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RESUMEN

El vermifiltro (VF) esta considerado como una solucion basada en la naturaleza efectiva en el
tratamiento de aguas servidas. Se sugiere que la efectividad del sistema eliminando nutrientes y
materia organica es gracias a la actividad enzimatica del reactor producida por la relacion entre
las bacterias y lombrices. Sin embargo, los estudios que investigan el potencial enzimatico de
estos sistemas son escasos. Debido a lo antes indicado, el objetivo de este estudio es evaluar el
rendimiento de un VF y un biofiltro (BF) para eliminar materia organica, nutrientes y evaluando
la actividad enzimaética de la amilasa y proteasa, las cuales son enzimas especializadas en el
metabolismo de carbohidratos y proteinas. Se pretende profundizar sobre la influencia de la
lombriz en el tratamiento de aguas servidas. El influente fue obtenido de una PTAS rural a la
salida del tratamiento primario y las muestras fueron analizadas mediante espectrofotometria.
Los resultados entre los sistemas durante la eliminacion de demanda quimica de oxigeno (DQO)
muestran eficiencias de 54,2+16,5% y 51,9+18,5% para VF y BF respectivamente. En cuanto a
nutrientes, el estudio se centré en la eliminacion de nitrégeno del amonio (N-NH4*), eliminando
un 68,0£22,3% y 77,5+22,9% de N-NH4" en el orden dado para VF y BF. Por otra parte, el
fosforo del fosfato (P-PO4-3), para las eficiencias de eliminacién de VF y BF se elimina un
58,0+45,6% Yy 83,2+26,2% de P-PO42 respectivamente. Por ultimo, la actividad enzimatica de
los sistemas fue de 0,40+0,23 U/mgSSV en VF y 0,22+0,17 U/mgSSV en BF para la amilasa,
mientras que la actividad de la proteasa en VF y BF fueron de 0,0021+0,0013 y 0,0010£0,0007
U/mg SSV en tal orden. Finalmente, los resultados sugieren que la presencia de la lombriz no

influiria  de  manera significativa en el tratamiento de aguas  servidas



1 MARCO TEORICO

1.1 Las aguas servidas: Contextos, tratamientos e impactos
Las aguas servidas son un aspecto ambiental de interés publico, debido a que son emisiones que
cargan multiples contaminantes en su composicion. Con el paso del tiempo, a medida que las
actividades de los seres humanos han ido adquiriendo mayor complejidad, también lo han hecho
los residuos que los seres humanos generan, y las aguas servidas no son la excepcion. Las aguas
servidas estdn compuestas por la mezcla de aguas negras provenientes de excretas y de aguas
grises provenientes de tinas, bafieras, lavamanos y lavaplatos, de acuerdo con la definicion la
Ley 21075 del Ministerio de Obras Publicas sobre regulacién de aguas grises. Todos los
asentamientos humanos deben enfrentarse a este aspecto, sin embargo, es sabido que no todas las
localidades responden de la misma forma en materia de gestion y tratamiento de residuos. El
manejo y gestion de las aguas servidas en Chile, esta practicamente cubierto en la totalidad de las
zonas urbanas. Segun cifras oficiales, la cobertura de aguas servidas urbanas alcanza el 99,98%
(SISS, 2022); no obstante, el panorama resulta muy distinto cuando se considera la realidad de
zonas rurales. Chile en materia de conexion a alcantarillado y tratamiento de aguas servidas
rurales alcanza solo un 21 y 17% respectivamente, dejando una marcada brecha comparado con
el sector urbano de Chile e incluso si se compara con la cobertura de alcantarillado y tratamiento
de aguas servidas que posee Europa y Norteamérica, de un 50% y 47% (Banco Mundial, 2021).
Este bajo porcentaje de cobertura en las comunidades descentralizadas se explica por 2 factores
limitantes. Por un lado, esta la mano de obra capacitada para operar sistemas de mediana

complejidad (Ejemplo: Plantas de tratamiento de lodos activados) y, por otro lado, esta el recurso



econdmico necesario para la continua operacion del sistema, debido a la demanda energética

(SUBDERE, 2019).

Los influentes de aguas servidas son dispuestos en instalaciones de tratamiento conocidas como
Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas (PTAS). De forma resumida, el influente pasa por tres
etapas de tratamiento antes de ser descargada a un cuerpo receptor. Estas etapas son: Tratamiento
primario o fisico quimico, tratamiento secundario o bioldgico y por ultimo el tratamiento
terciario para contaminantes especificos. Cada tramo del proceso de descontaminacion esta
pensado para disminuir o eliminar la carga de algin contaminante en el influente incorporando
criterios técnicos y socioecondmicos para conseguir un tratamiento eficiente (Noyola et al.,
2013). El tratamiento primario se encarga de la eliminacion de solidos totales en el influente
ademas de grasas y aceites. Entre las técnicas mas empleadas en esta etapa se pueden mencionar
la floculacion, coagulacion, sedimentacion y flotacion. Por otro lado, el tratamiento secundario
se encarga de parametros relacionados al contenido de materia organica del influente como la
demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioldgica de oxigeno (DBOs). Algunas de las
tecnologias mas utilizadas son los lodos activados, digestion anaerobica, lagunas de
estabilizacion, etc. Por altimo, el tratamiento terciario esta relacionado a contaminantes mas
persistentes, como pueden ser algunas sales, metales, nutrientes, virus y demas componentes, por

ende, las tecnologias que comprenden esta etapa llegan a ser muy variadas (Ramalho, 1990).

1.2 Soluciones basadas en la naturaleza
En un intento por resolver las necesidades de sectores descentralizados respecto al manejo de
aguas servidas mediante vias no convencionales y con menos impactos negativos al medio

ambiente, es que aparecen las Soluciones basadas en la Naturaleza (SbN).



La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) describe a las soluciones
basadas en la naturaleza como: “acciones para proteger, gestionar de manera sostenible y
restaurar los ecosistemas naturales y modificados que abordan los desafios de la sociedad de
manera efectiva y adaptativa, beneficiando simultaneamente a las personas y la naturaleza”

(UICN, 2024).

Este tipo de tecnologias consumen menos reactivos quimicos y recursos energeticos (Boano et
al., 2020) y debido a su costo eficiencia estan consideradas como una solucién emergente para
tratar aguas domiciliarias aplicable en zonas rurales (Cross et al., 2021). Estas tecnologias son
parte de la estrategia para alcanzar un desarrollo sustentable debido a que poseen una baja
demanda de recursos naturales, lo que resulta en menores repercusiones en el medio ambiente
(Niknejad et al., 2022). Uno de los puntos que sustenta el planteamiento anterior es la capacidad
que poseen estos sistemas para descontaminar influentes y cumplir con limites de calidad
planteados en normas de emision. Esto permite el retorno del agua desde influentes
contaminados a cuerpos receptores sin ampliar la demanda de energia y recursos, reduciendo asi,

el impacto ambiental (Gémez et al., 2020).

El estudio e implementacién de este tipo de tecnologias se extiende en diferentes paises. La
Figura 1 muestra datos del portal cientifico Web of Science (2023) donde se muestra el nimero

de publicaciones cientificas en diferentes soluciones basadas en la naturaleza por pais.
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Figural. Numero de publicaciones asociadas a Soluciones Basadas en la Naturaleza en distintos
paises, donde ™ India;  China; M Estados Unidos; B Chile y M Espafia.

A comienzo de la década pasada en Chile, el 8% de las tecnologias de tratamiento bioldgicas
empleadas como tratamiento secundario estaba siendo ocupado por el uso del vermifiltro (Vidal
y Araya, 2014). Estos sistemas actualmente en uso estdn monitoreados por la Superintendencia
de Servicios Sanitarios y se rigen por el DS 90/2000 del Ministerio de Medio Ambiente y por el
DS 42/2002 del Ministerio de Medio Ambiente como las principales normas de emision

aplicables para su fiscalizacion.

1.3 Vermifiltro
Los vermifiltros son una SbN que consiste en el uso combinado de lombrices y bacterias, las
cuales conviven entre distintos medios filtrantes. Se describe como un tratamiento bioldgico, el

cual elimina la materia organica y nutrientes del influente, mediante un componente biético el
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cual consiste en la simbiosis lombrices-microorganismos y un componente abiotico el cual
comprende los procesos de adsorcion que ocurren en los medios filtrantes (Chicaiza et al., 2020).
Los resultados de algunas investigaciones muestran que estos sistemas pueden tratar diferentes
tipos de aguas residuales tales como aguas servidas (Liu et al., 2013), lodos de tratamiento
primario (Hait et al., 2011), suero de queso (Merlin et al., 2009), entre otras. Estas aguas
residuales pueden ser tratadas por medio del vermifiltro con bajos costos de operacion e
inversion (Chicaiza et al., 2020); sin embargo, requieren de grandes superficies para su puesta en

marcha.

