UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
ESCUELA DE POSTGRADO

MAESTRIA EN QUIMICA DEL MEDIO AMBIENTE

“RECUPERACION DE RESIDUOS LIQUIDOS INDUSTRIALES MEDIANTE
ARTHROSPIRA SP. Y CHLORELLA SP., A ESCALA DE LABORATORIO, PARA LA
OBTENCION DE AGUA DE RIEGO”. REGION ARICA Y PARINACOTA.

PRESENTADO POR:
Bach. Katy Consuelo Alejandro Pérez

PARA OBTENER EL GRADO DE:
Magister en Quimica del Medio Ambiente

AREQUIPA — PERU
2012



INDICE

RESUMEN.....cuuueiieerttnneeeeerreneeeeeesssneseesssssnneeesssssnseessssmssessssssnnsenns
ABSTRACT .....uuiiiiirneeeerettnneeeeersnneeeessnneeesssssnseessssssnnessmesssssnneesens
INTRODUGCCION.....ooevvtunieeirieeertreeereneerreneerssneesssneesmessneesssnnsssnnnns
HIPOTESIS...uuiitviiieeeeretteeeerrersnneeeeessnneeessssnseeeesssssneeeessssnnnesssssses
OBJIETIVOS....iieitiueeeeeertnieeeeressnneeeersssneeessssssseeesssssnsesssssnsesssssnns

RESULTADOS Y DISCUSION...ciutiiiiitiiniieiiutieiieiietiesietisseessseesnssaenns
1.- Caracterizacion del RIL....... ...
2.- Ensayos de Coagulacion y/o Floculacion con Sulfato de Aluminio (Aly(SOs)s)..
3.- Ensayos de Coagulacion y/o Floculacion con Cloruro Férrico (FeCls)....urnnnee.
4.- Ensayo de Biorremediacion con Arthrospira Sp. ...........coooeeeieeiiiiinnennnnann..
4.1 Analisis Fisicoquimicos en un Ambiente No Controlado para Fotoperiodo.....
Noche y Dia en el ensayo de Recuperacion de RILES con Arthrospira sp.
4.1.1 Comportamiento de la Biomasa hiimeda en el ensayo de Recuperacion ...
de RILES con Arthrospira sp.
4.1.2 Monitoreo del Oxigeno Disuelto en el ensayo de Recuperacion de RILES .
con Arthrospira sp.
4.1.3 Monitoreo del pH en el ensayo de Recuperacion de RILES con..............
Arthrospira sp.
4.1.4 Monitoreo de la Intensidad Luminica en el ensayo de Recuperacion de ....
RILES con Arthrospira sp.
4.1.5 Relacion del Oxigeno Disuelto y Demanda Bioquimica de Oxigeno enel ..
ensayo de Recuperacion de RILES con Arthrospira sp.
4.1.6 Monitoreo de Fosfato (PO4'3 ) en el ensayo de Recuperacion de RILES... .

co n Arthrospira sp.

4.1.7 Monitoreo de Nitrato (NO3') en el ensayo de Recuperacion de RILES con.
Arthrospira sp.

10

10

11

13

13

15

16

17

19

20

22

23

25


http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro

4.1.8 Monitoreo de Nitrito (NO;) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Arthrospira sp.

4.2 Recuento de Meso6filos Aerobios y Anaerobios facultativosen ...................
ensayo de biorremediacion con Arthrosphira sp.

5.- Ensayo de Biorremediacion con Chlorella sp...........c.cooviiiiiiiiiiiiiiiiann..,
5.1 Analisis Fisicoquimicos en un Ambiente No Controlado para Fotoperiodo....
Noche y Dia en el ensayo de Recuperacion de RILES con Chlorella sp.
5.1.1 Comportamiento de la Biomasa humeda en el ensayo de Recuperacion.....
de RILES con Chlorella sp.

5.1.2 Evolucién de la Concentracion Celular en el ensayo de Recuperacion de...
RILES con Chlorella sp.

5.1.3 Monitoreo del Oxigeno Disuelto en el ensayo de Recuperacién de..........
RILES con Chlorella sp.
5.1.4 Monitoreo del pH en el ensayo de Recuperacion de RILES con.............
Chlorella sp.
5.1.5 Monitoreo de la Intensidad Luminica en el ensayo de Recuperacion de.....
RILES con Chlorella sp.
5.1.6 Relacion del Oxigeno Disuelto y Demanda Bioquimica de Oxigeno en......
el ensayo de Recuperacion de RILES con Chlorella sp.
5.1.7 Monitoreo de Fosfatos (PO4'3) en el ensayo de Recuperacion de RILES... .
con Chlorella sp.
5.1.8 Monitoreo de Nitratos (NOj3') en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Chlorella sp.
5.1.9 Monitoreo de Nitritos (NO,") en el ensayo de Recuperacion de RILES con.
..Chlorella sp.

5.2 Recuento de Mesofilos Aerobios y Anaerobios facultativos en................... .
ensayo de biorremediacion con Chlorella sp.

6.- Caracterizacion del Agua de Ri€g0o.........ocoviiiiiiiiiiiii e

26

28

29

29

29

31

31

34

35

37

38

39

42

43

45



CAPITULO 11

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANE X O S .



RESUMEN

En la Region Arica y Parinacota, Chile, el principal inconveniente para un desarrollo fructifero de la
agricultura es la falta del recurso hidrico que se ve influido por encontrarse contiguo al desierto de
Atacama el cual es considerado el desierto mas arido del mundo. Muy cerca a la ciudad de Arica, se

extiende el valle de Azapa, donde se cultivan hortalizas, olivos y citricos.

El tratamiento de Residuos Liquidos Industriales generados requiere especial atencion debido a las
descargas que se realizan en la actualidad a cuerpos de agua que ocasionan serios problemas de
contaminacion, la recuperacion de estos contaminantes mitigaria diversos problemas ambientales

que percuten y también contribuiria a la falta del recurso hidrico en la Region.

En los experimentos a nivel laboratorio se investigd procesos fisicoquimicos de tratamiento, como
la coagulacion/floculacion aplicado a RILES de una industria avicola. El proceso quimico de
coagulacion/ floculacion fue realizado con sulfato de aluminio, cloruro férrico probados en forma
individual, variando la dosis y el pH. Se determind la dosis optima de coagulante que reduce,
significativamente, la turbidez. De acuerdo a los resultados experimentales se puede asumir que el
floculante mas adecuado, para realizar un tratamiento quimico de los RILES es el cloruro férrico
con el cual se obtuvieron eficiencias del 97.97% en remocion de turbidez a una dosis de 0.5 g/L'y a

pH de 9.

