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Resumen

Los productores colombianos de banano para la exportacion se enfrentan a un gran reto. La
Ilegada del hongo Fusarium Oxysporum f. sp. Cubense raza 4 tropical (Foc R4T); un hongo patégeno
para los cultivos de musaceas que representa un gran peligro para la seguridad alimentaria de cientos

de familias que se benefician de forma directa o indirecta de esta actividad agricola.

En Colombia, como método de prevencidn y control contra la infeccion por Foc R4T, el ICA
dentro del marco de sus competencias, reglamento mediante la resolucion 17334 del 2019, el uso de
amonio cuaternario y cloruro de benzalconio como agentes desinfectantes, no obstante, la normativa
no contempla el tratamiento y/o disposicion final de las aguas residuales generadas en el uso de estos
productos, los cuales representan un riesgo para el ambiente y salud publica si no se les da

disposicion final adecuada.

El objetivo de esta investigacion propuso una solucién técnica referente a la gestion
inadecuada de las aguas residuales contaminadas con amonio cuaternario, generadas por las
industrias bananeras debido a las actividades de limpieza y desinfeccién reglamentadas en la
resolucion 17334 de 2019 para la prevencion y el control del Foc R4T. Este estudio presenta una
alternativa para el tratamiento de estos residuos liquidos que se generan en el lavado de botas y
vehiculos en fincas bananeras; utilizando métodos de depuracion bioldgicos de fécil
implementacidn, operacion y bajo costo. Conjuntamente, se demuestra el impacto de la disposicion
inadecuada de estos residuos liquidos en el suelo sin un tratamiento previo. Ademas, se presentan
pruebas que indican la posible ineficacia del amonio cuaternario frente a cepas de Fusarium sp bajo

concentraciones superiores a las recomendadas para la disposicion final de este tipo de aguas.

Con la aplicacién de la tecnologia de tratamiento propuesta, se logré una remocion de mas
del 99% del amonio cuaternario y méas del 90% de la DBO y la DQO del agua residual; demostrando
gue es posible mediante la aplicacién de un proceso de biodepuracion, empleando la bioaumentacién
y estimulacion de los microorganismos incorporados, es posible remover altas concentracion de
amonio cuaternario de las aguas residuales que se generan en el control y prevencion del Foc R4T

en las fincas de banano para la exportacion.

Palabras claves: Foc R4T, Musaceas, Amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, DBO, DQO.



Abstract

Colombian banana producers for export are facing a major challenge. The arrival of the
fungus Fusarium Oxysporum f. sp. Cubense race 4 tropical (Foc R4T); a pathogenic fungus for
musaceous crops that represents a great danger for the food security of hundreds of families that

benefit directly or indirectly from this agricultural activity.

In Colombia, as a method of prevention and control against infection by Foc R4T, the ICA
within the framework of its competences, regulated through resolution 17334 of 2019, the use of
quaternary ammonium and benzalkonium chloride as disinfectant agents, however, the regulation
does not contemplate the treatment and/or final disposal of wastewater generated in the use of these
products, which represent a risk to the environment and public health if they are not given adequate

final disposal.

The objective of this research proposed a technical solution regarding the inadequate
management of wastewater contaminated with quaternary ammonium, generated by banana
industries due to cleaning and disinfection activities regulated in resolution 17334 of 2019 for the
prevention and control of Foc RAT. This study presents an alternative for the treatment of these
liquid wastes generated in the washing of boots and vehicles in banana farms; using biological
purification methods of easy implementation, operation and low cost. In addition, the impact of the
inadequate disposal of these liquid wastes in the soil without previous treatment is demonstrated. In
addition, evidence is presented indicating the possible ineffectiveness of quaternary ammonium
against strains of Fusarium sp at concentrations higher than those recommended for the final

disposal of this type of water.

With the application of the proposed treatment technology, a removal of more than 99% of
quaternary ammonium and more than 90% of BOD and COD from wastewater was achieved,
demonstrating that it is possible through the application of a biodepuration process, using
bioaugmentation and stimulation of the incorporated microorganisms, it is possible to remove high
concentrations of quaternary ammonium from wastewater generated in the control and prevention

of Foc R4T in banana farms for export.

Keywords: Foc R4T, Musaceae, Quaternary ammonium, benzalkonium chloride, BOD, COD.






1. Introduccion

Los Compuestos de amonio cuaternario (QAC en adelante) son agentes tensoactivos
catiénicos, compuesto por una fraccion cationica de nitrégeno unido a cuatro cadenas alquilicas y
un halégeno (anién) que generalmente es cloro o bromo para formar la sal QAC (Gerba, 2015;
Proquimia, 2020).

Los QAC se introdujeron en el afio 1916 por Jacobs, quien destaco las propiedades biocidas
del mismo (Jacobs, 1916). Posteriormente modificado en 1935 por Domagk, desarrollando el
amonio cuaternario de primera generacion o cloruro de alquildimetilbencil amonio (Domagk, 1935).

En 1955 se cred la tercera generacién de amonios cuaternarios, el cual proporcionaba
mejoras en su actividad biocida y detergencia a la par que disminuia su toxicidad. En 1965, debido
amejores técnicas en la sintesis quimica, se desarrollé la cuarta generacién; cloruro de alquil dimietil
amonio, el cual se caracteriza por una mayor eficacia biocida respecto a las generaciones anteriores;

especialmente en presencia de suciedad orgénica y/o aguas duras (Proquimia, 2020).

Finalmente, los compuestos de quinta generacion corresponden a mezclas de moléculas de
segunda y cuarta generacion, como cloruro de alquil-dimetil-etil-bencil amonio, cloruro de didecil-
dimetil amonio mas otras moléculas segun las diferentes formulaciones, obteniendo un mayor

rendimiento microbicida especialmente en condiciones ambientales dificiles (Diomedi et al., 2017)

‘Los biocidas desempefian un papel fundamental en el control de la propagacion de agentes
patdgenos transmitidos por el medio ambiente en los entornos de atencién médica y procesamiento

de alimentos, asi como en el hogar’ (Gerba, 2015).

Por lo que el amonio cuaternario tiene una gran utilidad a nivel industrial, agroindustrial y

hospitalario como un desinfectante y/o limpiador (Diomedi , et al., 2017)

Por otra parte, aunque Maduefia-Delgado (2018) demostrd que el amonio cuaternario en
conjunto con el hierro puede ser utilizados en la remocién de la turbidez, materia organica y
descontaminacién de efluentes provenientes de reactores UASB. Teniendo en cuenta que las

moléculas de amonio cuaternario estan cargadas positivamente y que ademas es conocida la eficacia



del hierro en los procesos de coagulacion. No existen investigaciones orientadas al tratamiento de

aguas residuales contaminadas con amonio cuaternario.

En Colombia, como método de prevencion y control contra la infeccion con Fusarium
oxysporum f. sp. Cubense raza 4 tropical, el ICA dentro de sus competencias, reglamenté mediante
la resolucion 17334 del 2019, el uso de amonio cuaternario y cloruro de benzalconio como agentes
desinfectantes, no obstante, la normativa no contempla el tratamiento y/o disposicion final de las
aguas residuales generadas en los procesos de desinfeccion, que se encuentran contaminadas con
estos agentes tensoactivos cationicos. ‘A pesar del gran numero de aplicaciones y de las ventajas
que presentan estos compuestos en el dmbito industrial y sanitario; desde un punto de vista
ambiental, son considerados como un importante contaminante del medio acuatico’ (Rios Ruiz,

2015).

Lo anterior puede desencadenar problemas de contaminacién por subproductos del amonio
cuaternario en el suelo y agua, que podrian afectar la productividad de la Zona Bananera. Debido a
malas practicas de disposicion final de las aguas usadas en los procesos de desinfeccion, que en
conjunto con los ciclos biogeoquimicos y otros procesos que tienen lugar en el planeta, pueden
generar disminucién de la productividad de los suelos, debido a disrupciones en las interacciones
bidticas, y a su vez, podria generar toxicidad en el agua, en especial para los organismos acuaticos

como se especifica en las distintas fichas de manejo de este tipo de compuestos.

La contaminacién con amonio cuaternario y subproductos de este podria extenderse hasta la
Ciénaga Grande de Santa Marta (CGSM), debido a procesos de escorrentia que pueden arrastrar los
contaminantes hasta distintos cuerpos léticos que convergen en la CGSM. ‘Los compuestos
nitrogenados, tienen un alto efecto toxico sobre los anfibios y sobre la biodiversidad en general,

dependiendo de los niveles a los cuales se encuentren expuestos’ (Marco, 2002).

La polucion del acuifero con compuestos nitrogenados por infiltracion, debido a la
disposicion final de aguas contaminadas con amonio cuaternario en pozos de absorcion a
profundidades que oscilan entre 1 y 1,5 metros, podria desencadenar problemas de salud publica,
debido a que el municipio Zona Bananera se abastece de aguas subterraneas para el consumo, sin
tratamiento previo. Sumado a ello, muchos habitantes cuentan con pozos subterraneos construidos

de manera artesanal con profundidades no superiores a 10 metros, de los cuales se abastecen.



Asimismo, se puede generar contaminacion cruzada en la fruta, debido al uso de aguas del subsuelo

para riego de cultivos.

La implementacién de disefios de sistemas de tratamientos biologicos de aguas residuales
derivadas de la utilizacion de amonio cuaternario apunta a garantizar la seguridad alimentaria de las
familias que sustentan su economia en el banano. Aunado a ello, contribuira a la mitigacion de los
impactos de contaminantes nitrogenados a la CGSM, lo cual, beneficiaria a las poblaciones que

viven de la pesca y conservacion de los ecosistemas.

El tratamiento bioldgico asistido por aireacion difusa empleando la bioaumentacion y
bioestimulacion con materia organica y melaza de cafia, constituye una tecnologia de facil disefio,
operacion y representa una alternativa de bajo costo para el tratamiento biologico de las aguas

contaminadas con amonio cuaternario.

Se comprobo que los porcentajes de remocion superan el 99% para el amonio cuaternario y
mas del 90% para la DQO; con tratamientos complementarios orientados al pulimiento del efluente,
es posible conseguir el cumplimiento de los LMP de los parametros de vertimiento estipulados por
la resolucién 0631 de 2015 para la postcosecha de banano.

2. Marco Teorico

El didecil dimetil amonio y el Cloruro de benzalconio, son compuestos a base de sales de
amonio; este conjunto de compuestos representa una familia de antimicrobianos en los cuales las
cuatro valencias del atomo de nitrégeno estan ocupadas por grupos tipo alquilo de complejidad
variable (Marti-Solé, Alonso-Espadalé, & Constans-Aubert, 1999; Cuenca-Osorio & Elena, 2006).

A diferencia del ion amonio (NH4"); los cationes de amonio cuaternario estan cargados
permanentemente, independientemente del pH de la solucidon. Si bien, esta familia de compuestos

es considerablemente potentes en cuanto a su actividad bactericida, especialmente en bacterias gram



positivas y gram negativas, la efectividad sobre las segundas es menor que en las primeras. Al mismo
tiempo que son menos efectivos en medios acidos (Vallejos, 2009; Maduefio-Delgado, 2018)

Los compuestos de amonio cuaternario, son entonces biocidas que eliminan, contrarrestan,
neutralizan o impiden la accion de diversos tipos de microorganismos considerados nocivos para el
ser humano; su uso indiscriminado y poco selectivo también afecta a otros microorganismos
beneficiosos que cumplen roles fundamentales en la naturaleza. Ademaés, las aguas residuales
contaminadas con estos compuestos contaminan los rios y la fauna (Cardona-Lopez & Drada-
Hurtado, 2022).