Este sistema es sensible a las variaciones de materia organica del influente, debido a que bajas
tasas de carga organica (TOC) pueden limitar el alimento de las lombrices y microorganismos
(TOC < 0,2 kgDQO/m3d (Gutiérrez et al., 2023). El rendimiento también puede verse afectado
por cambios en el pH y temperatura; ya que el tratamiento esta basado en la actividad de
bacterias y lombrices, las cuales para un correcto rendimiento necesitan un clima adecuado que
no interfiera en su desarrollo y reproduccién. Respecto a los medios filtrantes, pueden usarse
materiales organicos del suelo como la grava, arena, carbdn, chip de madera, astillas y compost;
los cuales usualmente se encuentran estratificados en el sistema. En cuanto a las dimensiones del
reactor, los vermifiltros a escala real usualmente poseen un area unitaria de 0,75 m?/hab,
resistiendo caudales de hasta 600 L/dia de aguas servidas (Vidal y Araya, 2014). Por otro lado,
Singh et al. (2017) sefiala que los vermifiltros con alturas mayores a 0,61 m poseen mayor

capacidad de adsorcién y distribucion de contaminantes en los medios filtrantes.



1.3.1 Eisenia foetida dentro del vermifiltro

El vermifiltro se sustenta por la relacion que ocurre entre las lombrices y las bacterias del
sistema. Las lombrices son organismos que favorecen la biodegradacion, biooxidacion y
bioacumulacion de multiples contaminantes incluyendo compuestos organicos, compuestos
insolubles, pesticidas e incluso metales pesados. La literatura muestra que existe un alto grado de
simbiosis en el sistema de vermifiltracion, el cual relaciona a las lombrices con la microbiota
presente en los medios filtrantes. Esta relacion influye en la estabilizacion del contenido orgéanico
del influente, principalmente a raiz de la actividad enzimatica que ocurre en el tratamiento. Las
lombrices por si solas estan facultadas para digerir y asimilar solidos orgéanicos y las mas
empleadas en el sistema son especies con altas tolerancias a estresores ambientales y con una alta

capacidad reproductiva (Samal et al., 2017).

Eisenia foetida esta catalogada como la especie idonea para implementar en un vermifiltro. Su
presencia favorece la porosidad del suelo mediante excavacion y desplazamiento entre los
medios filtrantes, estimulando la aireacion del sistema y ademds es capaz de mineralizar
nutrientes disponibles como el nitrégeno y fésforo (Clause et al., 2014). Esta especie tiene un
ciclo de vida corto de 4 afios, tardan 21 dias en eclosionar de sus capullos o cocones, luego
permanecen en fase larval por 3 meses y alcanzan la madurez cuando desarrollan su clitelio,
indicando que ya pueden reproducirse. La frecuencia de apareamiento de Eisenia foetida es de 1
vez por semana. Estos organismos son hermafroditas, sin embargo, necesitan fecundarse
mutuamente con otro de su especie para reproducirse. Eisenia foetida deposita alrededor de 3
cocones o capullos por ciclo de apareamiento, sin embargo, pueden llegar hasta 10; por lo que se
les considera una especie con alto nivel de proliferacién. Las lombrices adultas pesan cerca de 1

gramo y son capaces de digerir el 100% de su peso en materia organica; sin embargo, solo un
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40% es retenido y convertido en biomasa (Somarriba y Guzman, 2004). Eisenia foetida posee
ademas un intestino medio en el cual conviven microorganismos capaces de producir enzimas
especificas para la degradacion de materia orgénica. Algunas de estas enzimas son la proteasa,
amilasa, xilanasa y celulasa. Dichas enzimas pueden degradar la materia orgénica y eliminar
protozoos, bacterias, parasitos y hongos (Zhang et al., 2000). En la Figura 2 puede observarse el
sistema digestivo de la Eisenia foetida, ilustrando sus érganos méas esenciales y a la derecha se

encuentra un esquema de su ciclo de vida.

-
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Figura 2.  a) Esquema del sistema digestivo de Eisenia foetida; b) Ciclo de vida de Eisenia foetida

1.3.2 Degradacion de materia organica
La degradacion de la materia organica esta impulsada por la accion de maultiples

microorganismos tales como bacterias, hongos, y protozoos; los cuales rompen los enlaces que



constituyen a los distintos compuestos organicos encontrados en aguas servidas, moléculas como
carbohidratos, proteinas y lipidos (Huang et al., 2010). Dependiendo de las caracteristicas del
reactor o sistema, es que se propiciara el desarrollo de especies diferentes de microorganismos,
ya sean aerobicos o anaerdbicos. El desarrollo de este proceso biolégico ocurre a medida que los
microorganismos del sistema entran en contacto con los compuestos organicos contenidos en un
influente, de modo que puedan ser utilizados como alimento. Los microorganismos en el
tratamiento trabajan para acelerar la descomposicién biolégica de materia organica bajo
condiciones ambientales controladas, monitoreando rangos de pH, temperatura y tiempos de

contacto para una dptima operacion (Von Sperling, 2007).

Frente a la presencia de oxigeno es que ocurre la ruta metabolica aerobica, en la que las enzimas
producidas por microorganismos aerobios heterétrofos impulsan la oxidacion de polisacéridos,
grasas y proteinas utilizando el oxigeno para el intercambio de electrones, dando como resultado
nueva biomasa al haber utilizado el carbono organico asimilable y por ultimo la produccion
moléculas de CO2y H2O (Ortega et al., 2022). Por otro lado, en condiciones exentas de oxigeno
ocurren procesos de degradacion anaerdbicos. La degradacion anaerdbica consta de cuatro
etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis; produciendo multiples productos

intermedios, culminando con la sintesis de CH4 y CO2 (Ortega et al., 2022)

Respecto al vermifiltro, siendo principalmente un tratamiento aerébico (Miito et al., 2021);
multiples autores destacan el buen desempefio del sistema para eliminar la materia organica.
Sinha et al. (2008) informa acerca de eficiencias del 90%, 80-90% y 90-95% para DBOs, DQO y
s6lidos suspendidos totales, respectivamente. Wang et al. (2015) obtuvo resultados similares en

la eliminacion del 94,2% de la DQO al trabajar con Eisenia foetida en aguas residuales



domeésticas. Rajpal et al. (2014) por su parte reporta eficiencias mayores al 80% respecto a la
eliminacién de pardmetros como DQO y hasta un 90% en la eliminacion de sélidos suspendidos

totales. Resultados de estudios afines pueden observarse resumidos en la Tabla 1.

1.3.3 Dinamicas de nutrientes en el sistema

Nitrogeno: El nitrogeno (N) es un nutriente de alta relevancia en términos de contaminacion
acuatica, ya que en ciertas cantidades figura como agente toxico frente distintos seres vivos y su
abundancia permite que se provoque la eutroficacion de cuerpos de agua, por ende, la
eliminacion de este nutriente es relevante para la proteccion del medio ambiente (Mon Sperling,

2007).

Estudios sugieren que al interior del vermifiltro existen secciones o etapas a lo largo del medio
filtrante que favorecen distintos procesos de transformacién del nitrégeno pertenecientes al ciclo
biol6gico del nutriente, el cual es abundante en efluentes como aguas servidas. Dicho ciclo
comienza con la amonificacion, etapa en la cual el nitrégeno organico disponible en el influente
proveniente de la materia fecal y la urea se transforma en amonio (NH4") (Ortega et al., 2022).
Posteriormente ocurre la nitrificacion, proceso aerébico que consta de dos fases, la primera;
donde el NH4" es oxidado a nitrito (NO2) denominada nitritacion, la cual es impulsada por
bacterias amonio oxidantes (BAO), y la segunda fase corresponde a la nitratacién, donde los
nitritos son oxidados a nitrato (NO3z”) mediante la accion de bacterias nitrito oxidantes (BNO),
siendo las bacterias del género Nitrosomas (BAO) y Nitrobacter (BNO) las méas estudiadas y
comunmente encontradas (Jarpa et al., 2007). La Ecuacion 1 representa la reaccion de nitritacion

del amonio y la Ecuacion 2 representa la nitratacion del nitrito.

2NH; + 30, - 4H™ + 2H,0+ 2NO;  Ecuacion 1



'

'»i_;'

2ZNO3; + 0, — 2NO3 Ecuacion 2
Seguido de la nitrificacion ocurre la reduccion del nitrato, dando como resultado final moléculas
de nitrogeno gaseoso (N2), el cual escapa a la atmodsfera en un proceso llamado desnitrificacion
(Sanchez et al., 2008) que puede ser impulsado por bacterias desnitrificantes de caracter
heterdtrofas, siendo dependientes de la disponibilidad de materia orgénica en el sistema para
llevar a cabo la desnitrificacion en un medio andxico o con poca aireaciébn como ocurre en zonas
mas profundas del vermifiltro (Fang et al., 2011; Pu et al., 2014). En la Figura 3 se ilustra el ciclo
bioldgico del nitrégeno, mostrando las formas mas relevantes que adopta este nutriente en un

sistema.

Nitrifi’cacién
Desnitriﬁcacidn

NZ
Nitrogeno
gaseoso

H N or;
Amonio W 5 i
Mg, - Materia roteina
'le vegetal

N org
Proteina
Animal

Figura 3.  Ciclo biolégico del nitrégeno (Adaptado de: Mosquera, 1998)

En cuanto a la eficiencia de eliminacion del nitrogeno de aguas servidas mediante vermifiltros,
estudios han reportado resultados por sobre el 90% de eliminacion de amonio (N-NH4") (Rajpal

et al., 2014) y sobre un 50% en la eliminacion de nitrégeno total (NT). Respecto a la
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concentracion de nitratos, Chowdhury et al. (2023) indica un aumento de 70 veces la
concentracion de N-NOz™ en efluentes a la salida del vermifiltro, producto de la nitrificacion del

N-NH4* en el sistema.