En un tratamiento secundario o biologico a nivel laboratorio se utilizO microalgas como
Arthrospira sp. y Chlorella sp., debido a los procesos simbioticos de bacterias (quienes realizan la
degradacion de la materia orgadnica y excretan CO,) y microalgas (quienes utilizan los compuestos
inorgénicos y consumen CQO,), llevando a cabo una eficiente conversion de la energia solar, en la
utilizacion y eliminacion de materia orgénica, lo cual se traduce naturalmente en generacion de
biomasa, mejorando la calidad del efluente y aumentado la concentracion de oxigeno, el cual
inicialmente partié de 1.05 mg O,/L llegando a valores de 8.00 mg O,/L. Se considerd en el disefio

experimental parametros como el tipo de efluente, la carga organica, intensidad luminica y pH.

La implementacion de esta tecnologia es apropiada en regiones con radiacion solar alta y constante.
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ABSTRACT

In the region of Arica and Parinacota, Chile, the main inconvenient for a profitable development of
the agriculture is the of water resource which is dominated because of its surrounding to Atacama
Desert which is considerate the driest desert in the world. Close to the city Azapa Valley can be

seen, where olive, citrics and vegetables can be grown.

The treatment of liquid industrial residues needs special attention due to the unloudings that are
realized at present groups of water that cause serious problems of colateral contamination, however
its recuperation could help to solve several environmental problems and also to contribute to the

lack of water resource in the region.

Experiments at a laboratory level could investigate the fissio-chemical treatment of
coagulation/flocculation applied to RILES of a poultry industry. The chemical process of
coagulation/flocculation was executed with aluminum sulphate, ferric chloride tested individually,
with a variation of the dose and pH, the optimum dose of coagulant that reduces muddy residues. In
agree with the experimental it might be assumed results that the most appropriate flocculants to
conduct chemical treatment of RILES is the ferric chloride which obtained a efficiency of 97.97%
in a dose of muddy of 0.5 g/Ly a Ph of 9.

In a secondary or biological at a laboratory level, micro-seaweed treatment like Arthrosphira sp.
and Chlorella sp. Due to processes joined to bacteria (which executes the degradation of inorganic
matter) and micro sea-weed (which uses inorganic compound), To make an efficient conversion of
solar power, in the use and elimination of organic matter, which can be traduced naturally in biomes
generation, improving the quality of the effluent and increasing the concentration of oxygen, which
initially started on 1.05 mg O,/L reaching a value of 8.00 mg O,/L. It was considered as a
parameter the effluent type, the organic information, the light intensity and the pH.

The implementation of this technology is appropriate in region with a high and constant solar

radiation



INTRODUCCION

Toda actividad humana genera residuos tanto solidos, liquidos y gaseosos. La parte liquida
de los mismos, a lo que llamamos aguas residuales, son esencialmente el agua de que se
desprende la comunidad una vez que ha sido contaminada durante los diferentes usos para
los cuales ha sido empleada. Entonces podemos definir al agua residual como la
combinacion de los residuos liquidos, que provienen de residencias, instituciones publicas y
de establecimientos industriales y comerciales, a los que se les puede agregar aguas

subterraneas, superficiales y pluviales.

En la Region Arica y Parinacota estdn presentes una empresa sanitaria “Aguas del
Altiplano”, pero esta no tiene una planta de tratamiento, todas las aguas servidas solo se
vierten al mar a través de un emisario que se encuentra justo a 200 metros de la costa.
También una segunda empresa pequenia “Agua Arica”, esta empresa tiene una pequefa
planta de tratamientos de aguas domiciliarias en la parte norte de la ciudad pero al parecer

ya esta obsoleta y no cumple a cabalidad la recuperacion de las mismas.

Por la gran preocupacion de instituciones y organismos ecologicos se han implementado
numerosos tratamientos para la recuperacion de liquidos industriales, sin embargo no han
sido lo suficientemente efectivas para erradicar problemas ya conocidas para el
saneamiento del agua como son: agua mal depurada, altos costos de operacién y
mantenimiento, alto uso de productos quimicos y equipos perimetrales, proliferacion de
vectores asociados a aguas con alto contenido de materia organica, (zancudos, efidrias,
moscas), exagerados costos de inversion, limitacion de infraestructura disefiada, entre

muchos mas. Consecuentemente no se logra un agua al 100% depurada.

Es por todo esto que en una sociedad industrializada como la nuestra nos creo la necesidad
de la evacuacion inmediata y sin molestias del agua residual de sus fuentes de generacion,
seguida de su tratamiento y eliminacidon, con microorganismos amigables al medio

ambiente y que sobre todo forman parte de nuestro ecosistema.



HIPOTESIS

Dado que es posible desarrollar y adaptar tecnologias para mejorar la calidad actual
de residuos liquidos industriales vertidos al sistema de alcantarillado es probable
que mediante un tratamiento primario quimico y un tratamiento secundario
bioldgico con la incorporacion de Arthrospira sp., Chlorella sp. y microorganismos
nativos presentes en estos usando su capacidad simbidtica se pueda optimizar la
reduccion de la materia organica lo que con lleva a obtener un agua recuperada con

la calidad adecuada para ser usada en riego.



OBJETIVOS

» Objetivo General:

Evaluar un esquema de tratamiento Quimico y Bioldgico para Residuos
Liquidos Industriales del norte de Chile, para obtener agua de Riego.

» Objetivos Especificos:

1. Determinar con tratamientos quimicos primarios la capacidad de
floculaciéon con cloruro férrico y sulfato de aluminio para Residuos
Liquidos Industriales.

2. Demostrar en un tratamiento biologico la incorporaciéon de
Arthrospira sp. y Chlorella sp. para la biorecuperacion de residuos
liquidos industriales.

3. Evaluar Arthrospira sp. y Chlorella sp. a diferentes condiciones de
adaptacion de % de in6culo de alga y % de RIL, aireacion, asi como la
importancia del fotoperiodo de luminosidad y oscuridad.

4. Analizar en ambos tratamientos pardmetros fisicoquimicos y biologicos
(OD, DBOS, pH, turbidez, meso6filos aerobios) Optimos para obtener un
mayor porcentaje de recuperacion de residuos liquidos industriales.



CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se recuperd residuos liquidos industriales mediante

Arthrospira sp. y Chlorella sp. para la obtencion de agua de riego.
1. Caracterizacion del RIL

El color que presentaba el RIL CRUDO fue grisdceo y de olor caracteristico y
nauseabundo, los parametros analizados en el RIL CRUDO se muestran en la

Tabla N°1.1.

