacion. Por lo cual las condiciones que
fomentan el crecimiento fungico no siempre llevan a una mejor degradacién (Collado et al.,

2019).

La determinacién de materia organica estimada mediante la DBO no muestra diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 26). En este analisis se debidé excluir a los
tratamientos realizados con los efluentes filtrados debido a la pérdida de las muestras. Aun asi,
en los tratamientos con P. variotii en crecimiento libre en el efluente crudo (PV - Cru - Lib) se
observa una tendencia a disminuir su materia organica. Esta tendencia no se reproduce en la
estimacion de materia organica por medio de DQO, pero al igual que en los ensayos previos es

posible su subestimacién debida a la interferencia por cloruros.

La falta de diferencias significativas en el contenido de materia orgdnica entre los tratamientos
se puede deber a varios factores, entre ellos, a que no hubo suficientes réplicas de cada
tratamiento, lo que puede explicar el alto desvio estandar que se observa en algunos de los
casos (en el grafico (a) PV - Cru - Lib y PV - Fil - Lib, en el gréfico (b) C - Cru - -). Otra posible causa
puede ser la eficiencia de P. variotii al crecer. En base a la curva de crecimiento (ver anexo p.
70), este hongo parece no utilizar una gran cantidad de azlcares para su crecimiento, lo que se

podria traducir en una baja degradacién de la materia orgdnica disponible en el efluente.
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El tratamiento de efluentes de alta carga orgdnica con hongos es una disciplina reciente y en
desarrollo. Dado que el efluente que se trata en esta tesis proviene de un proceso novedoso aun
no aplicado en la industria para la obtencién de acidos biliares, su comparacién con otros puede
ser dificultosa. Aun asi, es posible encontrar similitudes con efluentes de industrias como los
producidos por lixiviados ya que se caracterizan por tener una carga de materia organica
relativamente elevada (15.000 — 30.000 mg O,/L DQO), alta salinidad y baja biodegradabilidad
(Collado et al., 2019). El tratamiento con hongos de estos efluentes observa un aumento en la
susceptibilidad a la degradacidn por microorganismos y a la disminucidn de la carga de materia
organica. Tal es el caso de efluentes que partian de 10.000 mg O,/L que al ser tratados con P.
chrysosporium, T. trogii y Lentinus tigrinus obtuvieron una remociéon de 68,8; 79,8 y 90,6%, y
también de 71 % utilizando Aspergillus niger pero partiendo de 15.000 mg O,/L (Ellouze et al.,
2008). También es posible tratar otro tipo de efluente como las aguas residuales de granjas de
cerdos. En este se encontré que P. chrysosporium es capaz de reducir la materia orgdnica
presente en este residuo entre un 41y 55 %, partiendo de una carga de 4000 mg O»/L (Diaz et

al., 2022).

Por otro lado, para este tipo de efluentes se postula también el uso secuencial de tratamientos
fisicoquimicos y fungicos. Entre ellos encontramos el realizado por Kim et al. (2003), en que
reporta la reduccion de materia organica tratando Unicamente con cultivos de P. chrysosporium
del 21,5 % (DQO) y una reduccion del 53 % al combinar con filtraciones por medio de columnas
de zeolita. También analizaron la relacion DBO/DQO, viendo un cambio del 0,1 del lixiviado de
vertedero crudo a 0,17 luego del tratamiento con zeolita, mostrando una mayor degradabilidad

al realizar tratamientos bioldgicos luego del fisicoquimico.

A pesar de los antecedentes el tratamiento realizado sobre los efluentes en esta tesis no mostré
disminuciones apreciables de materia organica. En un principio creemos que parte de la
problemdtica podria estar asociada a errores metodoldgicos en la determinacién de la DBO y
DQO, pero que alo largo de la tesis se fueron solucionando. Debido a esto parte de los resultados
contienen una amplia variabilidad. Por otro lado, creemos que la composicién del efluente
agrego al menos dos factores de variabilidad extra, la presencia de cloruros que interfirieron en
las determinaciones de la DQO, como también su heterogeneidad entre lotes de efluentes
tratados. Esto ultimo se ve reflejado en los resultados obtenidos en la seccion 3.4.2.4 en la que
se observa crecimiento de P. variotii en efluentes crudos a diferencia de lo obtenido en la seccién