Fosforo: Otro nutriente presente en aguas residuales es el fosforo (P). Su presencia en los
sistemas acudticos genera el florecimiento de algas y plantas acuéticas, por ende, su control es
vital para evitar eutroficacion de los sistemas (Lopez et al., 2023). En la naturaleza P se
encuentra como fosfato (PO43) organico e inorganico. El fosfato organico esta presente en acidos
nucleicos, azucares fosfatados, fosfolipidos, etc. Por otro lado, el fosfato inorganico se encuentra
principalmente en minerales. El ciclo bioldgico del fésforo consiste en la mineralizacion del
fosfato organico a fosfato inorganico, mientras que el fosfato inorganico puede ser fijado o
inmovilizado de vuelta a fosfato organico. Dichos procesos son impulsados por la accion de

enzimas extracelulares secretadas por organismos vegetales y microbios (Carrillo et al., 2020).

En el vermifiltro y filtros percoladores en general, el fosfato del influente es eliminado por
principios de adsorcion idnica entre los cationes presentes en la superficie del medio filtrante y
los aniones de fosfato (PO4?) presentes en el influente. La capacidad de adsorcion del fosfato
dependera del material y composicion del medio filtrante, variando desde minerales metalicos
como aluminio, hierro y calcio a materiales organicos como carbon, chip de madera y compost
(Hua et al., 2016). Por ultimo, la adsorcidn de fosfato y otros nutrientes disponibles en el sistema
se vera favorecida por la proliferacion de microorganismos en la superficie del medio filtrante

(Lietal., 2015)

Respecto al comportamiento del fésforo en el sistema, estudios de Kumar et al. (2014) hablan de

un incremento de 350% del fésforo total a la salida del tratamiento, atribuyéndolo a la accion de
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las lombrices. Estas promueven una acelerada mineralizacion del fosfato disponible, ocasionando
un aumento de la concentracion del fosforo total en el efluente a la salida del vermifiltro, ademés
de que las excretas de las lombrices estan compuestas de alrededor de 1,22% de fosforo, factor
que aumenta los rangos reportados de fosforo total (PT) en el efluente de salida (Arora et al.,
2020; Kumar et al., 2015). Aportando en la discusion del fosforo en el sistema, Prabha et al.
(2007) en su estudio comparativo de los tractos digestivos de E. foetida y E. euginae, concluye
que la Eisenia foetida posee una alta actividad de enzimas fosfatasa acida y fosfatasa alcalina en
su organismo, a las cuales se le atribuyen la produccién de fésforo inorgéanico y fosforilacion

respectivamente.

1.3.4 Parametros operacionales que afectan el rendimiento de vermifiltros (VF)

Los parametros propios del disefio del sistema, tales como la densidad de lombrices
(lombrices/m®) y la carga hidraulica administrada al VF poseen un profundo efecto en el
rendimiento general del proceso, en donde altas tasas de carga hidraulica son favorables para la
actividad de vermifiltracion (Hait et al., 2011). La optimizacién del sistema se basa en
condiciones ideales para el desarrollo de los organismos que conviven en el ambiente disefiado;
considerando rangos optimos de carga organica alimentada en valores de 0,1-0,6 kg DQO/m?d y
flujos de carga hidraulica del orden de 0,3-3 m3m?d (Arora et al., 2014; Kumar et al., 2014). Se
requiere también un medio filtrante o combinacion de medios filtrantes en los cuales los
organismos puedan proliferar y desarrollar una biopelicula (biopelicula) a medida que van
reteniendo y eliminando contaminantes del influente, donde materiales como la arena, grava,
chip de madera o compost suelen ser opciones utilizadas para estructurar un medio filtrante en el
diseiio de vermifiltros (Xing et al., 2012). Generalmente se denomina a la capa superficial de

estos medios filtrantes como la capa activa (10 cm), donde ocurren con mayor intensidad los
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procesos metabolicos aerdbicos en el VF y pasado los 10 cm se encuentra la capa intermedia
situandose entre los 10 y 50 cm de profundidad en el sistema (Arora et al., 2014). A su vez, el
rendimiento de eliminacion de los contaminantes presentes en aguas residuales como la materia
organica y nutrientes depende de variables como el pH, la temperatura, la disponibilidad de

oxigeno del sistema.

Efecto del pH y temperatura: Uno de los procesos que forma parte del tratamiento es la
neutralizacion del pH, disminuyendo los valores de pH de 8,2 a valores de pH 7 (Arora et al.,
2016). Esta accion se le atribuye a la capacidad neutralizadora de las lombrices. Los datos
anteriores concuerdan con estudios de Barois y Lavelle (1986) que describen como el tracto
intestinal de la lombriz mantiene un pH entre 6 y 8 y expulsa excretas con rangos similares de

pH lo que ocasiona a su vez la neutralizacién del efluente a la salida del sistema.

Respecto a la temperatura, numerosos autores sefialan que se debe mantener un ambiente
templado de 15-28°C para no afectar la actividad microbiana del vermifiltro (Chicaiza et al.,
2020). Ademas, bajas temperaturas pueden comprometer la actividad de las lombrices al inhibir
su reproduccion y movimiento, causando incluso la muerte. El rango 6ptimo de temperatura para

las lombrices varia entre los 15y 30°C (Samal et al., 2017).

Oxigeno disuelto: Los vermifiltros tienden a estar estratificados a lo largo de los medios
filtrantes, separandose en zonas con mayor actividad metabolica en capas superficiales y zonas
con menor actividad metabdlica en capas méas profundas (Huang et al., 2021). Estas diferencias
son generadas por la infiltracion de oxigeno al sistema que provoca el movimiento de las
lombrices favoreciendo el crecimiento de microorganismos aerobicos en las primeras capas

(Yang et al., 2017). Por otro lado, la falta de disponibilidad de oxigeno favorece el crecimiento
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de bacterias anaerdbicas que generan emisiones de metano (CHs) debido a procesos
metanogénicos (Le Meir et al., 2001) y asi como también la proliferacion de bacterias
desnitrificantes. En algunos casos de estudio se detalla acerca de como el movimiento de las
lombrices a traves de los medios filtrantes se ve estimulado en sistemas con ventilacion asistida
lo cual se refleja en mayores porcentajes de eliminacion de materia organica debido a un
incremento de los procesos aerdbicos, procesos de nitrificacion y de la actividad enzimética que
ocurre en el vermifiltro (Huang et al., 2014). Las consecuencias de una pobre aireacion resultan
en condiciones anaerobicas implicando una degradacién mas lenta de material organico debido a
que las bacterias anaerdbicas poseen menor actividad que la microbiota aerdbica (Wang et al.,
2021). Valores tipicos de oxigeno disuelto para efluentes de biofiltros y vermifiltros van en

rangos de 0,8-1,0 y 1,5-2,1 mg de oxigeno/L respectivamente (Singh et al., 2019).

La Tabla 1 muestra vermifiltros con distintas eficiencias de eliminacion de materia organica y
nutrientes, asociado a los parametros de disefio y operacion del sistema. Se destacan los sistemas
construidos con chip de madera como su medio filtrante principal debido a que poseen mayor

desempefio eliminando dichos contaminantes.
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Tablal. Eficiencia de distintos vermifiltros en la eliminacion de materia organica y nutrientes
Capa activa Parémetr_qs de %Eficiencia de Eliminacion Tipo de
operacion aqua
Medio  Dmsies | 7o TCo DQO  ssT  NT  N-NHs N-NOy  PT 000
filtrante (Lombriz/m?3) (m¥m2d)  (kgDQO/m?d)
8000-8500 0,1 25 1,49 56,6+20 - L 427229 47+38 lete 19U
servidas
Compost Lodos de
7000-7500 0,35 1,3 0,9-1,8 68,02 - - - - - tratamiento
primario
A
. 80009500 03>~ 04T 0404 704:9 655:40 62,5+3 619 i O servides
Chip de 0,7 1,05 S ’ ’ ’ '
madera 0,47— Aguas
5000-6500 1-1,3 ’ 0,3-059 834+4 846+8 541+9 96,6+3 - 65+ 11 :
0,95 servidas
Aguas
16000~ 0,3- :
Otro 17000 0.35 0,2-4,2 0,050,339 70,7+4 90,13 65,7 92,1 - 81 servidas
medio
filtrante Agl.JaS
200-300 0,33 0,08 0,07 66,5+2 964+1 47,5+4 - 52,5+£2 44+2 servidas

H: altura; TCH: Tiempo de carga hidraulica; TCO: Tasa de carga organica; DQO: Demanda quimica de oxigeno; SST: Sélidos
suspendidos totales; NT: Nitrdgeno total; N-NH4": Nitrégeno del Amonio; N-NOgz™: Nitrégeno del Nitrato; PT: Fésforo total. Fuente:

adaptado de Gutiérrez et al. (2023).
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1.4 Generacion de la biopelicula
La biopelicula es una estructura compleja formada por aglomeraciones de distintas comunidades
de microorganismos, tales como levaduras, hongos, bacterias y protozoos; cuya presencia resulta
muchas veces perjudicial en el ambito alimenticio, biomédico y medioambiental (Huang et al.,
2019). No obstante, en este ultimo campo, se ha visto que la biopelicula tiene beneficios en el
tratamiento bioldgico de aguas servidas municipales, descontaminacion de cuerpos de agua

superficiales y aguas subterraneas (Boltz et al., 2017).