Tabla N°1.1 Parametros analizados en RIL CRUDO

Parametros Valor Unidad
pH 6.17 --
Salinidad 0 oo
Temperatura 19°C °C
Oxigeno Disuelto 1.05 mg/L
DBO; 5.23 mg/L
Soélidos Suspendidos 60 ml/L
Aluminio 0.14 mg/L
Hierro 1.86 mg/L
Fosfatos 60 mg/L
Nitratos 14.8 mg/L
Nitritos 20 mg/L
Turbidez 1000 FTU

Por tratarse de un RIL proveniente de una faenadora avicola lo que principalmente se
encuentra es materia organica disuelta y solidos suspendidos que en su mayoria fueron

tratados en un pretramiento de floculacion y/o coagulacion.
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2. Ensayos de Coagulacion y/o Floculacion con Sulfato de Aluminio (Al»(SOy)3)

En la Figura N°l.1 se analizo la variacion de la turbidez a diferentes dosis de
Al (SO4)3 y de pH. Se muestra que los perfiles de eliminacion de turbidez tienen cierta
similitud de comportamiento a pH 8 para un valor de turbidez inicial de 1000 FTU, el
porcentaje de remocion de la turbidez se incremento a pH 7 y a pH 8, siendo este
ultimo el de mayor porcentaje de remocion y en la dosis de 0.14 g/L se tiene un

remocion de 96.50% y alcanza el 97.67% a una dosis de 0.15 g/L.

A pH 8 los valores de turbidez fueron 11.47, 4.96, 3.26 y 5.11 FTU para 0.13, 0.14,
0.15 y 0.16 g Aly(SO4)s/L respectivamente, demostrandose asi que los datos de

turbidez permanecen casi constantes.

100+

0 N O O

Turbidez (FTU)

> D ) ©
S S~ S~ o
Dosis (g/L)

Figura N°1.1 Variacion de la Turbidez (FTU) en relaciéon del pH y dosis
(g/L) de Aly(SOq)s.

Al anadir Aly(SOy); al agua, las moléculas se disocian en Al y SO4. El AlP puede
combinarse con coloides cargados negativamente para neutralizar parte de la carga de
la particula coloidal. El Al'3 puede también combinarse con los OH™ del agua para

formar hidroxido de aluminio.
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En la Figura N°1.2 se evalu6 los residuos de Al™ que podian estar presentes en el agua
clarificada, mostrando en todos los ensayos que ninguno sobrepasa el limite maximo

permitido en la Norma NCh1333 el cual es de 5 mg/L. Ver Anexo 4

0.4+

0 N O O

0.1+
0.0-
> ™
o~ o~
Dosis (g/L)

Figura N°1.2 Residuos de Al en relacion del pH y Dosis (g/L) de  Aly(SO4)s.

3. Ensayos de Coagulacion y/o Floculacion con Cloruro Férrico (FeCls)

En la Figura N°1.3, se analiz6 la respuesta a la variacion de dosis de FeCl; a
diferentes valores de pH. Se muestra que los perfiles de eliminacion de turbidez tienen
cierta similitud de comportamiento a pH 9 para un valor de turbidez inicial de 1000
FTU, el porcentaje de remocién de la turbidez se incremento a pH 7 y a pH 9, siendo
este ultimo el de mayor porcentaje de remocion y en la dosis de 0.6 g/L se tiene un

remocion de 97.36% y alcanza el 97.97% a una dosis de 0.5 g/L.

A pH 9 los valores de turbidez fueron 46.20, 28.50, 20.29 y 26.36 FTU para 0.3, 0.4,
0.5 y 0.6 g FeCly/L respectivamente, demostrandose asi que los datos de turbidez

permanecen casi constantes.
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Figura N°1.3 Variacion de la Turbidez (FTU) en relacion del pH y Dosis
(g/L)de FeCls.
El FeCl; en medio acuoso ligeramente basico reacciona con el ion hidroxido para
formar fléculos de FeO(OH)", que puede eliminar los materiales en suspension. Es por
ello su gran utilidad para depurar las aguas residuales y para tratamiento de aguas de
consumo. Cuando se disuelve en agua, el cloruro de hierro (III) sufre hidrolisis y libera
calor en una reaccion exotérmica. De ello resulta una solucion 4cida y corrosiva que se

utiliza como coagulante en el tratamiento de aguas residuales y la potabilizacion del

agua.

En la Figura N°1.4 se evalud los residuos de Fe que podian estar presentes en el agua
clarificada se evaluaron, mostrando en todos los ensayos que ninguno sobrepasa el

limite méximo permitido en la Norma NCh1333 el cual es de 5 mg/L. Ver Anexo 4.
4. Ensayo de Biorremediacion con Arthrospira sp.

Observando la Figura N°1.5 y Figura N°1.6, se nota una considerable diferencia de
biorecuperacion. En la Figura N°3.5 observamos el color inicial de los diferentes
tratamientos (% indculo microalgal y %RIL) en los ensayos para ambas cepas y en la
Figura N°3.6 observamos el incremento del in6culo microalgal mediante el cambio de
color el cual fue inicialmente amarillo claro y posteriormente incrementandose a

verde.

13
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Figura N°1.4 Residuos de Fe en relacion del pH y Dosis (g/L) de Al,(SOq)s3

El control sélo tiene el medio de cultivo de la microalga, el cual se va agotando durante
el periodo del ensayo, sin embargo los demas matraces tienen diferentes proporciones
de RIL y cepas microalgales que van consumiendo la materia organica que sirve como

fuente de nutriente.

Figura N°1.5. Inicio del Ensayo de Recuperacion de RILES
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Figura N°1.6. Final del Ensayo de Recuperacion de RILES

El crecimiento de las cepas microalgales se incrementa dado a las condiciones
climaticas favorables con las que se cuenta en la Region Arica y Parinacota. Es asi que
los graficos de los analisis fisicoquimicos mostrados a continuacion pertenecen a los

monitoreos realizados para un Fotoperiodo Noche y para Fotoperiodo Dia.

4.1 Analisis Fisicoquimicos para Fotoperiodo Noche y Dia en el ensayo de

Recuperacion de RILES con Arthrospira sp.

La puesta en marcha del ensayo empezd a las 6:00 pm, los monitoreos de los
parametros fisicoquimicos partieron a las 8:00 am del dia siguiente considerandose
ese intervalo de horas como el primer Fotoperiodo Noche, los monitoreos del
Fotoperiodo Dia partieron a las 5:00 pm del mismo dia, considerandose ese

intervalo de horas como el primer Fotoperiodo Dia.