Aungue comunmente los compuestos de amonio cuaternario pueden ser incompatibles con
las sales de calcio y magnesio, disminuyendo su eficacia a medida que aumenta la dureza; Los
productos de quinta generacion son reconocidos por su excelente eficiencia en presencia de material
orgénico, incluyendo aguas duras y suelos pesados, teniendo como caracteristicas particulares la no
dependencia de pH, el amplio rango de temperaturas al que actla y la resistencia a la luz (Troya-
Chavarriaga, 2007; Basicfarm, 2020).

Lo anterior, permite inferir que el amonio cuaternario puede disminuir su eficacia en
presencia de materia organica, por tanto, existe la posibilidad de un tratamiento biologico de aguas

contaminadas con amonio cuaternario, bajo las condiciones hidraulicas y biologicas adecuadas.

La biorremediacion de las aguas estd basada en la funcion natural de los microorganismos
para cerrar los ciclos elementales en la tierra. En sistema de tratamiento biolégico de aguas
residuales se emplean los microorganismos que proliferan de forma natural en el medio ambiente.
Mediante la ingenieria del sistema, los requerimientos naturales para alcanzar la bioconversion,
como la aireacion y la cantidad necesaria de biomasa, pueden ser satisfechos. Ademas, el disefio de
estos procesos estd fundado en la creacion y explotacion de nichos ecoldgicos para seleccionar los
microorganismos mejores adaptados. La presion selectiva puede surgir a partir de la disponibilidad
de un donador de electrones (generalmente materia organica), un aceptor de electrones (tales como
oxigeno o nitrato), nutrientes, pH, temperatura, hidrodinamica (arrastre de microorganismos no

adheridos), entre otros factores (Comeau, 2017).

Los procesos que se presentan en un sistema de tratamiento de aguas residuales reproducen

los procesos naturales que tienen lugar en un cuerpo de agua después de una descarga de aguas



residuales, pero la diferencia radica en la introduccién de tecnologia. El objeto de esta tecnologia es
la depuracion bajo condiciones controladas (Von-Sperling & De Lemons-Chenicharo, 2005, P. 297)

La teoria bioldgica tradicional de eliminacion de nitrogeno es la nitrificacion y
desnitrificacion secuenciales basadas en los metabolismos bacterianos. Inicialmente, el nitrégeno
organico de las aguas residuales es descompuesto y transformado en nitrogeno amoniacal por
bacterias heterétrofas. Posteriormente, el nitrgeno amoniacal es transformado en nitrito por las
bacterias autotrofas oxidantes del amoniaco (AOB) y luego se transforma en nitrato por las bacterias
oxidantes del nitrito (NOB). De esta manera, el proceso completo de nitrificacion se logra mediante
el esfuerzo conjunto de AOB y NOB. Finalmente, el nitrato en las aguas residuales se convierte en
nitrdgeno gaseoso por accion de las bacterias desnitrificantes heterétrofas, lo que se conoce como
desnitrificacion (Zheng & Ni, 2019).

Para que se dé la conversion del amonio libre (NH3) y amonio salino (NH4") a nitrito, es
necesaria la presencia de oxigeno (superior a 2.0 mg/L), subsecuentemente el nitrito es oxidado a
nitrato. Una enzima funcional clave que poseen todas estas bacterias es la Amoniaco
Monooxigenasa (AMO). Esta enzima oxida el amoniaco a hidroxilamina, que posteriormente se
convierte en nitrito por la hidroxilamina oxidorreductasa (United States Enviromental Protection
Agency [USEPA], 2010; Hernandez, et al., 2017)

La nitrificacion biologica, seguida de la desnitrificacion, es ampliamente utilizada para la
eliminacién de nitrégeno en aguas residuales contaminadas con compuestos que contienen

amoniaco Yy nitrégeno organico (Weon, Lee, & Koopman, 2004)

La USEPA (1993) afirma que la ecuacion estequiométrica para la oxidacion de amonio a

nitrito por Nitrosomonas y para nitrito por Nitrobacter son:
NH} + 1.50, - 2H* + H,0 + NO; (Ecuacion No.1)
NO; + 0.50, - NO3 (Ecuacion No. 2)

La expresion de la oxidacion general del amonio por ambos grupos se obtiene sumando las

ecuaciones:

NHf + 20, » 2H* + H,0 + NO3 (Ecuacién No. 3)



En con concordacion con lo expresado, sobre la Biorremediacion; la fitorremediacion
también contribuye, a esos procesos de degradacion del nitrogeno por absorcion directa y/o
participacion en el ciclo biogeoquimico de este elemento y se refiere a un conjunto de métodos que
utilizan plantas para remover, transferir, estabilizar y concentrar contaminantes en el agua, suelo y
lodos. Los mecanismos de la fitorremediacion comprenden el uso de plantas para la degradacion en
la rizosfera, la extraccién, degradacion y estabilizacion de los contaminantes (USEPA, 2000).

Los humedales artificiales son tecnologias que implemetan la utilizacion de plantas con bajos
requisitos de operacion y mantenimiento, el rendimiento es menos suceptible a las variaciones del
flujo y fluctuaciones en las concentraciones del influente. Si las condiciones del terreno lo permiten
pueden operar sin bombas, por tanto, sin ningun aporte de energia externa. Lo que los hace
especialmente adecuados para su uso como pequefios sistemas de tratamiento descentralizados
(Dotro, et al., 2017).

Esta tecnologia es una combinacion de agua, medios, plantas, microorganismos y otros
animales. Lo que eventualmente origina que actue como un biofiltro, eliminando contaminantes
tales como metales pesados y contaminantes organicos de las aguas. Las plantas pueden suministrar
carbono y otros nutrientes a través de sus raices, facilitando el crecimiento y rapida multiplicacion
de la microbiota. Ademas permite la formacién de un gradiente de concentracién de oxigeno en el
sistema, generando la aparicion de una zona aerobia, una zona anoxica y una zona anaerobia en el
humedal (Verma, Tiwari, Tripathi, & Ramteke, 2019). Los humedales artificiales tienen un gran
potencial para la eliminacion de nitratos del agua residual, sin embargo, requieren tiempos de

retencién muy prolongados en comparacién con los métodos tradicionales.

En los humedales artificiales se desarrollan un amplio rango de procesos biolégicos, quimicos y
fisicos. Por tanto, la influencia e interaccion de cada componente involucrado es bastante compleja;
permitiendo la remocién de sélidos mediante la sedimentacion y filtracion, nitrégeno amoniacal,
patdgenos y remocion de materia organica por degradacion microbiana (aerdbica y anaerobica) y
por la acumulacion de material organico en la superficie del sedimento ver tabla 1. Por su parte, las
macrofitas proveen buenas condiciones para la filtracién fisica y una superficie grande para el
crecimiento microbiano adjunto. Otra de sus propiedades es la transferencia de oxigeno a la

rizosfera. EI consumo de nutrientes por la planta no juega un rol importante. Sin embargo, en los



humedales se dan las condiciones para la amonificacion, seguida por nitrificacion y desnitrificacion

amoniacal (Delgadillo, Camacho, Pérez, & Andrade, 2010).

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizo la planta acuética de sistemas pantanosos Ludwigia
sp. Ludwigia es un género pantropical, descrito por Linneo en honor al botanico aleman Christian
G. Ludwig (1709-1773); representado por 82 especies a nivel mundial, distribuido ampliamente en
Sur y Norte América. El género comprende hierbas erectas o postradas, acuaticas o helofitas,
flotantes, los tallos sumergidos forman neumatdforos, esponjosos, blancos; algunas especies se

desarrollan en lugares pantanosos (Cumana, 2010).

Tabla 1. Eficiencias tipicas de remocién de los principales tipos de humedales de tratamiento.

Flujo Vertical

Parametro Flujo Horizontal Flujo Vertical De lamina libre

Frances
Aplicacion . . Primario y o
Principal Secundario Secundario Secundario Terciario
combinado
Solidos
Suspendidos >80% >90% >90% >80%
totales
ANrﬁf)‘;I*‘f:?; >80% >90% >90% >80%
Nitrégeno Total 20-30% >90% >90% >80%
Fosforo Total 30-50% <20% <20% 30-50%

(Largo Plazo)
Coliformes 2 Logio 2-4 Logio 1-3 Logio 1 Logzo
a: Lecho de una etapa, capa principal de arena (tamafio de grano 0,06 — 4 mm)

Nota. Los porcentajes tipicos de remocion de nutrientes de los principales tipos de humedales
construidos teniendo en cuenta la fase del tratamiento donde se utilice. Tomado de Biological
Wastewater Treatment Series: Treatment Wetlands (p. 4), por Dotro, et al., 2017.IWA Publishing.






3. Planteamiento del Problema

El banano es el cuarto cultivo alimentario més importante a nivel mundial en cuanto a
produccidn bruta. Es un producto de exportacion; como alimento basico, los bananos, incluidos los
platanos y otros tipos de bananos de coccidn, contribuyen a la seguridad alimentaria de millones de
personas y proporcionan ingreso y empleo a las poblaciones rurales (Arias, P., Dankers, Liu, &
Pilkauskas, 2004).

El Banano en Colombia, se constituye en el tercer producto agricola de exportacién. Este
sector aporta 168.781 empleos en el contexto nacional, de los cuales 42.069 son directos y 126.713
indirectos, de estos, 51.821 son aportados por la Region Caribe, es decir, un 30,7%; 12.916 directos
y 38.905 indirectos, con una contribucién estimada de 8,66% al empleo del Magdalena y de 1,54%
de La Guajira (Asociacion de Bananeros del Magdalena y La Guajira [ASBAMA], 2019).

El sector bananero constituye entonces un aporte importante a la economia regional y
nacional: ‘En 2019, los ingresos del subsector bananero en el pais superaron los novecientos treinta
millones de délares’ (Departamento Administrativo Nacional De Estadisticas [DANE], 2021)

Actualmente los bananeros se enfrentan a un reto, que pone en peligro la seguridad
alimentaria de millones de familias, debido a la entrada al pais del hongo Fusarium oxysporum f.sp.
cubense raza 4 tropical (FOC R4T), agente productor de la mancha de madurez por fusarium sp. En
la Actualidad no se conoce a nivel mundial, ninguna variedad de muséceas resistentes a esta especie.
Martinez et. al. (2020) afirmaron que “FOC R4T a través de sus variantes tropicales y subtropical,

ataca a todos los clones Cavendish y no existen clones naturales que puedan sustituir a los actuales”.

El ICA dentro del marco de sus competencias, frente a este agente biolégico que amenaza
todos los cultivos bananeros del pais, reglamentd mediante la resolucién No. 00017334 ‘Usar un
producto desinfectante a base de cloruro de didecil dimetil amonio (amonio cuaternario) al 12% de
ingrediente activo (120 g/L) (120.000 mg/L) o cloruro de benzalconio con ingrediente activo mayor
o0 igual al 10%. Diluir el producto desinfectante a una concentracion del 1%/’significaria utilizar
disolucion de 1200 mg/L de Amonio cuaternario (Instituto Colombiano Agropecuario [ICA], 2019).
A pesar, que la normativa apunta a disminuir el impacto por el FOC R4T, la resolucion no considera
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el tratamiento y/o disposicién final de las aguas residuales generadas durante los procesos de
desinfeccion de lavado de botas y vehiculos.