La biopelicula va edificAndose a medida que los microorganismos van adhiriéndose a una
estructura de soporte fija, como bio-carriers o en este caso un medio filtrante. De esta forma la
biopelicula fijada genera estabilidad estructural y proteccidon bacteriana ademas de formacion,
mantencién y comunicacion intercelular de la colonia de microorganismos, los cuales iran
capturando y consumiendo nutrientes para su desarrollo (Huang et al., 2014). Sin embargo,
eventualmente durante el tratamiento de aguas servidas, la biopelicula ira aumentando su grosor,
indicando cierta madurez o vejes, lo que ocasiona el desprendimiento de la biopelicula de la
estructura de soporte dejando espacio para la reproduccion de nuevas bacterias y la proliferacion
de una nueva biopelicula (Paul et al., 2012; Tang et al., 2011). Si el proceso de desprendimiento
no ocurre, se produce una acumulacion de biopelicula envejecida, afectando la transferencia de
nutrientes en el medio y, por ende, un decrecimiento en la actividad y eficiencia del sistema que
puede provocar su colapso. (Huang et al., 2017). Actualmente, los reactores cuyo funcionamiento
giran en torno a la formacion de una biopelicula son ampliamente usados para descontaminar
aguas servidas debido a su fuerte capacidad de adaptacién a aumentos de carga organica, baja

produccién de lodos y la reduccién de la concentracion de compuestos organicos y agentes
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toxicos como el nitrogeno del amonio presentes en el influente gracias a la actividad de la
biopelicula (Gonzales et al., 2009).
1.5 Actividad enzimatica del vermifiltro

Un factor que afecta todos los procesos ocurriendo en el vermifiltro es la actividad enzimatica,
ya que influye en la proteccion y adaptacion de la lombriz junto con la asimilaciéon y
metabolizacion de nutrientes y materia organica que pueda alcanzar el sistema en si. Estudios
realizados en vermifiltracion de aguas servidas, sefialan que las enzimas con mayor presencia en
el reactor son las que participan en la degradacion de grandes moléculas de polisacaridos, tales

como la xilanasa, celulasa y amilasa (Prabha et al., 2007).

Debido a la secrecion de numerosas enzimas como proteasas, celulasas y quitinasas es que las
lombrices en el vermifiltro son capaces de acelerar la degradacion bioquimica de los compuestos
organicos presentes en las aguas residuales (Kumar, 2015). Wang et al. (2021), detalla otras
especies de enzimas, que participan en la descomposicion aerébica de organicos, tales como la
catalasa, ureasa y la deshidrogenasa; y sobre como la actividad de estas enzimas incrementa en
condiciones de operacion 6ptimas en un medio aer6bico para la obtencion de mayores

rendimientos en la eliminacion de materia organica y nutrientes.

1.5.1 Amilasa

Con un enfoque puesto en el metabolismo de materia organica, la enzima con mayor importancia
biotecnoldgica, cuyo uso se extiende en mdultiples industrias tales como la farmacéutica,
procesado de cuero, textiles y alimentos es la amilasa (Sanjai et al., 2015). La amilasa actua
partir de la hidrolisis de las moléculas de almidon presentes en la materia organica produciendo

carbohidratos méas pequefios tales como unidades de glucosa, maltosa, maltotriosa, etc. (Rana et
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al., 2013). La amilasa esta presente en plantas, animales, hongos y bacterias, siendo estas Ultimas
la fuente més relevante para la innovacion biotecnoldgica debido a los cortos periodos de tiempo
requeridos para su cultivo y la facilidad que presentan las bacterias para su manipulacion a nivel
genético, destacando al genero de bacterias del género Bacillus (Prakasham et al, 2005).
Estudios de Hasan et al. (2017) acerca de la degradacion de desechos orgénicos de cocina,
determina que la actividad enzimatica de la amilasa analizada en bacterias del género Bacillus y
Chryseobacterium alcanzo su maxima produccion cercana a 3,5 U smlI™ smin en ambas cepas a

pH &cido entre 5y 7 y temperaturas de 37°C.

La amilasa es una hidrolasa que forma parte de un grupo de enzimas llamadas carbohidrasas.
Dicho grupo esta involucrado principalmente en la hidrolisis de polisacaridos y oligosacéridos,
destacando la amilasa, invertasa, celulasa y pectinasa. A su vez existen distintos tipos de amilasa,
tales como la a-amilasa, B-amilasa y la glucoamilasa. El sustrato de estas enzimas es el almidon;
uno de los polisacaridos méas abundantes en los alimentos (Kuriki y Imanaka, 1999), y acttan
sobre enlaces a-1,4-glucosidico, provocando distintas reacciones de hidrolisis dando como
resultado unidades de maltosas, dextrinas y glucosas. La amilasa puede provenir de distintas
fuentes, sin embargo, bajo el enfoque de esta investigacion se destaca la amilasa flingica
producida por especies de hongos y bacterias. Por ejemplo, hongos como Aspergillus oryzae,
productor de a-amilasa, y Aspergillus niger capaz de producir a-amilasa y glucoamilasa; ademas

de especies de bacterias como Bacillus subtiles, capaz de producir a-amilasa (Carbonero, 1976).

1.5.2 Proteasa
Las proteasas son otras enzimas de alta relevancia en escalas industriales, siendo utilizadas en el

area alimenticia, produccion de detergentes, industria farmacéutica y cosmética, siendo las
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proteasas de origen microbiano las mas significativas debido a su abundancia (Orhan et al.,
2005). Bacterias Bacillus como Bacillus subtilis y Bacillus cereus son conocidas productoras de
proteasas extracelulares, sin embargo, otras bacterias que destacan en produccién de las
proteasas son las del género Aeromonas, Serrania, Enterobacter y Pseudomonas, teniendo el
potencial de ser utilizadas en aplicaciones biotecnoldgicas a escalas industriales. Componentes
del ambiente de cultivo en que se desarrollen las bacterias influyen en la secrecion y actividad de
proteasas extracelulares, entre estos esta la disponibilidad de fuentes asimilables carbono,

nitrégeno y iones (Paredes et al., 2017).

Muiltiples plantas, animales, hongos y bacterias son fuentes de proteasas, siendo estos Gltimos los
productores mas abundantes en la naturaleza. Estas enzimas son capaces de hidrolizar enlaces
peptidicos de las proteinas y pueden encontrarse como proteasas acidas o alcalinas dependiendo
del pH de su medio. Las proteasas acidas actian de manera estable en un rango de pH de 2 a 8
(Ramirez et al., 2017). Sreelakshmi et al. (2013) evalGa la produccion de proteasa acida en cepas
de Bacillus cereus y Bacillus licheniformis, la cual superé los 600 U/ml-min a pH neutros de 6 a
7 respectivamente a 60°C de temperatura. Por otro lado, estudios acerca del desarrollo de
proteasas en medio alcalino producidas por bacterias Bacillus cereus y hongos Aspergillus niger,
mostraron estabilidad en rangos de pH de 6 a 12 teniendo como pH 6ptimo un valor de 9y 8 para
Bacillus c. y Aspergillus n. a temperaturas mesofilicas cercanas a los 32°C (Dubey et al., 2010;

Kotlar et al., 2015).
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1.6 Relacion del rendimiento de reactores en el tratamiento de aguas servidas y su
actividad enzimatica

De acuerdo con la literatura, existe una relacion directa entre la actividad enzimatica de los
procesos bioldgicos para el tratamiento de aguas servidas y el rendimiento que estos sistemas
puedan alcanzar durante su operacion. Poniendo énfasis al tratamiento de materia organica
dentro del sistema, si bien es necesario reconocer el aporte de la lombriz en estos procesos
metabdlicos, se debe tener claro que los verdaderos protagonistas de la degradacion de materia
organica son los microorganismos que residen al interior del vermifiltro (Zhao et al, 2010). En
ausencia de Eisenia foetida el sistema pasaria a adoptar un nombre distinto, conocido por
Biofiltro (BF), el cual posee las mismas caracteristicas operacionales de base que posee el
vermifiltro, a excepcion de las lombrices; puesto que estas figuran como un componente
adicional que llega a catalizar la accion bacterias que componen la biopelicula y descomponen
materia organica (Xing et al., 2010), por consiguiente, se entiende que las rutas metabdlicas que
degradan estos compuestos organicos del influente seguirdn ocurriendo con o sin lombrices, la

diferencia existe en el rendimiento que se pueda obtener utilizando un biofiltro o vermifiltro.