En las graficas de cada uno de los parametros se muestran primeramente el

Fotoperiodo Noche seguido del Fotoperiodo Dia.
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4.1.1 Comportamiento de la Biomasa humeda en el ensayo de Recuperacion de
RILES con Arthrospira sp.

Se realiz6 el monitoreo de la Biomasa hiimeda interdiariamente durante 7 dias que
durd el ensayo para Arthrospira sp. a todos los tratamientos incluido el del control,
podemos apreciar la tendencia de un incremento hacia el final del ensayo a
excepcion del quinto dia en el Fotoperiodo Noche (Figura N°1.7) y del tercer dia
para el Fotoperiodo Dia donde existe una disminucion de la biomasa huimeda.

(Figura N°1.8).

En ambas Graficas observamos que la Biomasa humeda acrecenté hacia los 50 g/L
en ambos fotoperiodos, sin embargo la mayor biomasa se encuentra al 75% de
Cultivo y al 50% de Cultivo para el Fotoperiodo Noche y Fotoperiodo Dia

respectivamente.

N w B w
o o o o
1 1 1 1

biomasa himeda (g/L)

[
o
1

dias
=4=—=CONTROL =lll=75% Cultivo 50% Cultivo  ==<=25% Cultivo

Figura N°1.7 Evaluacién de la Biomasa himeda (g/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Noche

Como es de nuestro conocimiento la Arthrospira sp. al igual que todo
microorganismo tiene diferentes fases de crecimiento que se ven influencias por
diversos factores como los nutrientes, pH, luz entre otros. Una posible disminucion

de la biomasa puede estar también asociado a la necesidad de un ajuste bioquimico.

16
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Figura N°1.8 Evaluacion de la Biomasa himeda (g/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Dia.

4.1.2 Monitoreo del Oxigeno Disuelto en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Arthrospira sp.

Se realiz6 el monitoreo del Oxigeno Disuelto (OD) presente en todos los
tratamientos durante 6 dias que dur6 el ensayo para Arthrospira sp., podemos
apreciar en general la tendencia de incremento para los tratamientos, sin embargo
en el Fotoperiodo Noche los valores para el 25% de Cultivo existe una ligera
tendencia similar, y un descenso al 50% de Cultivo, el mayor valor de OD acrecent
alrededor de 9 mgO,/L en el 75% de Cultivo para el Fotoperiodo Noche (Figura
N°1.9), y en el Fotoperiodo Dia un incremento paulatino, a excepcion de un ligero
descenso al 50% de Cultivo, el mayor valor es de 10 mgO,/L en el Control, sin
embargo sobresale el OD al 75% de Cultivo empezando en 7.8 y culminando en

9.8 mgO,/L (Figura N°1.10).
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Figura N°1.9. Evaluacion del OD (mgO,/L) en relacién al tiempo (dias) en Fotoperiodo

Noche.
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Figura N°1.10. Evaluacion del OD (mgO,/L) en relacion al tiempo (dias) en Fotoperiodo

Dia.
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El monitoreo del Oxigeno Disuelto (OD) se utilizO como un indicador de agua
contaminada mientras mas alto sea el valor o este proximo a 9 mgO,/L, el agua estara

con mejor calidad.

4.1.3 Monitoreo del pH en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Arthrospira sp.

Se realizd el monitoreo del pH presente en todos los tratamientos durante 6 dias que
durd el ensayo para Arthrospira sp. se aprecia la tendencia de incremento Yy para

todos los tratamientos.

En el Fotoperiodo Noche es mas notable un incremento alrededor de pH 10, sin
embargo se distingue a 25% de Cultivo el mayor incremento de pH, partiendo de 8.5
y culminando en 9.8 (Figura N°1.11). En Fotoperiodo Dia los valores de pH se
vuelven mas estables casi alrededor de 11, sin embargo se distingue a 75% de Cultivo

el mayor incremento de pH, partiendo de 10 y culminando en 12(Figura N°1.12).

12,50 ~
12,00 +
11,50 -
11,00 +

10,50 +

pH

10,00 -
9,50 +
9,00 -

8,50 -

8,00 T T T T T
1 2 3Dpias

=¢=_Control =ll=75% cultivo 50% cultivo ==%=25% cultivo

Figura N°1.11. Evaluacion del pH en relacion al tiempo (dias) en Fotoperiodo Noche.
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Figura N°1.12. Evaluacion del pH en relacion al tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia

Un parametro importante para el crecimiento de la Biomasa Microalgal es el pH, para
Arthrospira sp. el pH idoneo es mayor a 9. Cabe resaltar que en el Fotoperiodo Dia el
proceso fotosintético de fijacion de CO, por el consumo de la fuente de Carbono

provoca un aumento gradual de pH en el medio debido a la acumulacion de OH'.

4.1.4 Monitoreo de la Intensidad Luminica en el ensayo de Recuperacion de

RILES con Arthrospira sp.

Se realizé un monitoreo de la intensidad luminica (umol.m'z.s'l) de fotones en todos
los tratamientos durante 6 dias que durd el ensayo para Arthrospira sp., esta variable
corresponde netamente a las condiciones climaticas, y en un Fotoperiodo Noche se
puede evaluar para una etapa fotosintética oscura que realiza las microalgas cuya
reaccion depende mas de la temperatura que de la misma intensidad luminica. La
intensidad luminica se mantuvo relativamente casi constante manteniéndose dentro
del rango de 100 umol y 60 pumol en el proceso completo de evaluacion (Figura

N°1.13). En un Fotoperiodo Dia los valores sobresalen hasta mas de 300 pmol, esto
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permite un desarrollo de las reacciones quimicas continuas del proceso fotosintético

apoyado por la luz solar (Figura N°1.14).
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Figura N°1.13. Evaluacion de la Intensidad Luminica (umol.m™.s™") en relacién al

tiempo (dias) en Fotoperiodo Noche.
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Figura N°1.14. Evaluacion de la Intensidad Luminica (umol.m™.s™) en relacién al

tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia.

Las Microalgas capturan energia proporcionada durante el dia para transformarla en

energia quimica, en una fotosintesis oscura dependen de la temperatura y son
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independientes de la luz, las reacciones llevadas a cabo en una fotosintesis oscura
proporcionan nutrientes necesarios para el crecimiento microalgal, y en una

fotosintesis iluminada se acentiia netamente en almacenar la energia solar.

4.1.5 Relacion del Oxigeno Disuelto y Demanda Bioquimica de Oxigeno en el

ensayo de Recuperacion de RILES con Arthrospira sp.