El amonio cuaternario es un compuesto tensoactivo cationico utilizado para la desinfeccion
dada sus caracteristicas biocidas. Incorporar estos compuestos al ambiente sin ningan tipo de control
puede causar efectos altamente negativos sobre la naturaleza y ocasionar deterioro a la salud de las
personas y, puede ser un componente importante de contaminacion cruzada en la fruta por lavado

de esta o por efectos del ciclo hidroldgico y riego del cultivo.

Desde una vision ecosistémica, las alteraciones se dan de forma individual o en conjunto
sobre el suelo, agua, fauna y flora. La naturaleza quimica del contaminante constituye un papel
sustancial sobre los impactos. “Los amonios cuaternarios son agentes tensoactivos cationicos
potentes en cuando a su actividad desinfectante con un amplio espectro que incluye hongos,

bacterias y virus encapsulados, debido a su gran actividad quimica” (Alba Torres & Araujo Estrada,
2008).

En este sentido, cualquier concentracion es capaz de ocasionar dafios en el medio, en menor
0 mayor proporcién. Los compuestos xenobidticos como el amonio cuaternario pueden causar
eliminacidn selectiva de las especies mas sensibles y disrupciones de las interacciones bioticas que

amplifican la vulnerabilidad de distintas especies a estresantes naturales (Gutierrez, 2012).

En consecuencia, descargar estas aguas contaminadas con amonio cuaternario y/o cloruro de
benzalconio directamente sobre el suelo, tiene efectos adversos sobre la microbiota, restringiendo la
capacidad de mantenimiento natural y preservacién del suelo; sin microrganismos no hay
bioestructura, movilizacion de nutrientes, fijacion de nitrégeno del aire, retencion de agua contra la

gravedad (Primavesi, 1984).

Pueden existir otro tipo de interacciones con el medio; debido a las precipitaciones, una
fraccion de los compuestos del amonio cuaternario o subproductos de este podrian ser transportados
por las corrientes hidricas superficiales y contaminar sistemas adyacentes como la CGSM, lo cual
no solo incluye los efectos adversos sobre la biodiversidad de la regién, la economia de cientos de

familias y la posible limitacion de los procesos de depuracidn que ahi dan lugar. Sino que el conjunto
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de todo lo anterior, engloba un componente internacional que podria llevar a la descategorizacion
de la CGSM como reserva de biosfera y de humedales Ramsar. Asimismo, los organismos
reguladores del sector bananero podrian asumir implicaciones juridicas, teniendo en cuenta que
existen politicas internacionales de conservacion de este tipo de ecosistemas. Al tiempo, que toda
esta contaminacion, contraviene al esfuerzo de la Corporacién Auténoma Regional del Magdalena,
a las estipulaciones del Ministerio del Medio Ambiente y a las politicas de desarrollo departamental
que buscan que la CGSM sea un sistema de explotacion turistica ecoldgica. Lo que a futuro puede
generar gque estos sistemas continentales costeros ocasionen alteraciones en la zona litoral del

departamento del Magdalena.

La contaminacion de los acuiferos por infiltraciones generadas en el suelo es otra de las
alteraciones o implicaciones por utilizacién de amonio cuaternario, un porcentaje importante de
productores bananeros vierten estos residuos en pozos de absorcion con profundidades entre 1y 1,5
metros; generando posiblemente contaminacion a las aguas freaticas, lo que puede afectar de manera
indirecta los sistemas de riego, los cuales podrian bioacumularse en la fruta, afectando de forma
negativa su exportacion, dados los limites maximos de residuos -MRL en alimentos; para el caso de
amonio cuaternario en Europa, es de 0,1 mg/Kg (Reglamento (UE) n° 1119/2014 de la Comisidn,
de 16 de octubre de 2014, 2014). Ocasionando asi, posibles pérdidas en el sector econdmico. Las
aguas del subsuelo constituyen un recurso importante para el municipio Zona Bananera, usualmente
es el recurso con el cual se abastecen de agua para consumo humano. ‘Localidades como Orihueca,
Riofrio, La Gran Via, Soplador, Sevilla, Guamachito y Tucurinca se abastecen de agua de pozos
profundos’ (Alcaldia Municipio Zona Bananera, 2001, P. 184)

La contaminacién de un acuifero depende en gran medida del tipo de actividad que realice:

Hirata (2002), afirmo que la intensidad de la contaminacion de un acuifero no es una funcion
directa del tamafio de la actividad antrdpica. Pequefias actividades, pueden causar gran impacto en
las aguas subterraneas, puesto que muchas veces actian clandestinamente, sin registros comerciales

ni fiscalizacion de entidades de control ambiental y de salud publica.
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En esta medida, los pequefios productores bananeros son un importante foco de
contaminacion dado que sus vertimientos se realizan semana a semana. No obstante, los grandes
productores suman un aporte considerable, teniendo en cuenta que no existe regulacion dentro de la
resolucion 17334 del 2019. Adicional a esto, las medidas de bioseguridad adoptadas para prevenir
la infeccion con Fusarium sp seran utilizadas hasta que se encuentre y reemplace el cultivo con un
clon natural resistente al FOC R4T. En tal efecto, no se tiene certeza por cudnto tiempo se extendera

el uso de estos biocidas.

Anexo a todos los efectos adversos anteriormente expuestos. El amonio cuaternario es capaz
de causar distintas afecciones a la salud de las personas. Las cuales pueden darse por distintas vias

de exposicion, como lo afirman (Pefia, Carter, & Ayala-Fierro, 2001):

Cuando un toxico alcanza el torrente sanguineo, se considera que penetrd el organismo y
desde el momento en que estas sustancias penetran en el organismo, entran en procesos de
biotransformacion, pudiendo generar sustancias mas dafiinas, con la capacidad de causar dafios

permanentes en uno varios (')rganos.

Patifio-Bello et al. (2018) afirman que estos dafios se pueden dar a nivel endocrino cuando
las vias de exposicién estan relacionadas con el consumo de alimentos con altos residuos de

contaminantes quimicos.

Si bien es cierto que “el amonio es un producto tOxico procedente del metabolismo proteico
y otra parte se genera en los musculos ejercitados y en los rifiones...” (Carrillo-Esper et al., 2008;
Idrovo, 2003) Disrupciones en este ciclo pueden ocasionar unas patologias clinicas potencialmente
peligrosas, como “...dafios el sistema nervioso central en animales y en humanos hipertonia y

convulsiones (Piola, Ezpeleta, Prada, & Evangelista, 2004).

El consumo de aguas contaminadas con compuestos nitrogenados puede dar lugar a
deformaciones congénitas, durante la formacion de los fetos; Oliva y Caravaca (2017) afirman que
la presencia de nitratos en aguas subterraneas puede provocar metahemoglobinemia, en la poblacion
lactante. Estos nitratos unidos a otras sustancias como son las amidas/aminas pueden dar lugar a la

formacion de compuestos conocidos como nitrosaminas, con efectos teratogénicos.
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Por otra parte, aunque Maduefia-Delgado (2018) demostré que el amonio cuaternario en
conjunto con el hierro puede ser utilizados en la remocion de la turbidez, materia orgénica y
descontaminacion de efluentes provenientes de reactores UASB. Teniendo en cuenta que las
moléculas de amonio cuaternario estan cargadas positivamente y que ademas es conocida la eficacia
del hierro en los procesos de coagulacidén. No existen investigaciones orientadas al tratamiento de

aguas residuales contaminadas con amonio cuaternario.

Por lo expresado anteriormente sobre los diferentes efectos ambientales, donde radica la
importancia de establecer medidas para mitigar la contaminacién por el uso de amonio cuaternario
en plantaciones de banano se plantea ;son los Sistemas de Tratamientos Biologicos asistidos por
aireacion difusa una opcion viable para disminuir la contaminacién por cloruro de didecil dimetil

amonio?

4. Justificacion

El banano es el tercer producto agricola de mayor exportacién en el contexto nacional. En
2021, los ingresos del subsector superaron los mil millones de délares y se generaron mas de 168.000
empleos entre directos e indirectos (ASBAMA, 2019; DANE. 2021).

La entrada del FOC R4T al Pais constituye un riesgo que pone en peligro la seguridad
alimentaria de cientos de familia. Debido a esto, el ICA mediante la resolucion No. 00017334
reglament6 un sistema de bioseguridad que incluye el uso de desinfectantes a base de cloruro de
didecil dimetil amonio con ingrediente activo de 120 g/L o cloruro de benzalconio con ingrediente
activo no inferior al 10%; ambos productos deben ser diluidos al 1% (ICA, 2019). A pesar de
apuntarle a la mitigacion del riesgo de contaminacion de los cultivos con el FOC R4T, la resolucién
no considera el tratamiento y/o disposicion final de las aguas residuales generadas durante la

desinfeccion y lavado de botas y vehiculos.

Segun Asbama existen alrededor de 781 productores de acuerdo con el censo de 2014,

agremiados en diferentes comercializadoras como Uniban, Tecbaco, Banasan, Banarica, Fullfruits,



14

compras Américas, la Samaria y otras comercializadoras. En la actualidad segun encuesta
adelantada en el marco de esta investigacion cada parcela productora estaria produciendo a la
semana aproximadamente 20 L de agua residual de Cloruro de didecil dimetil amonio, lo que se

constituye en 15,6 m® semanales y 187,4 m® produccion anual de residuos liquidos.

Esta investigacion permitio estudiar y proponer un método orientado a la mitigacion del
problema de disposicién final inadecuada de estas aguas contaminadas con amonio cuaternario
generadas en los procesos de desinfeccidn de botas y lavado de vehiculos en las fincas bananeras en
su esfuerzo por salvaguardar las plantaciones de la infeccion con FOC R4T.

Las implicaciones de la gestion inadecuada de estas aguas residuales contaminadas con
amonio cuaternario podrian acarrear consecuencias a nivel ambiental, socioeconémico y de salud
publica en el area de influencia y zonas contiguas. Las consecuencias en cuanto a salud publica
involucran cuadros clinicos que van desde alteraciones en el ciclo de la urea en el organismo, hasta
mutaciones genéticas, debido a la exposicion en diferentes escalas de tiempo y concentraciones de
contaminantes nitrogenados en las aguas de consumo (Pefia et al., 2001; Piola et al., 2004; Oliva &
Caravaca, 2017)

Desde esta perspectiva, esta investigacion es necesaria para salvaguardar la salud ambiental,
el sector econdémico y la salud publica, teniendo en cuenta las efectos que podrian presentarse en el
mediano y largo plazo por la contaminacion con amonio cuaternario y subproductos del mismo en
conjunto con los procesos que se dan de forma natural, como son el ciclo hidrolégico, ciclo del
nitrégeno, entre otros, que podrian contaminar los acuiferos, afectar los distintos biotopos y por

consiguiente el equilibrio de los ecosistemas.

Mitigar la contaminacion de acuiferos por amonio cuaternario y disminuir el riesgo sanitario
de miles de familias, las cuales se abastecen de aguas subterraneas extraidas de profundidades que
no superan los 15 metros. La implementacion de disefios de sistemas de tratamientos bioldgicos de
aguas residuales derivadas de la utilizacion de amonio cuaternario apunta a garantizar la seguridad
alimentaria de las familias que sustentan su economia en el banano. Aunado a ello, contribuira a la
mitigacion de los impactos de contaminantes nitrogenados a la CGSM, lo cual, beneficiaria a las

poblaciones que viven de la pesca. Asi mismo disminuir los riesgos de contaminacion cruzada en el
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banano, asegurando la inocuidad del producto, tanto, contribuye con las certificaciones
internacionales que rigen la exportacion de la fruta en seco, tales como HACCP, GOBAL G.A.P,
RAINFOREST, entre otras.