Frente a una correcta operacion del proceso teniendo una poblacion de lombrices desarrollandose
en un ambiente optimo, deberia verse reflejado en un sistema aerdbico; a causa principalmente
del aporte que genera la lombriz incrementando el oxigeno disponible mediante surcos y
excavacion en el medio filtrante (Singh et al., 2019), lo que también fortalecera las comunidades
de microorganismos aerobicos en la biopelicula, los cuales son relevantes en la degradacion y

oxidacion de compuestos organicos (Luth et al., 2011).
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Investigaciones de Samal et al. (2017) exponen acerca del papel determinante que juega la biota
intestinal de la Eisenia foetida al compartir ambiente con las comunidades de bacterias aerdbicas
del vermifiltro, resaltando que esta union favorece la secrecion de las enzimas digestoras, las
cuales son capaces de descomponer la materia organica que ingresa al sistema, considerando el
desarrollo de la actividad enzimatica a un pH 6ptimo con un rango de 6,3 a 7,3 (Wang et al.,

2010).

Al desarrollarse un ambiente abundante en oxigeno dentro del sistema, la ruta metabdlica
dominante que marca el paso de las macromoléculas como carbohidratos, proteinas y lipidos
hacia moléculas méas pequefias (didxido de carbono y agua) es la ruta aerdbica. Por otro lado, la
ruta metabolica anaerdbica posee un ciclo mas largo para metabolizar estas macromoléculas y
ademas entrega productos diferentes, considerando la metanogénesis como la fase final de la
descomposicion anaerobica, resultando en moléculas de didxido de carbono y metano, otro gas
de efecto invernadero (Gutiérrez et al., 2023). Como el metabolismo aerobico de materia
organica es de llevarse a cabo mas rapido que su contraparte anaerObica, es que existe
preferencia por la implementacion de sistemas aerdbicos en vez de sistemas anaerdbicos al
momento de tratar aguas servidas, ya que estos Gltimos tienden a desestabilizarse con mayor

facilidad y demoran mas tiempo en recuperarse de fallas operacionales (Singh et al., 2019).

Centrando el foco nuevamente en el ambiente aerdbico, es relevante el favorecer la presencia de
bacterias aerdbicas secretoras de distintas enzimas que impulsen la descomposicion de los
principales constituyentes organicos encontrados en las aguas servidas. Dentro de estas
macromoléculas se encuentran estructuras como la celulosa, hemicelulosa, lignina, almidon,

maultiples proteinas y cadenas de lipidos; para los cuales existen multiples familias de enzimas
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cuya secrecion desencadena la digestion y metabolismo de dichos constituyentes. La amilasa y
proteasa destacan de entre otras enzimas, ya que su actividad se reporta ampliamente en los
estudios relacionados al potencial enziméatico de procesos bioquimicos como los que ocurren al
interior de sistemas de tratamiento de aguas residuales como el vermifiltro, sustentado en que
son enzimas que participan de forma activa en la degradacioén de materia organica particulada y
disuelta; hidrolizando hidratos de carbono, lipidos y proteinas, por ende, la presencia de estas
enzimas es interpretada como un indicador positivo en los sistemas, permitiendo ver a la
actividad enzimética de un vermifiltro o biofiltro reflejada en términos de rendimiento
operacional en la eficiencia de eliminacion de materia orgéanica (Samal et al., 2017; Xing et al,

2010; Xu, et al. 2016).

Araiz de lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo es evaluar la actividad enzimatica
y el rendimiento de un vermifiltro en comparacion a un biofiltro, empleados en el tratamiento de
aguas servidas. Para cumplir con este objetivo se apuesta por tener dos sistemas de tratamiento a
escala de laboratorio: un vermifiltro y un biofiltro. Este ultimo se trata de una unidad de control
similar al vermifiltro compuesta de los mismos medios filtrantes, pero sin lombrices. El enfoque
de la investigacion se tendra puesto en la actividad de amilasas y proteasas, ya que es sabido que
por literatura es sabido que su presencia da cuenta de un buen funcionamiento en la eliminacion
de materia organica. EI monitoreo del biofiltro y el vermifiltro es justificado debido a que es
interesante ver la evolucion de estos sistemas en conjunto, ya que el resultado podra resaltar el
efecto de la actividad enzimatica que aporta la presencia de la lombriz en el tratamiento de aguas
servidas; por lo tanto, se apunta a generar informacidn que aporte en el marco del tratamiento de
aguas servidas en sectores descentralizados; especificamente en la eliminacion de materia

organica y nutrientes. Si bien, existen diferentes investigaciones en vermifiltros, no esta
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claramente identificado como las bacterias y lombrices son capaces de transformar y eliminar
diferentes tipos de contaminantes. Bajo este contexto, es posible que la actividad enzimatica de
cuenta de los efectos que tienen las lombrices en el sistema y nos entregue informacion relevante

para mejorar la operacion y rendimiento del VF.
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2 PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

2.1 Pregunta de investigacion
Teniendo en cuenta que las lombrices intensifican los procesos metabolicos en un medio
filtrante, ¢Es posible afirmar que la presencia de la lombriz influye significativamente en el

tratamiento de aguas servidas?

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general
Evaluar la actividad enzimatica y el rendimiento de un vermifiltro en comparacion a un biofiltro,

empleados en el tratamiento de aguas servidas.

2.2.2 Objetivos especificos
o Evaluar la eficiencia de eliminacion de materia organica en un vermifiltro y un biofiltro
utilizados para el tratamiento de aguas servidas.

o Comparar la eficiencia de eliminacién de nutrientes en un vermifiltro y un biofiltro

utilizados para el tratamiento de aguas servidas.

o Determinar la influencia de la lombriz sobre la actividad enzimética de un vermifiltro y

biofiltro utilizados para el tratamiento de aguas servidas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Disefio y montaje del vermifiltro y biofiltro

A escala de laboratorio se instalaron 2 unidades experimentales. Estos sistemas, estan hechos de

acrilico con las siguientes dimensiones: 0,15 m - 0,15 m - 0,50 m y constaron de 2 capas en el

siguiente orden de arriba hacia abajo: 40 cm de chip de madera y 5 cm de grava. Los sistemas

fueron montados en la Planta Piloto del Grupo de Ingenieria y Biotecnologia Ambiental (GIBA-

UDEC) de la Facultad de Ciencia Ambientales y fueron reubicados al inicio del periodo de

verano a un laboratorio puertas adentro de dicha Facultad.

Tabla2. Pardmetros de operacién

Valor o caracteristica

) Unidad de
Parametro did
medida Vermifiltro Biofiltro
Dlmen5|or|1_|e)s: (LxAxX cm x cm x cm 15 x 15 x 50 15 x 15 x 50
Medio de soporte
(Grava) cm > >
Medio filtrante (Chip om 40 40
de madera)
TRH h 24 24
Lombrices No aplica Eisenia foetida -
Densidad de poblacién lombrices/m?® 6913 -
Q L/d 0,5 05
TCO Kg DQO/m#d 0,01523 0,01523
TCH m3/m?2d 0,022 0,022

L: Largo; A: Ancho; H: Altura; TRH: Tiempo de retencion hidraulico; Q: caudal; TCO: Tasa de carga
organica; THC: Tasa de carga organica. Gutiérrez et al. (2023)
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Cada contenedor posee un volumen de 11,25 L y seran alimentados por aspersion con 0,5 L de
aguas servidas al dia con un tiempo de residencia hidraulico de 24 h. El proceso anterior fue

monitoreado con una bomba automatica la cual alimentaba el influente una vez por dia. En la

Figura 4 se ilustra un esquema de ambos sistemas.

n
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40 cm de chip de ,'r Influente ingresado  []Salida del *° Bacterias
madera /  por aspersion efluente ~ *, aerobicas

_ 5 cm de grava _/anbriz . Bomba

Figura4.  Esquema del funcionamiento de un Vermifiltro

3.2 Parametros fisicoquimicos e in situ
Los parametros in situ tales como el pH, OD, T°, potencial dxido reduccién, y conductividad
fueron medidos para el influente al inicio del tratamiento y para el efluente resultante al final del

tratamiento para comprobar un correcto funcionamiento del proceso. De forma similar se realizé
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el andlisis de los siguientes parametros fisicoquimicos: DQO, N-NH4", NT, N-NOs", N-NO2’, PT,
P-PO47, sélidos suspendidos totales (SST) y solidos suspendidos volatiles (SSV) debido a que se
trata de compuestos de interés los cuales estan presentes en el tratamiento de aguas servidas. Los
pardmetros mencionados en este apartado fueron analizados de acuerdo con métodos

estandarizados de la Asociacién Americana de Salud Publica (Baird et al., 2017).

3.3 Obtencion de influente y medio filtrante
El influente que se utilizara para alimentar los sistemas se obtendra de la PTAS municipales de la
localidad rural de Copiulemu perteneciente a la Comuna de Florida. Esta planta se trata de un
Vermifiltro a escala real el cual funciona con una tasa de carga hidraulica de 0,5 m¥/m?dia y la
DQO del influente esta en un rango de 800-900 mg/L.
De esta planta se extraeran 15 L de AS una vez cada 15 dias para alimentar a ambos sistemas
diariamente con 0,5 L/dia. El influente se almacenara a 4°C en la cAmara de frio hasta que sean

utilizadas.