Se monitore6 Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) en relacion al Oxigeno
Disuelto (OD) tal como se detallo en la Metodologia. En todos los tratamientos al
inicio y al final del ensayo la relacion del OD en relacion a la DBOs, es inversamente
proporcional (mientras el OD aumenta el DBOs disminuye).

Considerando el inicio y final del ensayo se tiene una mejor relacion proporcional al
75% de Cultivo y al 25% de Cultivo para el Fotoperiodo Noche (Figura N°1.15) y
Dia (Figura N°1.16) respectivamente, sin embargo en todos los tratamientos existe un

incremento del OD y una disminucion de DBOs,

11

0o
!

mgo,/L
~N

Tratamientos

DBO5

Figura N°1.15. Relacion del OD y (DBOs) en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Arthrospira sp en Fotoperiodo Noche.
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Figura N°1.16. Relacion del OD y (DBOs) en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Arthrospira sp en Fotoperiodo Dia.

Leyenda: 1: "Control Artrosphira sp. Inicial”, 2: "Control Artrosphira sp. Final"

3: "75% Artrosphira sp./25% RIL Inicial", 4:"75% Artrosphira sp./25% RIL Final",
5: "50% Artrosphira sp./50% RIL Inicial", 6:"50% Artrosphira sp./50% RIL Final"

7: "25% Artrosphira sp./75% RIL Inicial", 8: "25% Artrosphira sp. / 75% RIL Final".

La relacion inversa del OD con la DBOs, nos muestra la cantidad necesaria de
oxigeno en mgO,/L necesaria para iniciar el proceso de oxidacion bioquimica de la

materia organica mediante accion de los microorganismos aerobios.

4.1.6 Monitoreo de Fosfato (PO4'3) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Arthrospira sp.

Se realizd el monitoreo de (PO;°)  presente interdiariamente en todos los
tratamientos durante 7 dias que duro6 el ensayo para Arthrospira sp. se aprecia la

tendencia de descenso en general para todos los tratamientos.

En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso, el tratamiento
que contiene el 75% de RIL presenta el menor valor de fosfatos estando alrededor de

3.15 mg/L (Figura N°1.17). En el Fotoperiodo Dia existe de igual manera una
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predisposicion al descenso, siendo el tratamiento con 75% de RIL el de valor menor

encontrandose hacia los 3 mg/L (Figura N°1.18).

Al inicio de los ensayos el consumo de fosfatos es inestable probablemente por un
ajuste bioquimico y/o al metabolismo de Arthrospira sp., posteriormente el fosfato es

usado como nutriente en los procesos de transferencia de energia como la fotosintesis.
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Figura N°1.17. Evaluacion de Fosfatos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.18. Evaluacion de Fosfatos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Dia
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4.1.7 Monitoreo de Nitrato (NO3) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Arthrospira sp.

Se realizd el monitoreo de (NOs') presente interdiarimante en todos los tratamientos
durante 7 dias que dur6 el ensayo para Arthrospira sp. se aprecia un incremento en

el Fotoperiodo Noche y un descenso en el Fotoperiodo Dia.

En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso en el tratamiento
que contiene el 75% de RIL este presenta el menor valor de nitrato estando alrededor
de 8 mg/L, en los demas tratamientos existe un incremento que puede ser aludido a la
segregacion de residuos de Arthrospira sp (Figura N°1.19). En el Fotoperiodo Dia
existe de igual manera una predisposicion al descenso en el tratamiento con 50 y 75%

de RIL presentando el valor alrededor de 17 mg/L (Figura N°1.20).

En algunos tratamientos al inicio del ensayo se incrementa el valor de nitratos debido
a que Arthrospira sp. comienza en un periodo de adaptacion ya que no se encuentra el
alga sola presente sino también entra en competencia con otros microorganismos, un
descenso indica el consumo de nitrato como fuente de energia para el desarrollo de la

fotosintesis.

30 -+ ~
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Figura N°1.19. Evaluacion de Nitratos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.20. Evaluacion de Nitratos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Dia

4.1.8 Monitoreo de Nitrito (NO;) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Arthrospira sp.

Se realizd el monitoreo de (NO;) presente interdiariamente en todos los
tratamientos durante 7 dias que durd el ensayo para Arthrospira sp. se aprecia un

descenso en el Fotoperiodo Noche y un descenso en el Fotoperiodo Dia.

En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso en todos los
tratamientos, el valor mas resaltante es el tratamiento que contiene el 75% de RIL
este presenta el menor valor de nitrito estando alrededor de 10 mg/L(Figura N°1.21).
En el Fotoperiodo Dia existe de igual manera una predisposicion al descenso mas aun
en el tratamiento con 75% de RIL presentando el valor alrededor de 5 mg/L(Figura

N°1.22).

En todos los tratamientos los nitritos que son solubles en el agua, se forman a partir
de los nitratos o por oxidacidon bacteriana incompleta, muchos microorganismos
presentes en el RIL influyen directamente a la formacion de los nitritos, y por ende un

disminucion de estos nos indica una mejor calidad de agua.
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Figura N°1.21. Evaluacion de Nitritos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.22. Evaluacion de Nitritos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en
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4.2 Recuento de Mesoéfilos Aerobios en ensayo de biorremediacion con

Arthrosphira sp.

Se realizd el recuento de mesoéfilos aerobios y anaerobios facultativos en las
condiciones de tratamientos antes explicadas por la técnica de placa vertida, los
tratamientos fueron evaluados en su inicio y al final, los valores se expresan en
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). En todos los tratamientos,
incluido el control se observa una disminucion en el recuento de mesofilos aerobios y
anaerobios facultativos. Esta disminucion es superior en los tratamientos de 75%,
50% y 25% de Arthrosphira sp. que en el control de Arthrosphira sp. (Figura
N°1.23).
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Figura N°1.23. Recuento de Meséfilos Aerobios en ensayo de biorremediacion con

Arthrosphira sp.

Los recuentos de Mesofilos Aerobios y Anaerobios en placa son utiles para
determinar la potabilidad de un agua, asi como también la eficiencia de las
operaciones para eliminar microorganismos, como la sedimentacion, filtracion,
cloracion y en este caso como se ven afectadas las poblaciones por el proceso de
biorremediacion. Los recuentos se hicieron antes y después del tratamiento. Los

resultados muestran la reduccion de las poblaciones microbianas en todos los
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tratamientos lo cual se puede explicar por la competencia que existe por los nutrientes
presentes en el sistema, Arthrosphira sp. a medida que pasan los dias va duplicando
su concentracion en el sistema por lo que se ve obligada a requerir de mas recursos
nutricionales, por otra parte, los organismos mesofilos presentes se ven
desfavorecidos por el crecimiento de Arthrosphira sp. ya que la capacidad de
adquirir nutrientes se ve limitada, comienzan inevitablemente a disminuir sus
poblaciones. Sin embargo, pasado los 6 dias de tratamiento la cantidad de organismos
mesofilos sigue siendo elevada en promedio unos 50x10° UFC/mL, sin embargo la
norma Chilena NCh 1333 no establece un limite méximo permitido para el Agua de

Riego.