3.4.2.3 en la que la filtracidén fue necesaria para el crecimiento del organismo. Esta diferencia se
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puede deber a un distinto nivel de pureza de los reactivos usados para realizar la concentracion
de la bilis bovina. Por otro lado, es posible que la pequefia disminucion de la materia orgdnica
por el tratamiento con P. variotii esté asociada a su escaso crecimiento. Esta Ultima problematica
es posible resolverla planteando el tratamiento de estos efluentes como una estrategia de
co-metabolismo mediante la cual, el agregado de nutrientes permita también el metabolismo
de los componentes del efluente (Harms et al., 2011). Entre las estrategias de co-metabolismo
el agregado de fuentes de carbono simples, como glucosa, resulta eficiente para el tratamiento
con hongos como A. niger, Cladosporium herbarumy T. versicolor, los cuales tuvieron aumentos
en la remocién de materia organica de entre 29-34 a 60-84% (Facd y Santaella, 2002; Saetang y
Babel, 2009). Es interesante remarcar que una variacion en la calidad de las fuentes de carbono
no parece modificar el rendimiento de los tratamientos, siendo posible realizarlos con el
agregado de sustratos de escaso valor comercial como residuos lignoceluldsicos (Collado et al.,

2019).

El hongo P. variotii esta reportado como una especie con alta capacidad degradativa. Es una
especie capaz de degradar compuestos fendlicos bajo diferentes condiciones (EL-Aziz et
al.,2015). Estos compuestos son altamente contaminantes y recalcitrantes en el ambiente,
mientras es posible tratarlos con métodos fisicoquimicos, estos son costosos y con un gran
numero de desventajas. La capacidad de P. variotii de degradar estos compuestos es una
evidencia de que este hongo es un buen candidato para el desarrollo de técnicas de

biotratabilidad (Wang et al., 2010).

Si bien no fue posible analizar el efecto de la inmovilizacién de los hongos en esponjas de
poliuretano, existen antecedentes de que podria ser un método adecuado para aumentar la
degradacion de materia organica en efluentes. Los beneficios de inmovilizar el hongo son varios,
tales como, un aumento en la resistencia al estrés por ruptura de las células en cultivos en
agitacién, a cambios de pH y a sustancias toxicas, ademas de permitir la recuperacion y retso de
la biomasa en el caso de una hipotética aplicacidon a gran escala (Collado et al., 2019). Los
materiales usualmente utilizados en la inmovilizacién de hongos son cenizas (Gao et al., 2004),
esponjas de poliuretano (Spina et al., 2018) o Ecomat (Wan Razarinah et al., 2015), en los que

se observa un incremento de biomasa a los 4 o 7 dias de cultivo.
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3.5. Estudio preliminar para el analisis de la tratabilidad bioldgica

Como parte del andlisis de la biodegradabilidad del efluente se realizé una evaluacién preliminar
del impacto del efluente filtrado en los barros activados, midiendo los sélidos suspendidos
totales y volatiles. Segun la informacidn provista por INTI sobre la tratabilidad del efluente de la
concentracién de bilis bovina, el efluente crudo causa un colapso de los barros activados,
entonces se realizd esta evaluacion para comprobar si el efluente que pasé por la filtracion

fisicoquimica también causa un colapso de los barros activados.

Se evalud el efecto de la filtracidn fisicoquimica sobre la tratabilidad biolégica con barros
activados. Para esto, en primer lugar, se realizd un periodo de aclimatacién del barro al efluente,
con sucesivas alimentaciones diarias. Las mismas consistieron en ir disminuyendo la cantidad de
efluente sintético a medida que se incrementaba la proporcién de efluente filtrado, con la
finalidad de disminuir los posibles efectos negativos del efluente filtrado sobre la estructura de
los barros activados. A continuacion, se alimento el sistema con la maxima proporcion DQO/DBO
aproximadamente 1:1, determinando a distintos intervalos la proporcién SSV/SST como se

muestra en la figura 27.
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Figura 27. Relacién de sélidos suspendidos volatiles (SSV)/ sélidos suspendidos totales (SST) en un barro activado

alimentado con el efluente filtrado.

No se observaron grandes variaciones en la relacion SSV/SST durante el ensayo, manteniéndose
entre 0,4y 0,6. Esta estabilidad en los barros muestra una adecuada aclimatacién del inéculo al
efluente filtrado. Para un desempefio éptimo de los barros en el tratamiento de efluentes es
deseable mantener una relacion SSV/SST entre 0,70y 0,85 (Von Sperling, 2015). El bajo valor de
SSV/SST indica que, al momento de realizacion del ensayo, el barro presenté un alto nivel de
mineralizacidn, caracteristica de barros activados viejos, por lo cual se decidid realizar un ensayo

exploratorio sobre el efecto del efluente crudo y el filtrado sobre los barros activados.