3.4 Monitoreo de parametros
Para cada parametro in situ se planea utilizar un medidor multipardmetro portatii OAKTON
(PC650-480485) y un medidor de OD portatil (HANNA OXI 330i/set HI 9146-04) 1 vez por dia.
La determinacion de DQO se realizara por el método colorimétrico de reflujo cerrado utilizando
un espectrofotdmetro a 660 nm (Thermo Spectronic - Genesis 10 UV). Por otro lado, la
concentracion N-NH4*, N-NOs -, N-NO," y P-PO4 se determinaran mediante espectrofotometria.
Las concentraciones de NT, y PT serdn medidas utilizando Kits especificos de la linea
Spectroquant-Nova 60 de Merck. En cuanto a los parametros de SST y SSV se trabajaran por
método gravimétrico depositando las muestras filtradas en céapsulas de porcelana y posterior

secado en estufa a 103-105°C, para ser finalmente mufladas a 550°C (Baird et al., 2017). Por
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ualtimo, para la metodologia del tercer objetivo, se piensa muestrear en las capas superficiales de
los sistemas ya que de acuerdo con la literatura citada en el marco tedrico la mayor actividad
enziméatica toma lugar en los primeros 10 cm, zona conocida como la capa activa. La
determinacion de la actividad enzimética se realizara por métodos espectrofotométricos tanto en
el vermifiltro como en el biofiltro, ya que las bacterias encargadas de secretar enzimas que
degraden materia orgénica deberian encontrarse en ambos sistemas, sin embargo, esperamos
tener una actividad enziméatica mayor en el vermifiltro por la presencia de lombrices. El estudio
estara enfocado en medir la actividad enzimatica de la amilasa y proteasa, ya que su presencia
podria estar relacionado a un correcto funcionamiento del sistema para eliminar el material

organico (Samal et al., 2017).

3.4.1 Determinacion de la actividad de la amilasa

El analisis consiste en un método colorimétrico, cuya medicién se realiza en espectrofotdmetro
con longitud de onda A=540 nm, con lo cual se pretende conocer la concentracion de glucosa
generada a raiz de la actividad de la amilasa. La reaccion transcurre en 10 minutos a temperatura
controlada de 50°C en una incubadora (Zhang, 2007). La actividad enzimatica es determinada

mediante la siguiente formula:

C jiucosa Unidades mg glucosa

muesira

Lroaccion * Venzima mlenzimas (min =+ ml enzima)

Donde:
Cylucosa: concentracion de glucosa en la muestra, en mg/mi

treaccion: tiempo que actua la enzima en el sustrato. En este ensayo son 10 minutos.
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Venzima: Volumen de disolucion de muestra empleado. En este ensayo, 1 mL.
Vmuestra: VOlumen de muestra usado en las cubetas de espectrofotometro. En este ensayo, 4 ml.
FD: Factor de dilucion empleado, en este caso 20 mL.

El resultado final de la actividad enzimética se expresa en:
Unidad de actividad enzimatica/mg Solidos Suspendidos Volatiles=U/mg SSV

Debido a que de esta forma se representa mejor la cantidad de enzima que cataliza el
metabolismo de 1 pmol de sustrato por minuto, por miligramos de sélidos suspendidos volatiles,

los cuales representan el componente analizado, en este caso la biopelicula del medio filtrante.

3.4.2 Determinacion de la actividad de la proteasa:

El analisis consiste en un método colorimétrico cuya medicion se ejecuta en espectrofotdmetro a
una longitud de onda de A=660 nm. Esta metodologia pretende cuantificar la actividad de la
proteasa a raiz de conocer la concentracién de tirosina generada por la enzima. La reaccion
transcurre en 10 minutos a temperatura controlada de 37°C en una incubadora de acuerdo lo
indica la metodologia de Sigma-Aldrich (2023).

La actividad enzimatica es determinada mediante la siguiente formula:

Cg{ucusn

Unidades mg glucosa
*V,estra * FD = = _
muestra [:rni e:r:zi*nms] {min * ml enzima)

1)

L cc:’u:'un*l['?emz:'mn

Donde:
Ciirosina: cONcentracion de tirosina en la muestra, en mg/mi

treaccion: tiempo que actda la enzima en el sustrato. En este ensayo son 10 minutos.
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Venzima: Volumen de disolucion de muestra empleado. En este ensayo, 1 mL.
Vmuestra: VOlumen de muestra usado en las cubetas de espectrofotometro. En este ensayo, 4 ml.
FD: Factor de dilucion empleado, en este caso 11 mL.

El resultado final de la actividad enzimatica se expresa en:
Unidad de actividad enzimatica/mg Solidos Suspendidos Volatiles=U/mg SSV

Debido a que de esta forma se representa mejor la cantidad de enzima que cataliza el
metabolismo de 1 pmol de sustrato por minuto, por miligramos de sélidos suspendidos volatiles,

los cuales representan el componente analizado, en este caso la biopelicula del medio filtrante.

3.5 Anadlisis Estadistico
El analisis estadistico sera aplicado a los datos obtenidos para el tratamiento de ambos sistemas,
donde previamente se aplicara una prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los
datos y dependiendo del resultado, ejecutar una prueba de t-student para datos con distribucion
normal y un test de Wilcoxon para datos sin distribucién normal. Para este analisis, se considerd
un coeficiente de significancia de a=0.05, Por lo tanto, existiran diferencias estadisticamente

significativas, si el pardmetro resultante (P) de cada prueba es menor o igual a 0.05.
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4 APORTEALOS ODS

El objetivo de desarrollo sostenible (ODS) principal relacionado a esta investigacion es el ODS
nimero 6: Agua limpia y saneamiento. Ya que, a través de la optimizacion de tecnologias
sustentables como pueden ser las soluciones basadas en la naturaleza, en este caso un vermifiltro,
es posible progresar en materia ambiental al cubrir las necesidades de saneamiento de
localidades rurales, mediante el tratamiento eficiente de aguas servidas para su posterior
disposicion en cuerpos receptores de forma segura para el medio ambiente y las comunidades

humanas.
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5 RESULTADOSY DISCUSION

5.1 Caracterizacion del influente
La Tabla 3 muestra los distintos rangos y promedios de los parametros in situ y fisicoquimicos
que presenta el influente extraido de la PTAS de Copiulemu posterior a un tratamiento primario.
La DQO, presentd un valor promedio de 762,7 + 239,7 mg/L. La variacion se explica por una
falla en el tratamiento primario de la PTAS de Copiulemu durante los meses de septiembre y
octubre, por ende, el influente llegaba al laboratorio con grandes cantidades de solidos. Esto

aumento la DQO por sobre 10s1000 mg/L.

El nutriente mas abundante en el influente es el nitrégeno del amonio (N-NH4*), representando
98% de las formas de nitrogeno total presentes en el influente, con concentraciones promedio de
81,4 + 36,4 mg/L. Le sigue muy por debajo el fosforo del fosfato (P-PO4%), con concentraciones

promedio de 8,1 + 3,1 mg/L.
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Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica del influente
Parametro Unidad Rango Promedio + DE
In situ T °C 13,6 — 25,0 19,0+ 3,6
pH - 6,28 — 8,80 7,8+0,6
oD mg/L 0,4-38 1,3+0,8
CE mS/cm 1,138 — 4,155 2,994 +0,9
POR mV -212,0 - 214,3 -26,0 + 140,1
Materia organica DQO mg/L 397,6 - 1196,1 762,7 £239,7
SST mg/L 54,9 -419,0 242,6 +169,0
SsvV mg/L 38,5-391,3 200,8 + 156,6
Nutrientes NT mg/L 46,0 — 140,0 82,7+£29,1
PT mg/L 6,3-11,7 9,0+27
N-NH4" mg/L 25,2 - 168,8 81,4 + 36,4
N-NO2 mg/L 0,019 - 0,118 0,04 + 0,02
N-NO3z mg/L 0,14 -2,2 1,1+0,5
P-PO43 mg/L 44-120 8,1+31

T: Temperatura; pH: Potencial hidrégeno; OD: Oxigeno disuelto; CE: conductividad eléctrica; POR:
Potencial 6xido reduccion; DQO: Demanda quimica de oxigeno; NT: Nitrogeno total; PT: Fdsforo total;
SST: Sélidos suspendidos totales; SSV: Sélidos suspendidos volatiles; N-NH4*: Nitrogeno del amonio;
N-NO_: Nitrégeno del nitrito; N-NO3™: Nitrégeno del nitrato; P-PO43: Fésforo del fosfato.
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5.1.1 Materia organica

La Figura 5 muestra las eficiencias de eliminacion de DQO en ambos sistemas a través del

tiempo y a distintas temperaturas de operacion.

T OC T T T
e 17,7£1,0 X 24,0£2,6 ' 20,1%1,8 ! 25,3+0,7

100

Eficiencia de eliminacion de DQO (%)

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 1

T T
0 130 140 150
Tiempo de operacion (d)

Figura 5. Eficiencia de eliminacién de DQO de ambos sistemas a través del tiempo de operacién;
donde e vermifiltro (VF) y A biofiltro (BF). Las secciones delimitadas por las lineas rojas punteadas
representan la temperatura de operacion promedio en el intervalo de tiempo correspondiente.