5. Hipotesis

La combinacidn de adicionar materia organica, y aireacion difusa en aguas residuales es una

técnica apropiada para mitigar la contaminacion por cloruro de didecil dimetil amonio.

La adicion de materia organica en aguas residuales con cloruro de didecil dimetil amonio

contribuye a restablecer el crecimiento microbiano.

A mayores concentraciones de cloruro de didecil dimetil amonio menor es el crecimiento

microbiano.
6. Objetivos

1.1 General

Disefiar e implementar un sistema de tratamiento biolégico piloto para mitigar la contaminacion por
la utilizacion de amonio cuaternario a base de cloruro de didecil dimetil amonio en la Zona Bananera
del Magdalena.

1.2 Especificos

= Caracterizar fisicoquimica y microbiolégicamente las aguas residuales de las zonas de

bioseguridad de las empresas productoras de banano.

= Disefiar e implementar un sistema de tratamiento bioldgico para el tratamiento de amonio

cuaternario a base de cloruro de didecil dimetil amonio.
= Cuantificar las cargas y porcentajes de remocién del sistema de tratamiento.

=  Determinar la dindmica de crecimiento microbiano frente a diferentes concentraciones de

cloruro de didecil dimetil amonio.
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7. Metodologia

7.1. Areade Estudio

El estudio se adelant6 en el municipio Zona Bananera. Este municipio se encuentra al Norte
del Departamento del Magdalena, limitando al Sur con el municipio de Aracataca (agua divisoria
del rio Tucurinca); al Norte con el municipio de Ciénaga (Quebrada de Aguja); al Oriente con el
municipio de Ciénaga (pie de monte Sierra Nevada de Santa Marta) y al Occidente con el municipio
de Pueblo Viejo (terrenos de aluvion de la Ciénaga Grande de Santa Marta). EI Municipio se
encuentra a una distancia de 87 Kildmetros de la capital (Santa Marta), desde el extremo sur del
municipio y a 40 Kilometros. desde la cabecera municipal, Prado Sevilla. (Alcaldia Municipio Zona
Bananera, 2001).

El municipio se encuentra conformado por 14 corregimientos y 56 veredas, los
corregimientos que lo conforman son los siguientes: Sevilla, Rio frio, Guamachito, Soplador,
Palomar, Varela, La Gran Via, Santa Rosalia, Orihueca, Guacamayal, Tucurinca, Candelaria, San

José de Kennedy y Julio Zawady (Alcaldia de Zona Bananera, 2020).

Las condiciones ambientales del municipio registra un clima calido con temperaturas que
superan los 30° en periodos secos con humedad relativa del 84% con precipitaciones entre 0 - 0.4
mm en periodos secos y rangos de 168 -192 mm en periodos lluviosos la precipitacion anual oscila
entre 100- 1200 mm sin embargo el municipio registra déficit de precipitaciones por lo que existe
un requerimiento entre 700 -900 mm/afio viéndose en la necesidad de recurrir a sistemas de riego

para el sostenimiento de cultivos. (Alcaldia de Zona Bananera, 2020).

El municipio cuenta con tres cuencas (rios Tucurinca, Sevilla y Riofrio) que mantienen agua
durante todo el afio; a pesar que el nimero de microcuencas afluentes es bastante alto, la mayoria
son sistemas intermitentes, Sin embargo, la zona plana baja tiene un alto volumen de agua
subterranea, debido a que el nivel freatico esta cerca de la superficie del suelo; esto influenciado por
la relativa cercania a la Ciénaga Grande. La extraccion de esta agua ha permitido el avance de la
cufa salina con graves efectos para la agricultura. En épocas de fuerte lluvia se desbordan los rios y

sus afluentes, ocasionando inundaciones en ciertos sectores de sus cauces produciendo dafos
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considerables. Estas condiciones, nivel fredtico cerca de la superficie del suelo y las inundaciones
pueden actualmente estar generando problemas de contaminacién de las aguas subterraneas y

superficiales por aplicacion de pesticidas o biocidas si estos no se manejan de una manera adecuada.

El disefio de la planta piloto de tratamiento se ubicé en la Universidad del Magdalena con
el objetivo de garantizar el suministro eléctrico constante al sistema, lo cual permitié mantener los
niveles de oxigenos requeridos para el funcionamiento de los médulos de tratamiento facultativo y
aerobio, ademas se contaba con la facilidad y cercania para adelantar los analisis fisicoquimicos y
microbioldgicos del agua. Las muestras de agua y suelos para la realizacion de los ensayos se

colectaron en dos fincas del corregimiento de Orihueca.

llustracion 1. Localizacidn del Municipio Zona Bananera.
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7.2.  Secuencia General de Sistema de Tratamiento del Agua Residual

Inicialmente se realiz6 una caracterizacion del agua residual de los pediluvios de las fincas
# 1y 2, llamadas asi con el objetivo de mantener la confidencialidad solicitada por el productor
bananero; ambas fincas se encuentran ubicadas en el corregimiento de Orihueca. Las aguas
residuales de dichas fincas contenian una concentracion de amonio cuaternario de 1150 y 1200 mg/L
respectivamente ver tabla 4 y 5 seccion antes del tratamiento. Posterior a la caracterizacion se
proyectd un proceso de depuracion bioldgica del agua residual, que consistié en la aplicacion de

métodos de atenuacidn natural, bioaumentacién y bioestimulacion.

El método de atenuacion natural se hizo con el objetivo de observar si se registraba una
actividad bioldgica que contribuyera a la remocién y degradacion del contaminante por accién de la
posible presencia microorganismos en el agua, para este ensayo se utiliz un tanque plastico de 50
litros de capacidad y agua residual con una concentracion de 1150 mg/L proveniente de la Finca 1.

El método de bioaumentacion se hizo en tanques pléasticos de 50 litros y con el agua residual
de la finca # 2 agregando estiércol bovino fresco al 5% p/v (contiene gran variadas de comunidades
microbianas con actividad facultativas y metanogénicas), con el fin de observar el comportamiento
del contaminante frente a la presencia de materia organica y poder estimular la cinética de

crecimiento y metabolismo de los microrganismos presente en la muestra de agua residual.

Una vez realizados los ensayos de Biorremediacion por los métodos de Atenuacion Natural
y Bioaumentacidn, cada uno de manera independiente; se procedié a la puesta en marcha del disefio
o tren de tratamiento propuesto, se realiz6 con agua residual preparada a partir de agua subterranea
con una conductividad de 876 uS/cm y una dureza de 150 mg/L CaCOs adicionando amonio
cuaternario hasta obtener una concentracion inicial de amonio cuaternario de 1500 mg/L, superior a
la concentracion de desinfeccion utilizada por los productores bananeros (1200mg/L).
Posteriormente se llevo a cabo un proceso de bioaumentacién, agregando estiércol bovino fresco
con concentracion al 10% p/v y estimulacion aplicando 500 mililitros melaza de cafia al 50% v/v,

es decir, una concentracion final de melaza del 1%.
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Complementarios a dicho sistema de bioaumentacion, se implementé un humedal artificial
horizontal de lamina libre, empleando la planta Ludwigia sp con el objetivo de pulir el efluente
proveniente de los reactores anaerobio y aerobio, con el proposito de garantizar el cumplimiento de
los limites maximos permisibles de los parametros de vertimiento estipuladas en la resolucién 0631

de 2015, los cuales se detallan en la Tabla 2.

Finalmente se realiz6 una serie de ensayos de sensibilidad basados en la metodologia
propuesta por Luna. 2020 y con el objeto de determinar la dinamica de crecimiento microbiano
frente a diferentes concentraciones de cloruro de didecil dimetil amonio, teniendo en cuenta que este
compuesto actia como un biocida y puede representar una interferencia en los procesos de

depuracion.

Estos ensayos se adelantaron de manera simultanea con la puesta en marcha del sistema de
tratamiento. Este tipo de pruebas pueden brindar herramientas para determinar las concentraciones
de Amonio que inhiben el crecimiento microbiano y posiblemente como una aproximacién para
determinar los limites maximos permisibles para realizar vertimientos de este tipo de agua residual

a los ecosistemas (sistemas hidricos y suelo).

Tabla 2. Limites Maximos Permisibles de los Parametros de Vertimientos para Aguas Residuales
Provenientes de los Procesos de Postcosecha de Platano y Banano.

" PROCESOS POSTCOSECHA

PARAMETRO UNIDADES DE PLATANO Y BANANO
Generales
pH Unidades de pH 6,00 29,00
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mg/L O, 200,00
Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO) mg/L O, 50,00
Sélidos Suspendidos Totales (SST) mg/L 100,00
Sélidos Sedimentables (SSED) mg/L 5,00
Grasas y Aceites mg/L 10,00
Compuestos Semivolatiles Fendlicos mg/L Anélisis y Reporte
Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM) mg/L Anélisis y Reporte
Hidrocarburos
Hidrocarburos Totales (HTP) mg/L |
Compuestos de Fosforo
Ortofosfatos (P-PO4*) mg/L
Fdésforo Total (P) mg/L Andlisis y Reporte
Compuestos de Nitrogeno
Nitratos (N-NO3) mg/L |
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Nitritos (N-NO2°) mg/L

Nitrégeno Amoniacal (N-NHs) mg/L

Nitrégeno Total (N) mg/L

lones

Cloruros (CI) mg/L

Sulfatos (SO4*) mg/L

Metales y Metaloides

Arsénico (As) mg/L

Cadmio (Cd) mg/L

Cinc (Zn) mg/L

Cobre (Cu) mg/L

Mercurio (Hg) mg/L

Niquel (Ni) mg/L

Plomo (Pb) mg/L

Otros Parametros para Analisis y Reporte

Acidez Total mg/L CaCOs; Anélisis y Reporte
Alcalinidad Total mg/L CaCOs; Anélisis y Reporte
Dureza Célcica mg/L CaCOs; Anélisis y Reporte
Dureza Total mg/L CaCOs; Anélisis y Reporte
Color Real (Medidas de absorbancia a las siguientes longitudes m Andlisis y Reporte
de onda: 436 nm, 525 nm, 620 nm)

Nota. La tabla 2 muestra los pardmetros de vertimientos para agua residuales de los procesos de
postcosecha de la actividad productiva del banano reglamentados por la resolucion 0631 de 2015.
Modificado de (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible [MINAMBIENTE], 2015).

7.3.  Disefio y Construccion del Sistema de Tratamiento

La planta Piloto de tratamiento de aguas residuales de amonio cuaternario, es un tren de
tratamiento propuesto por el autor de esta investigacién, y esta compuesta por los siguientes
componentes: biorreactor anaerobio de primera generacion, reactor bioldgico facultativo, reactor
aerobio y un humedal artificial de flujo horizontal con lamina libre; cada uno de los competentes se

describe a continuacion y detallados en el orden descrito en la ilustracion 2.
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llustracion 2. Planigrafia de la PTAR de aguas residuales de amonio cuaternario
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Nota. La ilustracion 2, muestra los planos en vista superior y perfil de PTAR para el tratamiento de
aguas residuales contaminadas con amonio cuaternario.