5. Ensayo de Biorremediacion con Chlorella sp.

5.1 Analisis Fisicoquimicos para Fotoperiodo Noche y Dia en el ensayo de

Recuperacion de RILES con Chlorella sp.

La puesta en marcha del ensayo empezo6 a las 6:00 pm, los monitoreos de los
pardmetros fisicoquimicos partieron a las 8:00 am del dia siguiente considerandose
ese intervalo de horas como el primer dia de Fotoperiodo Noche., los monitoreos del
Fotoperiodo Dia partieron a las 5:00 pm del mismo dia, considerandose ese

intervalo de 24 horas como el primer dia de Fotoperiodo Dia.

En las graficas de cada uno de los pardmetros se muestran primeramente el

Fotoperiodo Noche seguido del Fotoperiodo Dia.

5.1.1 Comportamiento de la Biomasa humeda en el ensayo de Recuperacion

de RILES con Chlorella sp.

Se realiz6 el monitoreo de la Biomasa hiimeda interdiariamente durante 6 dias
que duro el ensayo para Chlorella sp. a todos los tratamientos incluido el del
control, podemos apreciar la tendencia de un incremento hacia el final del

ensayo.

Pero en el Fotoperiodo Noche existe una disminucion en el tratamiento de 75% de

Cultivo, sin embargo los demas tratamientos tienden la tendencia de incrementarse.
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(Figura N°1.24) y en el Fotoperiodo Dia todos los tratamientos tienden a

incrementarse mas aun en el Control y en el que contiene 50% de Cultivo(Figura
N°1.25).

En ambas Gréficas observamos que la Biomasa himeda acrecent6 alrededor de los

12g/L en ambos fotoperiodos.
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Figura N°1.24. Evaluacion de la Biomasa humeda (g/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Noche

La Chlorella sp. tiene un metabolismo menor al de Arthrospira sp., sus fases de
crecimiento son inestables y su adaptacion a un nuevo medio nutritivo al igual que
todo microorganismo se ven influencias por diversos factores como los nutrientes,
pH, luz entre otros. Una probable disminucion de la biomasa estd asociado a la

necesidad de un ajuste bioquimico.
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Figura N°1.25. Evaluacion de la Biomasa humeda (g/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Dia

5.1.2 Evolucion de la Concentracion Celular en el ensayo de Recuperacion de
RILES con Chlorella sp.
Se realizd el monitoreo de la Concentracion Celular ya que la Chlorella sp. tiene
células bien definidas a las cuales se realizé un conteo diariamente durante 6 dias que
durd el ensayo para Chlorella sp. a todos los tratamientos incluido el del control,
podemos apreciar la tendencia de un incremento hacia el final del ensayo. Existe una
mayor concentracion celular en los tratamientos que contiene 50% de Cultivo y 25%
de Cultivo en el Fotoperiodo Noche (Figura N°1.26) y en Fotoperiodo Dia (Figura

N°1.27) respectivamente.

5.1.3 Monitoreo del Oxigeno Disuelto en el ensayo de Recuperacion de RILES

con Chlorella sp.

Se realizd6 el monitoreo del Oxigeno Disuelto (OD) presente en todos los
tratamientos durante 6 dias que dur6 el ensayo para Chlorella sp., podemos apreciar

en general la tendencia de incremento para los tratamientos.
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Figura N°1.26. Evaluacion de la Concentracion Celular (N°Cel/mL*10°) en relacion al
tiempo (dias) en Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.27. Evaluacion de la Concentracion Celular (N °Cel/mL*10°) en relacion al
tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia

En el Fotoperiodo Noche se resalta los valores de incremento para el tratamiento con
25% de Cultivo partiendo con 5.80 y llegando a 7.93 mgO,/L al final del ensayo.

Figura N°1.28. En el Fotoperiodo Dia también se resalta los valores de incremento
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para el tratamiento con 25% de Cultivo partiendo con 5.70 y llegando a 7.53 mgO,/L
al final del ensayo. Figura N°1.29.
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Figura N°1.28. Evaluacion del OD (mgO,/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.29. Evaluaciéon del OD (mgO,/L) en relacion al tiempo (dias) en
Fotoperiodo Dia
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En ambos fotoperiodos se tiene una mayor disponibilidad de Oxigeno disuelto al final
del ensayo, esto nos indica que el RIL se puede encontrar ya apto para su uso y con
mejor calidad. Al disponer con mayor cantidad de OD también se evita la formacion

de olores desagradables.

5.1.4 Monitoreo del pH en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Chlorella sp.

Se realizd el monitoreo del pH presente en todos los tratamientos durante 6dias que
durd el ensayo para Chlorella sp. se aprecia la tendencia de incremento y para todos

los tratamientos.

En el Fotoperiodo Noche es mas notable un incremento alrededor de 10, sin embargo
se distingue a 25% de Cultivo el mayor incremento de pH, partiendo de 8.5 y
culminando en 9.8 (Figura N°1.30). En Fotoperiodo Dia los valores de pH se vuelven
mas estables casi alrededor de 11, sin embargo se distingue a 75% de Cultivo el

mayor incremento de pH, partiendo de 10 y culminando en 12 (Figura N°1.31).
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Figura N°1.30. Evaluacion del pH en relacion al tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia
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Figura N°1.31. Evaluacion del pH en relacion al tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia

Un parametro importante para el crecimiento de la Biomasa Microalgal es el pH, para
Chlorella sp.. el pH idoneo es menor a 9. Cabe resaltar que en el Fotoperiodo Dia el
proceso fotosintético de fijacion de CO, por el consumo de la fuente de Carbono

provoca un aumento gradual de pH en el medio debido a la acumulaciéon de OH-.

5.1.5 Monitoreo de la Intensidad Luminica en el ensayo de Recuperacion de

RILES con Chlorella sp.