En la primera seccién se opera a una temperatura de aproximadamente 18°C entre los meses de
agosto y septiembre, seguido por un periodo de mayor temperatura de 24°C entre el mes de
octubre hasta los primeros dias de diciembre, tiempo en el cual se ven los puntos de menor
eficiencia de eliminacion del vermifiltro (VF) respecto a la seccion anterior y respecto a la
gréfica en general; decreciendo desde un peak de aproximadamente 75% de eficiencia de
eliminacion de DQO hasta un minimo de un 20%. Es posible explicar esta disminucion en la
eficiencia de eliminacion de la DQO, por el alza de temperatura que se dio en el invernadero en

primavera. Esto factor de estrés pudo haber inhibido la actividad de las lombrices. Sin embargo,
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por otro lado Arora et al. (2016) presento otra tendencia en su investigacion, ya que por sobre los
25°C, obtuvo eficiencias de eliminacién de DQO y SST mayores a 80 y 70% respectivamente,
afirmando que el rango de temperatura éptimo de operacién para el VF esté entre los 25y 27°C,
sin embargo, cabe destacar que dicho experimento estaba disefiado con una tasa de carga
hidraulica (TCH) de 1 m®md?, alimentando un caudal de 50 litros por dia para un sistema cuyas
dimensiones eran de 25m- 20m- 30m, por ende, es posible que mayores tasas de carga hidréaulica,
incrementen la humedad y ayuden a compensar los efectos de la temperatura en el sistema. La
tasa de carga hidraulica utilizada en esta investigacion es de 0,022 m®/m?2d (con un Q = 0,5 litros
por dia). Es probable que con las dimensiones del sistema (15cm -15cm -50cm) haya sido
necesario una TCH mayor para evitar variaciones tan notorias en la eficiencia del sistema frente

aumentos de temperatura.

La tercera seccion del gréfico representa 20 dias del mes de diciembre, en los cuales los sistemas
fueron reubicados del invernadero hasta el laboratorio. Durante este periodo, con una
temperatura de 20°C, los sistemas presentaron una evolucién positiva llegando a valores
maximos de eliminacién de la DQO de 80 y 90% para el VF y BF respectivamente. Durante el
altimo periodo a una temperatura de 25°C, ambos sistemas nuevamente muestran una baja en la

eficiencia para eliminar DQO, este decrecimiento se estabiliza en un 50% en el VF.

A lo largo del tiempo de operacidn, la eficiencia de eliminacién promedio obtenidas en DQO,
SST y SSV fueron de 54,2+16,5%, 63,1+13,0% y 70,9£13,0% respectivamente para VF,
mientras que BF obtuvo eficiencias de 51,9+18,5%, 74,7+10,0% y 78,1+13,0% en la eliminacion
de DQO, SST y SSV. Existen diferencias entre los resultados de este experimento en

comparacion con los informados por Lourenco y Nunes (2017), donde para un vermifiltro se

35



obtienen eficiencias de eliminacion de 79,7+0,1% y 98,4t0,1% para DQO y SST
respectivamente y para un biofiltro se reporta eficiencias de eliminacién de 77,6+0,1% para
DQO vy 98,4+0,1% para SST. En términos de eliminacion de DQO los resultados se acercan mas
a los informados por Huang et al. (2013), donde sus reactores obtienen eficiencias de eliminacion
de DQO de 68,48+9,1% para un vermifiltro y 55,6+5,1% para un biofiltro, no obstante, el
desempefio del VF sigue siendo menor que el informado por otros casos de estudio en la
bibliografia, lo cual puede ser explicado por las condiciones de operacion como la temperatura,
el TCH o también por la lombriz, que por su presencia y comportamiento, retrase la
estabilizacion del VF. Los resultados entre el VF y BF no obtuvieron diferencias estadisticas

significativas (P=0,55>0,05(a)).

5.1.2 Nutrientes
Nitrégeno: Los principales nutrientes en el influente son el nitrégeno del amonio (N-NHy"),

fosforo del fosfato (P-PO4%) y una menor concentracion de nitritos y nitratos.

En la Figura 6 se muestra la eficiencia de eliminacion de nitrégeno del amonio en ambos
sistemas a través del tiempo de operacion. En general, durante el tiempo de operacion, el BF
tuvo una eficiencia de eliminacién mayor que el VF, sin embargo, se destaca que las eficiencias

de ambos sistemas se mantienen por sobre el 70% a temperaturas sobre los 20°C.

A pesar de que el BF posee una eficiencia de eliminacion promedio de N-NH4" mayor que el VF,
77,5£22,9% y 68,0+22,3% respectivamente, no son diferencias estadisticamente significativas

(P=0.17>0,05(ct)).
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Figura 6. Eficiencia de eliminacion de N-NH;" de ambos sistemas a traves del tiempo de
operacion; donde e vermifiltro (VF) y A biofiltro (BF). Las secciones delimitadas por las lineas
rojas punteadas representan la temperatura de operacion promedio en el intervalo de tiempo
correspondiente.

La eficiencia de eliminacién de nitrogeno del amonio en el vermifiltro es un 25% menor a lo que
se reporta en otros casos de estudio encontrados en bibliografia. Por ejemplo, Wang et al. (2015)
reporta una eficiencia de eliminacion 93,3% de N-NH4*.

Asu vez, la eliminacion de Nitrogeno total también es mayor en BF que en VF, donde el primero
elimina 80,1+8,3% de NT y el ultimo un 56,4+10,0%, sin embargo, los valores obtenidos en VF
concuerdan con los valores que se encuentran en bibliografia, donde Rajpal et al. (2014) informa
eficiencias de eliminacién de Nitrogeno total de un 54,1+9,0%.

La brecha que existe entre el BF y VF respecto a la eliminacion de NT puede atribuirse a los
procesos de nitrificacion y desnitrificacion por los cuales puede eliminarse amonio,
transformandolo en nitrito, luego a nitrato y por Gltimo de nitrato a nitrogeno gaseoso,
provocando una disminucién del nitrégeno total en el sistema relacionado al cambio de fase del
nutriente (Ortega et al., 2022). En la Figura 7 y 8 puede observarse la generacion de nitrito y
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nitrato en los sistemas, donde se aprecia que tanto en VF y BF hubo un incremento de las
concentraciones de nitrito y nitrato en relacion con el influente, esto a raiz del proceso de

nitrificacion (Wang et al., 2015).
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Figura 7.

La concentracion de nitrégeno del nitrito (N-NO2") promedio en el influente es de 0,04+0,02
mg/L y aument6 a 0,55+0,63 y 0,17+0,19 mg/L en VF y BF respectivamente. Los valores
promedio poseen altas desviaciones estandar dando a entender una alta dispersion de los datos en

torno a la media, debido a que los valores del nitrito en el sistema eran bastante inestables como

20

Comparacién de las concentraciones de N-NO, en todos los sistemas analizados a través
del tiempo de operacion; donde e vermifiltro (VF) y A biofiltro (BF) y m influente. Las secciones
delimitadas por las lineas rojas punteadas representan la temperatura de operacion promedio en el
intervalo de tiempo correspondiente.

se ilustra en la Figura 7.
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En la Figura 8 se muestra la generacion de nitrégeno del nitrato (N-NOz") en los sistemas, donde
la concentracion promedio del influente es de 1,1+0,5 mg/L de N-NOs" la cual aumenta en los

efluentes a 10,5+8,8 y 5,6+4,1 mg/L en VF y BF respectivamente.

Tee 17,7+1,0 ' 24,0+2,6 ' 20,1+1,8 25,340,7

30

25

20

—
s

Concentraciones de N—NOJ' (mg/L)

10 | 4 .
| /L
5 8y : = '
=‘=h=-=-°-_"‘“—-—-—-__‘ /.1—;:::112 =Y | 1
™ —— = ! /l,______h__h 1 : I
ol ——m —m-"——u_—u e B
1 T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Tiempo de operacion (d)

Figura8.  Comparacion de las concentraciones de N-NOs en todos los sistemas analizados a través
del tiempo de operacién; donde e vermifiltro (VF), A biofiltro (BF) y m influente. Las secciones
delimitadas por las lineas rojas punteadas representan la temperatura de operacion promedio en el
intervalo de tiempo correspondiente.

El aumento del nitrato es algo que ocurre cominmente en estos reactores debido a la nitrificacién
del nitr6geno del amonio. Chowdhury et al. (2023) sefiala que el nitrato puede incrementar hasta
70 veces la concentracion del influente después del tratamiento con vermifiltracién debido a la
actividad nitrificante del sistema. Una mayor concentracion de nitrato en el VF que en BF puede
atribuirse a que los procesos de desnitrificacién ocurren en mayor magnitud en el ultimo sistema.
El nitrato residual en los efluentes del VF y BF conforma aproximadamente una tercera parte del
Nitrogeno total de ambos sistemas, de esta forma, el que haya una menor desnitrificacién en el

vermifiltro podria explicar las concentraciones mayores de nitrato a la salida del tratamiento ya
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que el nitrogeno estaria quedando dentro del sistema y no saliendo en forma de nitrégeno

gaseoso, por dende se obtienen menores eficiencias de eliminacion de nitrogeno total en

comparacion con el biofiltro (Wang et al., 2016). Uno de los factores que podria propiciar la

desnitrificacion en el BF es la ausencia de la lombriz, la cual aumenta la infiltracion de oxigeno

al reactor, efecto que ocurre en el VF mas no en el BF, de esta forma se genera un ambiente

anoxico en el BF favoreciendo el proceso de desnitrificacion (Fang et al., 2011).