7.3.1. Reactor Biol6gico Anaerobio

Para la construccion de este componente se emple6 un tanque plastico con capacidad de 50
litros con salida en tuberia en PVC a 10 cm el fondo. Este reactor tenia un tiempo de retencion
hidraulica- TRH de cinco (5) dias, donde ocurria un proceso de digestion anaerobia para dar paso al
siguiente reactor (reactor Facultativo) con salida en el fondo en tuberia PVC de didmetro de 1

pulgada con una valvula del mismo diametro y material integrada (llave) para el control del caudal.
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7.3.2. Reactor Bioldgico Facultativo

Este reactor se encontraba posterior al reactor anaerobio. Se construyd empleando un tanque
plastico con capacidad atil de 30 litros 0,45 metros de alto y 0,4 metros de diametro, asistido por
una bomba de aire AIR PUMP modelo U-2800 y un difusor de burbuja fina localizado en el fondo

del tanque, garantizando el suministro minimo de aire 0,7 a 1mg/LO».

7.3.3. Reactor Aerobio de Lecho Mévil -MBBR

Este reactor se localizaba inmediatamente después del reactor bioldgico facultativo. Se
construyé empleando un tanque pléstico con capacidad util de 30 litros de 0,45 metros de alto y 0,4
metros de didmetro, para la aireacion se emplearon dos bombas Power AIR PUMP P-500 y 4
difusores de burbuja fina localizados en el fondo del reactor garantizando concentraciones de aire
por encima de los 3 mg/LO,. Ademés, como medio de soporte se emple6 material sintético con
forma cilindrica de 25 mm de didmetro y 15 mm de altura en polietileno de alta densidad especial

para reactores (lecho Mévil) MBBR.

7.3.4. Humedal Artificial de Flujo Superficial

El humedal artificial de flujo superficial se construy6 con el objetivo de pulir el agua y
mejorar las condiciones de vertimientos; fue realizado en fibra de vidrio, con 0,64 metros de largo,
0,40 metros de ancho y 0,15 metros de profundidad util. La planta acuética seleccionada y empleada

en el sistema de humedales correspondi6 a ludwigia sp. ver llustracion 3.
Reino: Plantae
Filo: Magnoliopsida
Familia: Onagraceae

Género: Ludwigia
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Especie: Ludwigia sp

La seleccion de esta especie de planta obedece a que es un espécimen frecuente en las zonas
pantanosas de la Zona Bananera del Magdalena, ha sido reportada para sistemas de aguas
eutrofizadas con las siguientes caracteristicas conductividad de 520 puS/cm, 8 mg/L POs, 16 mg/L
NOs y amonio 10 mg/L NH4/NH3 (Pérez, 2009).

llustracion 3. Humedal artificial de la planta Ludwigia sp para tratamiento de aguas residuales

7.3.5. Monitoreo del Sistema de Tratamiento - Planta Piloto

El monitoreo y los ensayos de la planta piloto de tratamiento de aguas residuales (PTAR) se
realizaron durante 3 meses, comprendidos entre finales de marzo y comienzos de junio del 2022.
Los analisis de agua fueron llevados a cabo en los siguientes componentes del sistema: afluente del

sistema, efluente del reactor anaerobio, efluente del reactor aerobio y efluente de la PTAR (tabla 6
y7).

Los analisis de los diferentes parametros o variables se adelantaron en un tiempo no mayor

a 24 horas siguientes al muestreo y siguiendo los protocolos de los métodos descritos en (APHA-
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AWWA-WEF, 2017). Los parametros analizados en este estudio son los descritos en la Tabla 3. Las

mediciones de pH se tomaron en campo, monitoreando el agua dentro de los reactores bioldgicos.

Tabla 3. Técnica de anélisis de parametros / variables de agua residual.

PARAMETRO UNIDADES Técnica de analisis
Generales
Alcalinidad mg/L CaCO3 Volumétrico con HCI, SM 2320-B
pH Unidades de pH Potenciométrico, SM 4500-H+-B
Demanda  Quimica de ma/L. O SM 5220 D - Método volumétrico
Oxigeno (DQO) gL 22
Demanda Bioquimica de ma/L. O Método incubacion a 5 dias y Modificacion de azida 5210 By
Oxigeno (DBO) gL %2 4500-0 C
Sélidos Suspendidos . S o o
Totales (SST) mg/L SM 2540 D - Método Gravimétricosecado a 103°C - 105°C
Sélidos Sedimentables .
(SSED) mg/L Volumetrico 2540 F
Grasas y Aceites mg/L SM 5520 D - Método de gravimétrico de particién
Compuestos de Fésforo
Ortofosfatos (P-PO4*) mg/L SM 4500 -P B, E — Metodo

espectrofotométrico

Compuestos de Nitrégeno
Nitritos (N-NOZ2?) mg/L SuIfan|Iam|dafc;\lo(I302rjn|;etr|a, SM 4500
Amonio (N-NHs) mg/L SM 4500 N C 4500NH3B-C Destilacién Volumetria
Dureza Total (CaCOs) mg/L Titulacion con EDTA, SM 2340—C
Coliformes totales NMP/100 ml Método Fermentacion en tubos Multiples, SM 9221 B
Coliformes fecales NMP/ 100ml Método Fermentacion en tubos Multiples, SM 9221 B

7.4.  Caracterizacion Microbioldgica

Para la caracterizacion microbioldgica de las aguas residuales de amonio cuaternario se
utilizo la técnica de NMP para coliformes totales y fecales y la siembra en superficie con rastrillo,
la cual permite obtener colonias y estimar la densidad poblacional de microorganismos de
metabolismo aerobios o facultativos, para la siembra se utilizaron medios de cultivos selectivos
EMB para coliformes, BD Baird-Parker (Staphylococcus aureus), BD Agar Listeria (Listeria
monocytogenes), Agar SS para Salmonella sp, agar cetrimida para Pseudomonas aeruginosa 'y PDA
para cultivar hongos y Levaduras. Para la caracterizacion se tomaron 100uL de agua residual y se
depositaron en placa de petri por cada uno de los medios referenciados, la muestra fue extendida
con asa Digraslky esteril en toda la superficie de la placa petri. Cada una de las placas fueron



25

rotuladas e incubadas a 35 + 2 °C durante 24 horas (Luna, 2020). Se utilizaron cepas ATCC para

realizar una aproximacion a la identificacion de los microorganismos.
Escherichia coli ATCC 25922 x 5 Loops. Lote 320896 fecha vencimiento 2022/12/29.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 x 5 Loops. Lote 325890 fecha de vencimiento
2023/01/05.

Salmonella Entérica ATCC 14028 x 5 Loops. Lote 320871 fecha de vencimiento
2022/12/28.

Listeria Monocytogenes ATCC 7644 x 5 Loops. Lote 251038 fecha de vencimiento
2022/08/24.

Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853 x 5 Loops. Lote 189494 fecha de vencimiento
2022/12/29.

Para cada uno de las especies identificadas se le realizd pruebas enzimaticas para su

comprobacion: catalasa, coagulasa, oxidasa, y pruebas de sthapylase.

A partir de las especies identificadas del agua residual se realizaron las pruebas de
sensibilidad y tolerancias para determinar las dinamicas de crecimiento microbiano frente a

diferentes concentraciones de cloruro de didecil dimetil amonio como se describe a continuacion:

7.4.1. Pruebas de Sensibilidad de Microorganismos Frente al Amonio
Cuaternario.

Se realizaron dos pruebas de sensibilidad por dilucion adaptadas de Luna. 2020 : la primera
prueba consistié en adicionar amonio 200 pL en la superficie de cada medio especifico servido en
placa petri, una vez solidificado se le adiciond las siguiente concentraciones de amonio cuaternario
por cada medio utilizado 100 mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L, 1000 mg/L, 1100
mg/L, 1200 mg/L y 1500 mg/L, las especies de microorganismos sometidos a los ensayos fueron
levaduras Saccharomyces sp, y los hongos Trichoderma sp y Fusarium sp. Las levaduras fueron

aisladas del agua residual contenida en el reactor anaerobio, siguiendo el procedimiento descrito en
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el apartado 7.4; a partir de ahi, se aislo y purifico la cepa de levadura mediante la técnica de siembra
de estrias por agotamiento en medio oxitetraciclina-glucosa extracto de levadura (OGYE). Las cepas
de Trichoderma sp y un Fusarium sp fueron suministradas por el laboratorio de fitopatologia de la

Universidad del Magdalena y cultivadas para esta prueba, en agares (PDA).

Adicionalmente, esta primera prueba, fue ensayada para un grupo especifico de bacterias
utilizando los siguientes medios de cultivo EMB para coliformes, BD Baird-Parker (Staphylococcus
aureus), BD Agar Listeria (Listeria monocytogenes), Agar SS para Salmonella sp (Luna, 2020).

En el segundo ensayo o prueba de sensibilidad por dilucién, se adicionaron las siguientes
concentraciones de amonio cuaternario 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L y 1200 mg/L
durante el proceso de preparacién del medio, es decir, antes de la solidificacion y a una temperatura
aproximada de 40 °C para evitar la desnaturalizacion del Amonio, quedando incorporado el amonio
completamente en el medio y con la concentracién especifica mencionada. En este segundo ensayo
se utilizaron los mismos medios de cultivos y las mismas especies mencionadas en la primera

Prueba.

La concentracién maxima a las que fueron sometidos los microrganismos fue de 1200 mg/L
y minima de 100 mg/L de amonio, la primera corresponde a la concentracién recomendada por el
ICA en la resolucion 17334 de 2019 y empleada por los productores bananeros en los pediluvios
para el lavado de botas y vehiculos; y, la segunda concentracion corresponde a una concentracion
menor a la concentracion final del vertimiento (200 mg/L), que actualmente implementa los

productores.

7.4.2. Pruebas de Sensibilidad a Microorganismos del Suelo

Se tomaron dos muestras (2) de suelo de la finca # 2 de la Zona Bananera del Magdalena,
con el objetivo de observar el efecto del vertimiento directo del amonio cuaternario sobre el suelo.
El agua residual empleada para el ensayo, también se tomd de la finca # 2 con una concentracion de
amonio cuaternario de 1200 mg/L.
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7.4.2.1. ldentificacién y Cuantificacién de Grupos Funcionales:

Inicialmente se realizo una caracterizacion de comunidades microbianas en las muestras de
suelo; a partir de 10 gramos de suelo se realizé un dilucion en 90 ml de agua desionizada estéril
correspondiendo a una primera dilucién 10 * a partir de esta se realizaron diluciones de 10 210 3
10 #10 *° de cada una de estas, se tomd 1ml de cada dilucion por separado y se deposité en placas
petri estéril vacias y posteriormente se adiciond 15 ml de agar SPC para bacterias y Agar AM para
hongos y se procedié a mezclar homogéneamente el medio de cultivo con el inoculo; una vez
solidificado cada medio especifico fue incubado a 35°C por 24 horas para el caso de bacterias y
25°C por 72 horas para hongos. Seguidamente al periodo de incubacién se procedid a realizar el
recuento de total de poblaciones bacterianas y fungicas.

El recuento de grupos funcionales celuliticos amiloliticos, proteoliticos amonizantes y

desnitrificantes se realiz6 por el método del nimero mas probable NMP propuesto por Luna. 2020.

Los microorganismos celuliticos se cultivaron en agar celulosa incubados a 35 °C por 15

dias.

Los microorganismos amiloliticos cultivados en caldo almidon incubados a 35 ° C por 7
dias.

Los microorganismos proteoliticos cultivados en gelatina incubados a 35 ° C por 7 dias.

Los microorganismos amonizantes cultivados en caldo Asparagina incubados a 35 ° C por 7
dias.