A continuacidn, se comparé la tratabilidad bioldgica del efluente crudo y del efluente filtrado
como la eficiencia de remociéon de DQO en el tiempo. En la figura 28 puede observarse que, al
cabo de 24 horas, ambas tasas de remocidn se ajustan a una ecuacién como la presentada en la

férmula 5.
Y=-mxx—»b
Formula 5. Ecuacion de una regresion lineal inversa.
Y =DQO a tiempo “t”’
m = tasa de remocién DQO/hora
x = tiempo en horas

b = DQO inicial
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Figura 28. Cambios en la determinacién de DQO a diferentes tiempos del efluente crudo y el filtrado.

En el caso del efluente crudo, la tasa de remocion fue de 91,2 mg O,/L.hora, mientras que la del
efluente filtrado fue de 123,4 0,/L.hora, lo que implica un incremento del 35 % en la eficiencia
del tratamiento. Para el efluente crudo y el filtrado los R? de las regresiones lineales fueron de

0,9944 y 0,9996 respectivamente.

Estos resultados nos dan un indicio de que podria haber un efecto sobre la biotratabilidad del
efluente al pasarlo por los tratamientos realizados en esta tesis, principalmente la filtracion

fisicoquimica.

68 | 77



4. Conclusiones

La ejecucidn de la presente tesis requirié de la puesta a punto de las técnicas de estimacidn de
materia orgdnica, las cuales fueron fundamentales para esta investigacion. Tanto la puesta a

punto del método de DBO como DQO fueron exitosas, validando su uso.

El efluente de estudio fue caracterizado utilizando los métodos previamente calibrados. Se
obtuvieron valores consistentes a los medidos por INTI respecto a su DBO. En cuanto a la
determinacion de materia organica mediante DQO, este ensayo no fue concluyente
posiblemente debido a la interferencia de iones cloruro. Esta problematica en cuanto el andlisis

muestra que hay una necesidad de investigar mds a fondo esta cuestidn.

Se logro una notable disminucién de la materia orgdnica luego del tratamiento primerio. Este
consistid en una neutralizacién con 6xido de calcio, seguido de una filtracién con tierra de
diatomeas y cartén de profundidad. Este tratamiento logré una disminucién del 54 % de la

materia orgdnica, la cual se estimé a través de espectrofotometria UV — Vis, DBO y DQO.

Se realizaron una serie de ensayos de seleccién de cepas capaces de crecer en presencia del
efluente. En la primera etapa se evalué el crecimiento de 20 cepas en medio agarizado
conteniendo un 50 % del efluente. En esta se seleccionaron las cepas Trametes sp. (CM7),
P. sanguineus (CM2), C. antarcticus (BAFC 266) y P. variotii (CM1). En la segunda etapa de
seleccidon se evalud la tolerancia de estas ultimas en concentraciones crecientes de efluente,
siendo P. sanguineus y P. variotii los de mayores CE50. En la ultima etapa se evalué el
crecimiento de ambas cepas en el efluente y con el agregado de NaNO; como fuente de

nitrégeno observando crecimiento Unicamente en los cultivos de P. variotii.

De las 20 cepas evaluadas se seleccionaron las cepas que mostraron evidencias de ser capaces
de crecer en un medio agarizado el cual contiene el efluente de la concentracién de la bilis
bovina. Estas cepas fueron Pycnoporus sanguineus, Paecilomyces variotii, Coriolus antarcticus y
Trametes sp. De estas cuatro cepas se evalud el nivel de tolerancia al efluente. P. variotii mostré
una mayor tolerancia (CE50: 50,86 %), seguida por P. sanguineus (CE50: 25,81 %). Trametes sp
(CE: 25,81 %) y Coriolus antarcticus (CE50: 14,36 %) resultaron ser mas susceptibles al efecto
téxico del efluente. Con las 2 cepas mas tolerantes se realizaron ensayos con medio liquido, con
el efluente en concentracién al 100 %, tanto crudo como filtrado. En el primer ensayo de

crecimiento en efluente crudo vy filtrado, con o sin la adiccion de NaNO3; como suplemento,
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Unicamente se observd crecimiento en P. variotii en efluente filtrado, mostrando una morfologia

menos estresada en los casos sin suplemento.

Por ultimo, se evalué el crecimiento de P. variotii en efluente utilizando 3 tipos diferentes de
inéculo: con colonias en medio agarizado, colonias ya crecidas en medio MG, colonias en medio
agarizado y 10 esponjas de poliuretano de 1 cm?3. En los tratamientos que mostraron crecimiento
de biomasa aparente fuero en el que se utilizaron colonias crecidas en medio agarizado MG y
en el que se utilizaron colonias en medio agarizado. Aun asi P. variotii no llegd a aumentar su
biomasa lo suficiente como para registrar una disminucion de materia organica

significativamente al tratamiento de filtracién en ninguno de los dos casos.