Fosforo: Por ultimo, en la Figura 9 se ilustra el comportamiento del fosforo del fosfato a lo largo

del tiempo de operacion.
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Figura 9. Eficiencia de eliminacién de P-PO,2 de ambos sistemas a través del tiempo de

operacion; donde e vermifiltro (VF) y A biofiltro (BF). Las secciones delimitadas por las lineas
rojas punteadas representan la temperatura de operacion promedio en el intervalo de tiempo

correspondiente.

Se destaca que el BF obtiene eficiencias de eliminacion por sobre el 90% de este nutriente

durante la mayor parte del funcionamiento de los reactores hasta decrecer a un 20% de eficiencia

en la ultima medicion. Por otro lado, en cuanto a la eficiencia de eliminaciéon del VF, esta se
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comporta de manera mucho mas inestable, con varios minimos y maximos a lo largo del tiempo
de operacion, obteniendo siempre un menor desempefio que el BF llegando incluso, a eficiencias

de eliminacion negativas.

Respecto al desempefio del BF en la eliminacion de fosforo del fosfato (P-PO43), valores por
sobre el 90% de eficiencia son debido a la alta capacidad de adsorcién que posee el sistema
gracias al medio filtrante (Carrillo et al., 2020), reteniendo el fosfato por la mayor parte del
tiempo de operacion reflejado en altas eficiencias, sin embargo, en las Ultimas mediciones se
observa un decrecimiento considerable en el desempefio del BF, decreciendo desde un 90% hasta
un 40% en la eficiencia de eliminacion P-PO4. Esto podria explicarse por la disminucion de los
sitios activos disponibles para la adsorcion del P-PO4. En el VF la tendencia es distinta, debido
que a lo largo de la investigacion este sistema mostro un desempefio inferior en la eliminacion de
fésforo del fosfato que el BF, siendo su eficiencia de eliminacién promedio de 58,0+45,6% y
83,2+26,2% para VF y BF respectivamente, ademas para el pardmetro de PT, las eficiencias de
eliminacién de VF y BF son de 62,1+8,9% y 89,2+3,6%. De acuerdo con la bibliografia no es de
extrafiar un bajo desempefio en la eliminacion de P-POs3 y de fdsforo total (PT) en un
vermifiltro. Algunos autores indican que este efecto lo causan las lombrices, al promover la
mineralizacion del fosfato y generar excretas ricas en este nutriente (Arora et al., 2020). Por su
parte Kumar et al. (2015) report6 un aumento de 350% de PT a la salida del tratamiento, tal y
como lo muestra la Figura 8, en la cual se informa de una eficiencia de eliminacion negativa del
63,7£1,2%, indicando que esta ocurriendo un aumento del fosfato en el sistema. Por otro lado,

Zhao et al. (2014), informa del efecto contrario en su investigacion, ya que reporta una eficiencia
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de eliminacion del 87+9% de PT. En este apartado los resultados obtenidos en ambos sistemas

para este nutriente si mostraron diferencias significativas (P=0,04<0,05(a)).

5.2 Actividad enzimética

5.2.1 Actividad enzimatica de la amilasa

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de la actividad enzimatica de la amilasa en el VF
y BF medida en unidades de actividad sobre miligramos de solidos suspendidos volatiles. Se
puede apreciar que el VF posee mayor actividad en general comparado con el BF, obteniendo

valores maximos de 0,78+0,10 y 0,63+0,1 U/mg SSV a temperaturas cercanas a los 25°C.
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Figura 10. Actividad enzimética de la amilasa en ambos sistemas a través del tiempo de operacion;
donde e representa la actividad de la amilasa registrada en el vermifiltro (VF) y A representa la
actividad de la amilasa en el biofiltro (BF). Las secciones delimitadas por las lineas rojas punteadas
representan la temperatura de operacion promedio en el intervalo de tiempo correspondiente.

La actividad de la amilasa promedio para VF y BF fue de 0,40+0,23 U/mg SSV y 0,22+0,17

U/mg SSV, lo cual concuerda con la tendencia vista en otros casos de estudio.
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Por ejemplo, Li et al. (2013) informa la actividad de la amilasa analizada en un vermifiltro y
biofiltro, con rangos de actividad entre los 2,00 y 2,78 mg/min-g SSV para VF y 1,48 y 2,48
mg/min-g SSV para BF, siendo este ultimo sistema el que posee menor actividad, atribuyendo
esta brecha al efecto que posee la lombriz sobre el biofilm y la secrecién de enzimas
microbianas, ademas del aporte enzimético que poseen las excretas de las lombrices. Los datos
anteriores concuerdan con el caso de estudio de Ma et al. (2016) en la cual se le atribuye a la
presencia de la lombriz un aumento del 123% en la actividad de la amilasa en un vermifiltro
comparandolo con la actividad de un biofiltro. Sin embargo, a pesar de que en esta investigacion
la actividad de la amilasa en VF es mayor que en BF, las diferencias resultaron no ser

estadisticamente significativas (P=0,07>0,05(a)).

5.2.2 Actividad enzimatica de la proteasa

Por ultimo, la Figura 11 muestra el comportamiento de la actividad enzimatica de la proteasa en
el VF y BF, también medida U/mg SSV. Para este caso, nuevamente se obtiene una mayor
actividad en el vermifiltro, y como se muestra en la figura, los valores méximos de
0,0044+0,0014 y 0,0027+0,0009 U/mg SSV para VF y BF respectivamente, fueron alcanzados a

temperaturas de operacion promedio de 20°C.
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Figura 11. Actividad enzimatica de la proteasa en ambos sistemas a través del tiempo de operacion;
donde e representa la actividad de la amilasa registrada en el vermifiltro (VF) y A representa la
actividad de la amilasa en el biofiltro (BF). Las secciones delimitadas por las lineas rojas punteadas
representan la temperatura de operacion promedio en el intervalo de tiempo correspondiente.

La actividad enzimatica de la proteasa en promedio durante el tiempo de operacion fue de
0,0021+0,0013 U/mg SSV y 0,0010+0,0007 U/mg SSV para VF y BF respectivamente. Dichas
cifras concuerdan con resultados de Xing et al. (2012), el cual informa la actividad de la proteasa
medida en un vermifiltro y biofiltro, con actividad promedio de 0,95 y 0,69 mg/min-g SSV para
VF y BF respectivamente, llegando a conclusiones similares a Li et al (2013) sobre el efecto que
posee la lombriz sobre las comunidades de microorganismos y el incremento que esta supone en
la actividad enzimatica de los sistemas. Ma et al. (2016) también incluye en su investigacion el
estudio de la actividad de la proteasa en sistemas de vermifiltracion, concluyendo que la
presencia de la lombriz aumentd en un 130% la actividad de la proteasa en un vermifiltro en
comparacion con la actividad de un biofiltro. En esta investigacion, las diferencias resultaron ser

estadisticamente significativas (P=0,02<0,05).
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CONCLUSIONES

El desempefio promedio del VF es de 54,2+16,5% en eficiencia de eliminacion de materia
organica, medida como DQO, alcanzando un maximo de 85,7+5,2% a temperaturas de
operacion de 20°C. Respecto al BF, este posee un desempefio del 51,9+18,5% en eliminacion
de DQO.

En cuanto a los nutrientes, el VF elimina un 68,0£22,3% de N-NH4" mientras que el BF
elimina un 77,5£22,9%. La eficiencia de eliminacion promedio de P-PO42 fue de
58,0+45,6% y 83,2+26,2%, para VF y BF, respectivamente. Cabe destacar que, las
concentraciones de P-PO4 incrementaron hasta un 63,7+1,2% en el VVF llegando a un valor
de 19,4+0,1 mg/L.

Para la amilasa, las actividades promedio de VF y BF, fueron de 0,40+0,23 y 0,22+0,17
U/mg SSV respectivamente, con una actividad méaxima de 0,78+0,10 U/mg SSV para VF y
0,63+0,1 U/mg SSV para BF, la cual se alcanz6 a temperaturas de 25°C en ambos sistemas.
Mientras que, para la proteasa, las actividades de VF y BF fueron de 0,0021+0,0013 y
0,0010+0,0007 U/mg SSV en el orden dado, con una actividad maxima de 0,0044+0,0014
U/mg SSV en el VF y 0,0027+£0,0009 U/mg SSV para BF, alcanzado a los 20°C.

Por tanto, la relacion de la lombriz con la actividad enzimatica resultd no ser una variable
determinante en cuanto al rendimiento del sistema, por ende, no es posible afirmar que la

presencia de la lombriz influya significativamente en el tratamiento de aguas servidas.
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