Los microorganismos desnitrificantes cultivados en caldo nitrato glucosa incubados a 35 °
C por 7 dias.

7.4.2.2. Ensayos de Sensibilidad en Suelo
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Para la realizacion de los ensayos de sensibilidad de los diferentes grupos funcionales
bacterianos y fungicos, se dispuso tres muestras de suelo de 500 g aproximadamente en bandejas
de aluminio, sobre cada uno de las bandejas con el suelo procedente de la finca #2 se le adiciono
200 ml de agua residual que contenia 1200 mg/L amonio cuaternario, pasado un tiempo de
exposicion de 24 horas se adelanté nuevamente la realizacion de los ensayos de identificacion
y cuantificacion de grupos funcionales como se describio en el apartado 7.4.2.1.

8. Resultados y Discusion

8.1. Tratamiento del Agua Residual Atenuacion Natural.

Durante los diez (10) dias de tratamiento del agua residual de la Finca 1, empleando el
método de atenuacion natural, no se evidencio remocidn de materia organica (Tabla 4) esto obedece
posiblemente a la eliminacion del microorganismo especialmente bacterias, las cuales son de las
comunidades que mayor remocion representa en los sistemas de tratamiento de aguas residuales;
segun Aquino-Nalvarte, 2019. Las altos concentraciones de amonio pueden reducir la cantidad de
microorganismos a un valor seguro que no presente algun riesgo para la salud, sirven para limpiar,
y evitar la presencia de bacterias, virus peligrosos y pueden mantener su concentracion de amonio
durante 18-20 dias. Teniendo en cuenta los expresado y que las concentraciones de amonio en una
muestra de agua mantienen en el medio, puede conllevar a retardar los procesos de eliminacién de
materia orgénica. Sin embargo, se registro una disminucion considerable de los s6lidos suspendidos
debido posiblemente a alteraciones del pH durante los ensayos y al efecto del amonio cuaternario
en los procesos de coagulacion y floculacion, en aguas residuales (Maduefio-Delgado 2018), dicha
coagulacion ocasiona un proceso de sedimentacion, que conduce a un aumento considerable de los

solidos sedimentables o lodos en el efluente.

Para el caso de materia organica representada por los pardmetros DBO y DQO no se
evidencié una remocion significativa, similar comportamiento registraron los demas parametros

analizados, lo que puede estar mediado por la inviabilidad microbiana.

Por tanto, y de acuerdo a los resultados obtenidos en estos ensayos, se puede afirmar que,

este tipo de agua residual no pueden ser tratadas mediante procesos de atenuacién natural, dado a
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las elevadas concentraciones de amonio cuaternario, que no permiten el desarrollo de los
microorganismos. Muchos contaminantes, especialmente los compuestos altamente complejos, no
son biodegradados eficientemente por microorganismos; pueden ser resistentes a la biodegradacion
Yy, en consecuencia, persistir en las aguas residuales, comprometiendo asi la calidad del agua. Para
superar estas limitaciones, Nzila et al.2016. sugiere utilizar estrategias de bioaumentacion, las cuales

se documentan en el apartado 8,2.

Tabla 4. Analisis del agua residual de entrada y salida del reactor anaerobio empleando el método
de atenuacion natural.

PARAMETRO Finca 1 Antes del Tratamiento Finca 1 después del Tratamiento
Alcalinidad mg/L CaCO3 432 288
pH unidades de pH 9,23 9,30
Dureza Total, mg/L CaCO3 <5 <5
DBO mg/L O; 5,58 5,20
DQO mg/L Oy 8800,00 8800,00
Solidos suspendidos Totales mg/L 1075,00 25,00
Solidos sedimentables ml/L <0,1 1
Amonio Cuaternario mg/L N-NH3 1150,00 1150,00
Nitritos mg/L NO, 0,23 0,22
Fésforo total mg/L <0,02 <0,02
Grasas y Aceites mg/L 2098,40 2102,40
Coliformes totales NMP/100 ml <2 <2
Coliformes fecales NMP/100ml <2 <2

8.2.  Tratamiento del Agua Residual Bioaumentacion.

Este procedimiento realiz6 la bioaumentacién para lo cual se requirié de bacterias con
capacidad para degradar compuestos diversos, para ello se utilizé el estiércol de Bovino fresco al
5% plv, el cual se constituyd en un elemento importante en esta investigacion. Este al provenir de
un sistema digestivo contiene una gran diversidad de microorganismos especialmente bacterias
facultativos, metanogénicas, celuloliticas, amiloliticas, proteoliticas, amonizantes, que favorecen la
absorcion de compuestos nitrogenados (Ballina et al., 2015) con el propoésito de bioaumentar los

microorganismos en el agua residual proveniente de la finca 2.
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Los resultados descritos en la tabla 5 demostraron que la Bioaumentacion aplicando
Unicamente estiércol bovino fresco no proporciona la remocién adecuada del amonio cuaternario al
finalizar los 5 dias de tratamiento, alcanzado porcentajes de remocion del 26,66 %; lo cual se debe
a que posiblemente la concentracion inicial de 1200 mg/L de amonio, bloquea la cinética y
metabolismo microbiano (Aquino-Nalvarte, 2019) y la remocidn registrada puede ser producto de
la absorcion o consumo de amonio cuaternario por la adicion de materia orgénica a través del
contenido de Carbono organico y celulosa proveniente del estiércol bovino fresco (Maduefio-
Delgado, 2018), dando como resultado un efluente con una carga de 880 mg/L de amonio
cuaternario, considerdndose esta una concentracion que ocasiona inhibicion del crecimiento

bacteriano.

Tabla 5. Andlisis de agua residual de la finca 2 antes del tratamiento y después del tratamiento.

PARAMETRO Finca 2 aptes del Finca 2 degpués del
tratamiento tratamiento
Alcalinidad mg/l CaCO3 432 288
pH 7,98 7,56
DBO mg/L O, 286 178
DQO mg/L O, 646 323
Sélidos sedimentables ml/L 0,1 12
Sélidos suspendidos mg/L 123,65 34,5
Amonio cuaternario total mg/L N-NHs 1200 880
Nitritos mg/L NO, 12,34 7,98
Fésforo total mg/L 6,45 3,21
Fosfatos mg/L PO4 4,32 1,43
Grasas y aceites mg/L 77,45 34,76

De acuerdo a los resultados obtenidos en la implementacion del método de Bioaumentacion
(5 dias de tratamiento) y comparandolos con el procedimiento de Atenuacion natural (10 dias de
tratamiento), se puedo establecer que la Bioaumentacion se constituye un procedimiento viable para
la eliminacion o consumo del amonio cuaternario por la adicién de materia organica, disminuyendo
la concentracion de amonio y posiblemente de cabida al crecimiento de algunas comunidades
microbianas. Estos resultados son concordantes con los resultados o teorias propuestas por
Maduefio-Delgado, 2018. Quien afirma que la utilizacién del amonio cuaternario, es eficiente, en

sistemas de tratamientos quimicos para reducir las altas cargas de materia organica en aguas
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residuales y que finalmente la materia organica termina por absorber las concentraciones de amonio

y dar paso posiblemente a la presencia de microrganismos.

En concordancia con lo expresado, se procedio a dar continuada con el tratamiento del agua
residual de amonio cuaternario, pero ahora implementando el sistema de tratamiento o disefio

piloto.

8.3.  Sistema de Tratamiento de Aguas Residuales -Planta Piloto

Obtenido el resultado de la bioaumentacién y considerando que se lograron porcentajes
cercanos al 30 % de remocion, siendo estos mejores a los resultados de los procesos de atenuacion
Natural donde se registré remociones cercanas al 1%; se procedi6 a dar inicio a la puesta en marcha
del sistema de tratamiento implementando la secuencia descrita en la llustracion 2. Esta vez,
utilizando 10 dias de tiempo de tratamiento con un agua residual preparada con 1500 mg/L de
amonio Cuaternario y aumentando la concentracion de estiércol bovino fresco al 10%, estimulando

la biomasa microbiana con de melaza de cafia a una concentracion del 1% v/v.

Los resultados de los analisis globales del sistema de tratamiento del agua residual sometida
una digestion anaerobia por 5 dias y 10 dias de tratamiento total. Se evidencio que la adicion de
materia organica (estiércol Bovino) logro la eliminacion del 99%, demostrando que el amonio se

reduce sustancialmente como se observa en la tabla 6.

Lo anterior indica que es posible tratar el agua residual contaminada con altas cargas de
amonio cuaternario mediante la adicion de materia organica, microorganismos y una estimulacion

de la biomasa microbiana al6ctona incorporada en el reactor.

Es importante mencionar que una vez adicionada la materia organica y la melaza disminuyen
las concentraciones de amonio, sin embargo, la adicién de materia organica (estiércol) aumenta los
resultados de los pardmetros de DBO de 818 mg/LO., comparados con los resultados de un agua

residual de amonio cuaternario sin adicion de materia organica con resultados de 5,58 DBO mg/LO-



32

tabla 4. Esto obedece a los contenidos de lignina y celulosa que son el material que componen el
rumen Bovino (Galindo, 2017). Sin embargo, los residuos de este tipo de componente sedimentan
en los reactores anaerobios, facultativos y aerobios de donde puede ser sustraidos y utilizados para

la elaboracion de biocompost (Londofio, 2003).

Se recomienda la implementacion de sistemas de trampas de grasas, como pretratamiento al
sistema propuesto; teniendo en cuenta que este pardmetro excede los niveles maximos permisibles
para realizar el vertimiento Tabla 6. Asimismo, se recomienda aumentar el tiempo de tratamiento y
tiempos de retencion hidraulica para mejorar los procesos de degradacion de la materia orgéanica
representada en mayor medida por lignina y celulasa, ademas de adicionar hongos que representa
una estrategia posiblemente mas eficiente al momento de remover este tipo de material (Vallejos,
2013).

Tabla 6. Resultados de los analisis de pardmetros de entrada y salida del sistema de tratamiento de
aguas residual de amonio cuaternario (TRH 10 dias).

% Valor de maximo
Parametro AFLUENTE EFIQ%EETE REMOCION
PTAR

Alcalinidad mg/l CaCO3 439 236 N/A Anadlisis y Reporte
pH unidades de pH 7,04 8,21 N/A 6,00 29,00
DBO mg/LO; 818,00 533,00 35% 50,00
DQO mg/LO; 8000,00 640,00 92% 200,00
Amonio mg/L N-NHs 1500 0,01 99,998% Anadlisis y Reporte
Nitrito mg/L NO, 0,69 0,23 66% Anadlisis y Reporte
Fosfato mg/L PO4 37,61 18,80 50% Anadlisis y Reporte
Grasas y Aceites mg/L 405,5 29,2 93% 10,00
Sélidos sedimentables ml/L 1,0 0,2 80% 5,00
Sélidos suspendidos mg/L 3700,00 93,33 97% 100,00
Dureza mg/L CaCQOg3 1000,00 200,00 N/A Andlisis y Reporte

N/A=no aplica

En la tabla 7 se muestran los resultados de los analisis de un agua residual con concentracion
de 1500 mg/L de amonio cuaternario, sometidos al mismo procedimeinto Bioamuentacion con
estiercol al 10 % p/v y 500 ml de melaza de cafia al 50% v/v. En esta ocasiona aumentando el tiempo
de retencidn hidraulica de 24 dias; como se puede observa en la tabla, la eficiencia de remocién de
la DBO del sistema, es mayor comparada con el resultado de DBO del agua residual que es sometida
a 10 dias de tratamiento; esto puede obedecer a la disminucion del efecto germinicida del amonio

cuaternario al entrar en contacto con la biocenosis y a una posterior fase de recuperacion de la
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microbiota, lo que permite el desarrollo de todas las fases del proceso anaerobio: hidrolisis,
acidogenesis, acetogenesis y metanogenesis (Parra -Huertas, 2015).