Si bien el tratamiento del efluente mediante la combinacién del tratamiento fisicoquimico y el
cultivo de P.variotii mostré una tendencia a la disminucidn de materia organica, esta no fue
suficiente para ser estadisticamente significativa, probablemente causado por la alta

variabilidad en los datos.

Los ensayos exploratorios realizados parecen indicar que la tratabilidad bioldgica del efluente
luego de aplicar el tratamiento fisicoquimico y el cultivo de P. variotii es mayor que la
tratabilidad biolégica de los efluentes crudos. Esto lleva a concluir que P. variotii es una cepa
con potencial de aplicacion en tratamiento de efluentes generados por la concentracién quimica

de sales biliares o de efluentes de similar composicion.
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4.1. Perspectivas

La linea de tratamiento de efluentes de alta carga orgdnica con hongos resulta una alternativa
interesante a los tratamientos tradicionales. Parte de esta linea de investigacion seria la
profundizacién del conocimiento de la cepa de P. variotii, especialmente respecto a su fisiologia
en condiciones de estrés, como las observadas en esta tesis. Esto implicaria la evaluacién de las

actividades enzimaticas inducidas durante su crecimiento en el efluente.

En relacidon con las condiciones de estrés, también se buscara disefiar ensayos para el
tratamiento del efluente utilizando el cultivo de P. variotii, considerando la inmovilizacion de la

cepa.

Otra posible linea a explorar seria modificar la disponibilidad de nutrientes para evaluar el co-
metabolismo de los componentes del efluente. Creemos que, ajustando variables importantes
como tipo de fuente de nitrégeno, porcentaje del efluente, entre otras, se podria mejorar la

transferencia de masa del efluente a los organismos evaluados.

Un antecedente que ejemplifica a favor del co-metabolismo de la materia organica presente en
el efluente son los resultados de Facé and Santaella (2002), quienes reportan una mejora en la
remocion de materia organica por DQO de un tratamiento fungico al adicionar glucosa al medio.
En este mismo sentido resultaria interesante ensayar el uso de materiales lignoceluldsicos como

fuente de nutrientes durante el tratamiento.

También seria posible mejorar las técnicas de analisis trabajando con otros laboratorios que ya
cuenten con las técnicas desarrolladas o explorar métodos alternativos, como la determinacion
de carbono organico total. Esta técnica seria una forma de evitar las dificultades encontradas
por la presencia de cloruros, tales como las interferencias durante la estimacion de materia

orgdanica por DQO vy los obstaculos en la determinacion de la DBO.

En una futura investigacion se podrd retomar el uso de P. sanguineus como cepa degradadora
del efluente, se podra mejorar los andlisis de materia orgdnica y mejorar el crecimiento de la
cepa usada, en especial en relacion con la inmovilizacién. Como fue mencionado anteriormente
la inmovilizacién beneficia a las cepas, aumentando su resistencia a diferentes clases de estrés
ambiental, por lo que esperamos que de esta forma P. sanguineus sea capaz de crecer en el

efluente y disminuir la concentracién de materia organica.
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5. Anexo

Se realizé una curva de crecimiento del hongo P. variotii cultivandolo en medio liquido malta-
glucosa con agitacidn. Se procesaron seis puntos cada 2 dias, siguiendo el crecimiento por 20
dias. Para cada punto se midié la biomasa por peso seco y se guardé el sobrenadante para medir

azlcares reductores por el método de Somogyi y Nelson.
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Figura 29. Grafico que muestra la biomasa obtenida a diferentes dias en un medio de MG y la masa de azucares
reductores detectada

Se observa un crecimiento exponencial del P. variotii hasta aproximadamente 6 dias, después
del cual se llega a la fase estacionaria de crecimiento. Luego de 20 dias la biomasa sigue estable,

por lo que no se llega a la degradacién de biomasa.

Los azucares reductores fueron medidos utilizando el método de Somogyi-Nelson (como
utilizado en Hatanaka & Kobara, 1980). No se detectaron cambios significativos en el contenido
de azlcares en el medio a lo largo del tiempo medido. Se observan diferencias significativas
solamente entre el tiempo 0 y el resto de las mediciones, pero esto se puede deber a la falta de

desvio estandar en la medicién del tiempo 0, ya que no tiene réplicas.
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