Se realizd un monitoreo de la intensidad luminica (pmol.m™s™) en todos los
tratamientos durante 6 dias que durd el ensayo para Chlorella sp.., esta variable
corresponde netamente a las condiciones climaticas, y en un Fotoperiodo Noche se
puede evaluar para una etapa fotosintética oscura, la intensidad luminica se mantuvo
dentro del rango de 200 pmol.m™.s” y 100 pmol.m™s™ en el proceso completo de
evaluacion (Figura N°1.32). En un Fotoperiodo Dia los valores se encuentran
alrededor de los 200 umol, sobresalen hasta mas de 300 pumol, esto permite un
desarrollo de las reacciones quimicas y de una mayor bioproductividad (Figura

N°1.33).
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Figura N°1.32.Evaluacién de la Intensidad Luminica (umol.m™.s™) en relacion al

tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia.
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Figura N°1.33. Evaluacion de la Intensidad Luminica (pmol.m'z.s'l) en relacion

al tiempo (dias) en Fotoperiodo Dia.

Las Microalgas interceptan esta energia para la fotosintesis, pero normalmente se

emplea menos del 5% en este proceso. El resto de la energia calienta la planta y a los
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organismos circundantes de tal manera que la energia solar determina también la

temperatura a la cual estan teniendo lugar los procesos fisioldgicos

5.1.6 Relacion del Oxigeno Disuelto y Demanda Bioquimica de Oxigeno en el

ensayo de Recuperacion de RILES con Chlorella sp.

Se monitore6 Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) en relacion al Oxigeno
Disuelto (OD) tal como se detallo en la Metodologia. En todos los tratamientos al
inicio y al final del ensayo la relacion del OD en relacion a la DBOs_es inversamente
proporcional (Figura N°1.34 y N°1.35) mientras el OD aumenta el DBOs disminuye).
Considerando el inicio y final del ensayo se tiene una mejor relacion proporcional al
25% de Cultivo y al 75% de Cultivo para el Fotoperiodo Noche y Dia
respectivamente , sin embargo en todos los tratamientos existe un incremento del OD

y una disminucién de DBOs;

7,5

6,5

mgO0,/L
(o)}

5,5

4,5

4 T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamientos

===0D DBO5

Figura N°1.34. Relacion del OD y (DBOs) en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Chlorella sp. en Fotoperiodo Noche.
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Figura N°1.35. Relacion del OD y (DBOs) en el ensayo de Recuperacion de RILES
con Arthrospira sp en Fotoperiodo Noche.

Leyenda: 1: "Control Artrosphira sp. Inicial”, 2: "Control Artrosphira sp. Final"

3: "75% Artrosphira sp./25% RIL Inicial", 4:"75% Artrosphira sp./25% RIL Final",
5: "50% Artrosphira sp./50% RIL Inicial", 6:"50% Artrosphira sp./50% RIL Final"

7: "25% Artrosphira sp./75% RIL Inicial", 8: "25% Artrosphira sp. / 75% RIL Final".

La relacion inversa del OD con la DBOs, nos muestra la cantidad necesaria de
oxigeno en mgO,/L necesaria para iniciar el proceso de oxidacion bioquimica de la

materia orgdnica mediante accion de los microorganismos aerobios.

Todos los procesos de degradacion en el tratamiento de aguas residuales tienen como
parametro fundamental recuperar Oxigeno Disuelto ya que Sin una provision

suficiente de oxigeno, el agua es incapaz de sustentar cualquier forma de vida.
5.1.7 Monitoreo de Fosfatos (PO4~) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Chlorella sp.

Se realizo el monitoreo de (PO,™) presente interdiariamente en todos los
tratamientos durante 6 dias que durd el ensayo para Chlorella sp. se aprecia la

tendencia de descenso en general para todos los tratamientos.
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En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso, el tratamiento
que contiene el 25% de RIL presenta el menor valor de fosfatos estando alrededor de
6 mg/L(Figura N°1.36). En el Fotoperiodo Dia existe de igual manera una
predisposicion al descenso, siendo el tratamiento con 50% de RIL el de valor menor

encontrandose hacia los 5 mg/L(Figura N°1.37).

Los fosfatos son indispensables como nutriente para las microalgas pero un exceso de
estos puede llevar a cabo la eutrofizacion, es por ello un pardmetro necesario de
controlar en las descargas de aguas residuales y en todos los tratamientos de

Biorremediacion.
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Figura N°1.36. Evaluacion de Fosfatos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Noche

5.1.8 Monitoreo de Nitratos (NO3) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Chlorella sp.

Se realizd el monitoreo de (NO;’) presente interdiariamente en todos los
tratamientos durante 6 dias que durd el ensayo para Chlorella sp. se aprecia un

incremento en el Fotoperiodo Noche y un descenso en el Fotoperiodo Dia.
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Figura N°1.37. Evaluacion de Fosfatos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Dia

En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso en el tratamiento
que contiene el 75% de RIL este presenta el menor valor de nitrato estando alrededor
de 8 mg/L, en los demds tratamientos existe un incremento que puede ser aludido a la
segregacion de residuos de Arthrospira sp (Figura N°1.38). En el Fotoperiodo Dia
existe de igual manera una predisposicion al descenso en el tratamiento con 50 y 75%

de RIL presentando el valor alrededor de 5 mg/L(Figura N°1.39).

En algunos tratamientos al inicio del ensayo se incrementa el valor de nitratos debido
a que el cultivo Chlorella sp. lleva en gran proporciéon en sus nutrientes lleva

Nitratos pero que luego son consumidos por las microalgas.
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Figura N°1.38. Evaluacion de Nitratos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en
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Figura N°1.39. Evaluacion de Nitratos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Dia



5.1.9 Monitoreo de Nitritos (NO;) en el ensayo de Recuperacion de RILES con
Chlorella sp.

Se realiz6 el monitoreo de (NO;) presente interdiariamente en todos los
tratamientos durante 6 dias que durd el ensayo para Chlorella sp. se aprecia un

descenso en el Fotoperiodo Noche y en el Fotoperiodo Dia.

En el Fotoperiodo Noche se tiene una inclinacion hacia un descenso en los
tratamientos que contienen 25% y 50% de RIL (Figura N°1.40). En el Fotoperiodo
Dia existe de igual manera una predisposicion al descenso mas aun en el tratamiento

con 75% de RIL presentando el valor alrededor de 6 mg/L(Figura N°1.41).

Los nitritos son mas inestables y en un proceso de desnitrificacion por medio de las

microalgas que lo utilizan como nutriente, favorece para tener una mejor calidad de

agua.