En este caso, laremocion del amonio cuaternario sigue siendo superior al 99%, demostrando
que el sistema cumple efectivamente con su funcién de remocién del amonio cuaternario, los
resultados de remocion obtenida en esta investigacion, superan las remociones reportadas por DelL.eo
et al. (2020), quienes registraron remocion bioldgica de compuestos de amonio cuaternario cercanas
al 85 % en condiciones anaerobicas, utilizando un inoculo de planta de tratamiento de aguas
residuales con tiempos de retencion de 28 dias, y de hasta un 90% en sistemas de lodos activados

aclimatados. Donde, mas del 80% se eliminé a través de la biotransformacion.

El alto contenido de grasas en el efluente, puede deberse a que el método de analisis
empleado puede estar cuantificando residuos de celulosa y lignina que se desprende por la hidrolisis
del estiercol. Esto debe ser andlizado con mayor detenimiendo en investigaciones futuras y para dar
una mejor interpretacion y exactitud de los resultados (Severiche et al., 2013).

Los resultados obtenidos en la implementacion de esta PTAR no lograron la remocién de la
materia organica hasta los LMP en cuanto DQO y DBO de acuerdo con la resolucion 0631 de 2015
para la actividad productiva en cuestion (produccién de Banano). No obstante, es posible seguir
puliendo el efluente mediante el uso y combinacién de celdas de humedales de flujo subsuperficial
y de lamina libre u otros tratamientos complementarios orientados al pulimento del efluente.
Ademas, con tiempos de retencion hidraulica mayores en el reactor anaerobio y con el uso de
sistemas de tratamiento que permitan un mayor control hidraulico, se pueden lograr procesos mucho

mas eficientes en cuanto a la remocién de estos parametros.

Tabla 7. Resultados de analisis del agua residual con concentracién de 1500 mg/L de amonio
cuaternario de los diferentes componentes del sistema de la PTAR. (TRH 24 dias).

%
EFLUENTE EFLUENTE EFLUENTE .
MUESTRA AFLUENTE R An 24d AEROBIO PTAR REMOCION

PTAR
Alcalinidad mg/L CaCO3 483 345 278 221 N/A
pH unidades de pH 7,12 5,96 8,51 8,13 N/A
DBO mg/LO; 671,00 628,50 748,00 213,00 68%
DQO mg/LO, 8000,00 6400,00 4800,00 640,00 92%
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Amonio mg/L N-NH3 1500 3,79 0,07 0,14 99,97%
Nitrito mg/L NO, 1,34 0,55 0,98 0,37 72%
Fosfato mg/L PO, 34,00 56,37 25,07 10,56 69%
Grasas y Aceites mg/L 567 244,78 227,50 48,5 91,4%
Sélidos suspendidos mg/L 3200,00 1000,00 680,00 90,00 97%
Sélidos sedimentables ml/L 1,2 9,6 8,7 0,2 99,8%
Dureza mg/L CaCOs 500,00 750,00 250,00 110,00 78%
N/A= no aplica.

8.4.  Caracterizacion Microbioldgica del agua

En la caracterizacion microbiologica del agua residual del Afluente del reactor anaerobio
con digestion con un dia (1) de reaccion con amonio cuaternario a 1500 mg/L, no se encontro reporte
de colonias de Salmonella sp, Coliformes totales, coliformes fecales, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus y recuento de hongos Los resultados pueden ser observados en la tabla 8.
Dichos resultados se deben a la accion de desinfeccion del biocida del amonio cuaternario, accion
que ha sido debidamente sustentada, es decir, cualquier concentracion es capaz de ocasionar dafios
en el medio, en menor o mayor proporcion. Ocasionando una eliminacion selectiva de las especies
mas sensibles y disrupciones de las interacciones bidticas que amplifican la vulnerabilidad de
distintas especies a estresantes naturales (Gutierrez, 2012).

Lo expuesto confirma el peligro que representa las concentraciones de amonio cuaternario
en los ecosistemas hidricos. Sin embargo los resultados obtenidos de los efluentes expuestos a
concentraciones de 4,0y 0,14 mg/L de amonio cuaternario y tiempos de retencion hidraulica de 5
y 24 dias respectivamente y siembras directas sobre medios de cultivos selectivos y especificos
( tablas 9 y 10) demuestran que la efectividad de desinfeccion del amonio cuaternario, se puede
perder cuando este se somete a sistemas con cargas organicas superiores a 640 mg/L en DBO, y /o
cuando su concentracion disminuye; por lo que posiblemente, el amonio es un desinfectante que
funciona por accion de contacto, y considere una medida poco adecuada para los procedimientos
de control del Hongo Fusarium Oxysporum f. sp. Cubense raza 4 tropical (Foc R4T)

Tabla 8. Caracterizacion microbiologica del afluente del reactor concentracion de 1500 mg/L de
amonio (expuestos TRH de 1 dia) y siembra de 100uL a partir de dilucion 107

Microrganismos | Valor |




Coliformes totales NMP/100ml <2
Coliformes fecales NMP/100ml <2
Salmonella sp UFC/ml <1
Staphylococcus aureus UFC/ml <1
Listeria monocytogenes UFC/ml <1
Pseudomonas aeruginosa UFC/ml 4
Recuento total de Hongos UFC/ml <1

Tabla 9. Caracterizacion microbioldgica del Efluente del reactor con bioaumentacion y estimulacion

con melaza (expuestos a TRH de 5 dias) y siembra de 100uL a partir de dilucion 10

Microrganismos Valor
Concentracion de amonio mg/L 4,0
Coliformes totales NMP/ml 52
Coliformes fecales NMP/ml 37
Salmonella sp UFC/ml 21,00
Staphylococcus aureus UFC/ml 8,00
Listeria monocytogenes UFC/ml 4,0
Pseudomonas aeruginosa UFC/ml 6
Recuento total de hongos UFC/ml 4

Tabla 10. Caracterizacion microbioldgica del Efluente del reactor con bioaumentacion vy
estimulacion con melaza (expuestos a TRH de 24 dias) y siembra de 100uL a partir de dilucion10?

Microrganismos Valor
Concentracion de amonio mg/L 0,14
Coliformes totales NMP/ml 3480
Coliformes fecales NMP/ml 1220
Salmonella sp UFC/ml 45
Staphylococcus aureus UFC/ml 18
Listeria monocytogenes UFC/ml 35
Pseudomonas aeruginosa UFC/ml 14
Recuento total de hongos UFC/mll 26

8.5.  Pruebas de Sensibilidad de Microorganismos Frente al Amonio Cuaternario.

Las prueba de sensibilidad como se menciond en la metodologia, no se realizé con la
finalidad de cuantificar las unidades formadoras de colonia; su finalidad era verificar la letalidad de

diferentes concentraciones ensayadas sobre el grupo de microogarnismos evaluados en esta
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investigacion. Los resultados del primer ensayo, el cual consistio en vertir 200 microlitros de amonio
cuaternario preparado en las concentraciones de 100 mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 800
mg/L, 1000 mg/L, 1100 mg/L, 1200 mg/L y 1500 mg/L sobre la superficie de los agares sélidos.

llustracion 4. Ensayo con coliformes en distintas concentraciones de Qac.

-,
Nota: en la ilustracion 4 se presentan las fotografias de los ensayos con distintas concentraciones de

amonio cuaternario despues de 24 horas incubacion. 1) 100 mg/L, 2) 200 mg/L, 3) 500 mg/L, 4) 600
mg/L, 5) 800 mg/L, 6) 1000 mg/L, 7) 1100 mg/L, 8) 1200 mg/L, 9) 1500 mg/L.

Se observo que las cepas de E. Coli no presentaron ningun ninguna variacion en su crecimiento a
las distintas concentraciones de amonio cuaternario. Es posible que se haya presentado un proceso
de volatilizacion del biocida debido a la temperatura de incubacion ( 35 ° + 2). No obstante, de

acuerdo con Chacon-Jiménez y Rojas-Jiménez (2020) se han evideniado genes resistentes en
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Escherichia Coli frente a derivados del amonio cuaternairo, que le permiten modificar su
composicion lipidica, lo cual amerita conocer las verdaderas causas de su prevalencia.

llustracion 5. Ensayos con Salmonella sp a distintas concentraciones de amonio cuaternario.

6
Nota: en la ilustracion 5, se registra las fotografias de los ensayos con Salmonella sp a distintas

concentracones de amonio despues de 24 horas de incubacion. 1= 100 mg/L , 2 = 200 mg/L, 3 =500
mg/L, 4 = 600 mg/L, 5= 800 mg/L y 6 = 1000 mg/L

En la iustracion 5, se observo una afectacion de la cepa salmonella sp, apartir de la
concentracion de 800 mg/L de amonio, disminuyendo considerablemente su prevalencia y
crecimiento. Es posible que el amonio cuatenario no ejerza el mismo efecto biocida sobre distintans
cepas bacterianas o posiblemente cada una de las cepas bacterianas desarrollo estrategias de
resistencia y al volatilizarse, permitiera el desarroll6 de las unidades formadoras de colonia que se
pueden observar en la concentracion de 800 mg/L y 1000 mg/L. siendo 800 mg/L la concentracion

que disminuye la prevalencia para este grupo de microorganismos.
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llustracion 6. Ensayos con Pseudomona sp a distintas concentraciones de Qac.

y

Nota: en la ilustracion 6 se presenta un mosaico de fotografias tomadas 24 horas despues de la

incubacion de una cepa de Pseudomonas aeruginosa a distintas concentraciones de amonio
cuaternario en un medio de Cetrimida. 1) 100 mg/L, 2) 200 mg/L, 3) 500 mg/L, 4) 600 mg/L, 5)
800 mg/L, 6) 1000 mg/L, 7) 1200 mg/L, 8) 1300 mg/L, 9) 1500 mg/L.

Al igual que con las cepas de E.coli, la Pseudomonas aeruginosa se registra crecimiento y
revalencia, lo cual desmuestra que el amonio cuaternario no elimina a los individuos de estas
especies. Ramos y Alonso (2011), encontraron que Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus sp, son resistentes a compuestos de amonio cuaternario.
Sin emabargo cada individuo de acuerdo con los resultados reportados experimenta diferentes

respuestas de crecimiento y prevalencia.
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llustracion 7. Hongo Asilado del Afluente de la PTAR a distintas concentraciones de Qac

En la ilustracién 7, se presenta un mosaico con las fotografias 24 horas despues de la incubacién de
un hongo aislado del agua residual de entrada del sistema a concentraciones de amonio cuaternario
de 1) 100 mg/L, 2) 200 mg/L y 3) 500 mg/L respectivamente.

Con este metodo, el hongo aislado del agua residual no se vio afectado en concentraciones
superiores a los 200 mg/L. Esto indica que el amonio cuaternario no elimina al hongo, solo inhibe
su crecimiento durante el contacto con este. Como se menciono anteriormente, es posible, que el
amonio cuaternario debido a la temperatura de incubacion se volatilizara y permitiera el crecimiento

de los organismos de estudio.

Teniendo en cuenta estos resultados, de la primera prueba de sensibilidad que constitia en
adicionar amonio cuaternario sobre la superficie de los agares y posterior inoculacion de los
microrganismos que en este caso parece no demostraba el efecto biocida, se procedi6 a realizar la
segunda fase o prueba de sensibilidad por dilucion, adicionando las siguientes concentraciones de
amonio cuaternario 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L y 1200 mg/L durante el proceso de
preparacion del medio, es decir, antes de la solidificacion y a una temperatura aproximada de 40 °C
un ensayo, que garantiza que el amonio cuaternaro se encontrard en las mismas concentraciones en
todo el medio de cultivo y que no se presentara una posible volatilizacion del antimicrobiano,los
resultados se documentan en la ilustraciones de la 8 a la 16.
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llustracion 8. Trichoderma sp en el dia O y dia 5 de incubacidn con concentracion de 200 mg/L y
400 mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia5

Nota: la ilustracion 6, registra las fotografias de los agares de PDA conconcentracion de amonio
cuaternario de 200 mg/L y 400 mg/L despues de la inoculacién de una cepa de Trichoderma sp en
el dialyeldia5.
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llustracion 9. Trichoderma sp en el dia 1 y dia 5 de incubacién con concentraciéon de 600 mg/L y
800 mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia 5

Nota: lailustracion 7, se registran las fotografias de los agares de PDA con concentracion de amonio
cuaternario de 600 mg/L y 800 mg/L despues de la inoculacion de una cepa de Trichoderma sp en
el dialyeldia5.
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lustracion 10. Trichoderma sp en el dia 1y dia 5 de incubacion con concentracién de 1000 mg/L y
1200 mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia 5

Nota: la ilustracion 8, presenta las fotografias de los agares de PDA con concentracion de amonio
cuaternario de 1000 mg/L y 1200 mg/L despues de la inoculacién de una cepa de Trichoderma sp
enel dialy el diab.

Se obervé que la cepa de Trichoderma sp, no registr6 alteracion en la dinamica de
crecimiento a las diferentes concentraciones de amonio cuaternarioa a las que fue expuesto. El agua
empleada por los productores bananeros para los procesos de bioseguridad reglamentados por el
ICA, tiene una concentracion inicial de 1200 mg/L. Los experimentos adelantos con este tipo de
hongos demostrd que este microorganismo, puede desarrollarse bajo concentraciones extremas de
desinfeccion, siempre y cuando cuente con las condiciones ambientales y con un aceptor final de
electrones; asimismo, es posible que existan otros tipos de desinfectantes distintos a las sales de
amonio cuaternario que pueden mitigar o eliminar a este microorganismo (Rivero-Acosta, 2014).
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llustracion 11. Levadura en el dia 1 y dia 5 de incubacion con concentracion de 200 mg/L y 400
mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia5

Nota: la ilustracion 9, 7p\resenta una tabla con las fbtografias de los agares de PDA con concentracion
de amonio cuaternario de 200 mg/L y 400 mg/L en el dia 1 y el dia 5 despues de la inoculacion de

una cepa de Levadura no identificada, aislada del afluente del reactor anaerobio.
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llustracion 12. Levadura en el dia 1 y dia 5 de incubacion con concentracion de 600 mg/L y 800
mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia5

Nota: la ilustracion 10, presenta una tabla con las fotografias de los agares de PDA con
concentracion de amonio cuaternario de 600 mg/L y 800 mg/L en el dia 1 y el dia 5 despues de la

inoculacion de una cepa de Levadura no identificada, aislada del afluente del reactor anaerobio.
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llustracion 13. Levadura en el dia 1 y dia 5 de incubacién con concentracién de 1000 mg/L y 1200
mg/L de Amonio cuaternario.

Dia1l

Dia5

Nota: la ilustracion 11, presenta una tabla con las fotografias de los agares de PDA con

concentracion de amonio cuaternario de 1000 mg/L y 1200 mg/L en el dia 1y el dia 5 despues de la
inoculacion de una cepa de Levadura no identificada, aislada del afluente del reactor anaerobio.

Como puede observarse en la ilustracion 9, 10 y 11, se determin6é que las distintas
concentraciones de amonio cuaternario no permiten el desarrollo de las levaduras. Esto puede
indicar que estas concentraciones se consituyen en dosis inhibitorias, lo cual debe ser estudiado mas

a profundidad en investigaciones futuras.

Con el objetivo de validar la posibilidad de utilizar las aguas residuales contaminadas con
amonio cuaternario generadas en las fincas bananeras para la elaboracion de fertilizantes organicos
a base de estiercol de bovinos, se realizd un ensayo con una cepa de Fusarium sp con caracteristicas

similares a la del FOC R4T a distintas concentraciones de amonio cuaternario en un agar PDA.
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lustracion 14. Fusarium sp en el dia 1 y dia 5 de incubacion con concentracién de 200 mg/L
y 400 mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia 5

Nota: la ilustracin 13, presenta una tabla con Ias fotografias de los agares de PDA con
concentracion de amonio cuaternario de 200 mg/L y 400 mg/L en el dia O y el dia 5 despues de la
inoculacion de una cepa de Fusarium sp suministrada por el laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad del Magdalena.
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lustracion 15. Fusarium sp en el dia 1 y dia 5 de incubacion con concentracion de 600 mg/L y 800
mg/L de Amonio cuaternario.

Dial

Dia 5

Nota: la ilustracién 14, presenta una tabla con las fotografias de los agares de PDA con
concentracion de amonio cuaternario de 600 mg/L y 800 mg/L en el dia 1 y el dia 5 despues de la
inoculacion de una cepa de Fusarium sp suministrada por el laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad del Magdalena.



48

llustracion 16. Fusarium sp en el dia 1 y dia 5 de incubacion con concentraciéon de 1000 mg/L y
1200 mg/L de Amonio cuaternario.

Dia1l

Dia5

Nota: la ilustracion 16, presenta las fotografias de los agares de PDA con concentracién de amonio
cuaternario de 1000 mg/L y 1200 mg/L en el dia 1 y el dia 5 despues de la inoculacion de una cepa

de Fusarium sp suministrada por el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad del Magdalena.

Se puede observar en la ilustracion 14, 15y 16 que el Fusarium sp se desarrollé bajo todas
las concentraciones; no obstante, a medida que aumenta la concentracion de Quac, su crecimiento
se ve limitado, mostrando un efecto altamente inhibitorio a concentraciones de 1200 mg/L, sin
embargo, este mismo cultivo fue observado a los 8 dias de incubacion y se encontrd que el Fusarium
sp habia empezado a formar el micelio. Esto indica la posibilidad de que el amonio cuaternario en
las concentraciones a las cuales es empleado, no sea una dosis letal para el FOC RAT, y que este
funcionando como una dosis inhibitoria. De acuerdo con Gutiérrez et al. (2008): el amonio

cuaternario carece de actividad esporicida y se puede contaminar con micobacterias.



49

8.6.  Ensayos de Sensibilidad en Suelos

Tabla 11. Resultados de los efectos ocasionados por el vertimiento de agua residual en una
muestra de suelo de la finca 2.

. Resultado con
Resultado sin Amonio
Parametros Metodologia Unidad Amonio :
Cuaternario Cuaternario de
1200 mg/L
Amiloliticos 58 x10°? 0
Celuliticos 166 x 102 0
Proteoliticos NMP NMP/10g 14.6 x 10?2 0
Amonizante 16.9x10? 0
Desnitrificante 18.6 x 10?2 0
Método de Bailenger NGmero de
Nematodos modificado SM 10750 h <1 <1
B uevos/qy
Recuento de bacterias Recuento en Placa UFC/10g 450x10°3 0
Recuento total de hongos | Recuento en Placas UFC/10g 33x10° 2x103

Los resultados registrados en la tabla 9 se puede evidenciar que, el vertimiento del agua
residual contaminada con amonio cuaternario, ocasiona eliminacion total de microorganismos
amiloliticos, celuliticos, proteoliticos, amonizantes y desnitrificantes en la muestra de suelo de la
finca 2. Esta alteracion puede ocasionar alteraciones en los ciclos biogeoquimicos dado que gran
parte de la movilidad de los elementos que componen este ciclo se encuentra mediado por
microorganismos que participan en diferentes actividades, a través de las cuales se movilizan los
elementos esenciales para la vida, construyendo asi grupos funcionales. Esta microbiota participa
en las transformaciones de los procesos de humificacion y mineralizacién de la materia organica.
Son los microorganismos los encargados de transformar y fijar los compuestos nitrogenados,
solubilizar los compuestos fosfatados mediante asociaciones con las raices de las plantas,
micorrizas, aportando aproximadamente un 50% de los requerimientos de fosforo de las plantas
(Ramirez-Carvajal, 1997; Garcia Vargas, 2015).

Es posible que, en un vertimiento real, no se elimine la totalidad del microbiota del suelo,
sobre todo en estos casos, donde el volumen de agua descargada por los pequefios productores, solo

supera los 20 litros por semana, con concentraciones que varian de 200 mg/L a 1200 mg/L. No
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obstante, estos vertimientos pueden causar eliminacion selectiva de las especies méas sensibles y

disrupciones en las interacciones bioticas.

En el caso de los grandes productores, las descargas podrian ser diarias y sus volumenes
superiores a los 40 litros. Verter estas aguas de forma consecutiva, podria amplificar el dafio
originado a la microbiota, causando eliminacion total de los microorganismos en los puntos de
vertimiento, generando un deterioro en la calidad del suelo y podria modificar el flujo y la tasa de

liberacion de nutrientes en esos puntos especificos (Garcia-Vargas, 2015).
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9. Conclusiones

El vertimiento de aguas residuales contaminadas con amonio cuaternario por parte de los
productores de fincas bananeras incumple con lo dispuesto en la resolucion 0631 de 2015, toda vez

que la DQO generada, supera el limite maximo permisible dispuesto para dicho parametro.

En los ensayos realizados en la presente investigacion, se demostré que el vertimiento sin
tratamiento previo, causa efectos adversos sobre la microbiota en el punto de descarga del
vertimiento final; la periodicidad de este vertimiento y las concentraciones a las cuales se realice

determinan el dafio a la biocenosis.

El vertimiento en un pozo de absorcion con una profundidad de 1.20 metros con carbon
activado, no es una solucion viable, dado que el tratamiento con carbon activado no esta orientado

a la remocion de estos contaminantes establecidos por la normativa legal vigente de Colombia.

Se demostrd la eficacia de la biorremediacion como un proceso adecuado para mitigar la
polucion por este tipo de contaminantes. El tratamiento biolégico empleando la bioaumentacién y
bioestimulacion con materia organica y melaza de cafia, se constituye en una tecnologia de facil
disefio, operacion y representa una alternativa de bajo costo para el tratamiento biolégico de las
aguas contaminadas con amonio cuaternario. Estas tecnologias de tratamiento pueden ser llevadas a

cabo a pequerfia, mediana y gran escala por las cooperativas y grandes productores bananeros.

Se comprob6 que los porcentajes de remocion superan el 99% para el amonio cuaternario y
mas del 90% para la DQO; con tratamientos complementarios orientados al pulimiento del efluente,
es posible conseguir el cumplimiento de los LMP de los parametros de vertimiento estipulados por

la resolucion 0631 de 2015 para la postcosecha de banano.

Las pruebas de sensibilidad de los microorganismos frente al amonio cuaternario,
demuestran una posible ineficacia del cloruro de didecil-dimetil amonio de quinta generacién frente
a cepas de hongos, especialmente Fusarium. lo cual debe ser estudiado mas a fondo en

investigaciones futuras.
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