25 4

dias
== Control == 25%Ril 50%Ril ==e=75%Ril

Figura N°1.40. Evaluacion de Nitritos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Noche
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Figura N°1.41. Evaluacion de Nitritos (mg/L) en relacion al tiempo (dias) en

Fotoperiodo Dia

5.2 Recuento de Mesoéfilos Aerobios en ensayo de biorremediacion con

Chlorella sp.

Se realizé el recuento de mesofilos aerobios y anaerobios facultativos en las
condiciones de tratamientos antes explicadas por la técnica de placa vertida, los
tratamientos fueron evaluados en su inicio y al final, los valores se expresan en
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). En todos los tratamientos,
incluido el control se observa una disminucion en el recuento de mesofilos aerobios y
anaerobios facultativos. Esta disminucion es superior en los tratamientos de 75%,

50% y 25% de Chlorella sp. que en el control de Chlorella sp. (Figura N°1.42).
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Figura N°1.42. Recuento de Mesofilos Aerobios en ensayo de biorremediacion con Arthrosphira sp.

En la Biorremediacion con Chlorella sp. los recuentos de Mesofilos Aerdbicos nos
permiten determinar la potabilidad de un agua. Los recuentos se hicieron antes y
después del tratamiento. Los resultados muestran la reduccién de las poblaciones
microbianas en todos los tratamientos lo cual se puede explicar por la competencia
que existe por los nutrientes presentes en el sistema, Chlorella sp. a medida que pasan
los dias va duplicando su concentracion en el sistema por lo que se ve obligada a
requerir de mas recursos nutricionales, por otra parte, los organismos mesoéfilos
presentes se ven desfavorecidos por el crecimiento de Chlorella sp. ya que la
capacidad de adquirir nutrientes se ve limitada, comienzan inevitablemente a
disminuir sus poblaciones. Sin embargo, pasado los 6 dias de tratamiento la cantidad
de organismos mesofilos sigue siendo elevada en promedio unos 153x10° UFC/ml,
sin embargo la norma Chilena NCh 1333 no establece un limite maximo permitido

para el Agua de Riego.
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6. Caracterizacion del Agua de Riego

Luego de un proceso de Tamizacion para Arthrospira sp. y un proceso de
centrifugacion para Chlorella sp. se obtiene un agua clara e inodora , los parametros

analizados en el Agua para Riego se muestran en la Tabla N° 3.

Tabla N°1.2. Parametros analizados en Agua Tratada

Pardmetros Valor Unidad
pH 6.50 --
Salinidad 0.00 oo
Temperatura 20.0 °C
Oxigeno Disuelto 8.03 mg/L
DBOs 5.23 mg/L
Solidos Suspendidos 0.00 ml/L
Aluminio 0.10 mg/L
Hierro 1.03 mg/L
Fosfatos 30.0 mg/L
Nitratos 11.8 mg/L
Nitritos 9.02 mg/L
Turbidez 1.23 FTU

Cumpliendo con la Norma Chilena NCh 1333 que establece los parametros para
Agua de Riego, este recurso hidrico tratado se encuentra apto para ser utilizado en

Riego.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

PRIMERA: Experimentalmente se concluye que el floculante mas adecuado, para realizar
un tratamiento quimico del RIL es el cloruro férrico con el cual se obtuvieron eficiencias
del 97.97% en remocion de turbidez a una dosis de 0.5 g/L y a pH 9, resaltando que los

residuos de Fe presentes sirven de nutriente para el inoculo microalgal.

SEGUNDA: Se utiliz6 microalgas en un tratamiento secundario o biologico a nivel
laboratorio quienes en procesos simbidticos junto a bacterias (degradan materia organica y
excretan CO;) presentes en el RIL 'y cepas microalgales como Arthrospira sp. y
Chlorella sp., incorporadas (consumen CO, y liberan O,) logran ser eficientes en la

remocion de materia organica.

TERCERA: En los distintos tratamientos ensayados se concluye que el mejor tratamiento
es el que contiene 25% de inoculo microalgal y 75% de RIL en el Fotoperiodo Dia puesto
que la simbiosis entre distintos microorganismos se ven apoyados por la luminosidad que

favorece al desarrollo 6ptimo de la fotosintesis microalgal.

CUARTA: Se utiliz6 como indicador de biorecuperacion el incremento de oxigeno que
inicialmente en el RIL tuvo un valor de 1.05 mgO,/L y llego6 a valores de 8.00 mgO,/L, de

esta manera las cepas microalgales utilizadas se adecuan al RIL como su medio de cultivo.

QUINTA: La utilizacion de los sistemas integrales de tratamiento de efluentes con alta
carga orgdnica, mediante la combinacién de tratamientos primarios (quimicos) y
secundarios (bioldgicos), se presenta como alternativa. Aprovechando la transformacion
de los contaminantes en energia que luego se utilizan como nutrientes logrando un efluente

de mejor calidad, es asi que se corrobora la hipdtesis planteada inicialmente.
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PREAMBULO

El acelerado crecimiento de la poblacion, el desarrollo y establecimiento de las
industrias dentro o cerca de zonas urbanas ha hecho notar un incremento en el uso y
contaminacion del liquido de la vida “el agua”. En la region Arica y Parinacota, Chile
el principal inconveniente para un desarrollo fructifero de su agricultura es la falta de
este recurso hidrico.

En la Region Arica y Parinacota estdn presentes una empresa sanitaria “Aguas del
Altiplano”, pero esta no tiene una planta de tratamiento, todas las aguas servidas s6lo
se vierten al mar a través de un emisario que se encuentra justo a 200 metros de la
costa. También una segunda empresa pequefia “Agua Arica”, esta empresa tiene una
pequefia planta de tratamientos de aguas domiciliarias en la parte norte de la ciudad
pero al parecer ya esta obsoleta y no cumple a cabalidad la recuperacion de las mismas.

Por la gran preocupacion de instituciones y organismos ecologicos se han
implementado numerosos tratamientos para la recuperacion de liquidos industriales, sin
embargo no han sido lo suficientemente efectivas para erradicar problemas ya
conocidas para el saneamiento del agua como son: agua mal depurada, altos costos de
operaciéon y mantenimiento, alto uso de productos quimicos y equipos perimetrales,
proliferacion de vectores asociados a aguas con alto contenido de materia organica,
(zancudos, efidrias, moscas), exagerados costos de inversion, limitacion de
infraestructura disefiada, entre muchos mas. Consecuentemente no se logra un agua al
100% depurada.

La caracterizacion de residuos liquidos industriales (riles) mediante técnicas quimicas
permite su tratamiento de una manera individual y segin sus -caracteristicas
fisicoquimicas, empezando asi por un tratamiento primario que mediante el uso de
floculantes quimicos permite obtener un RIL libre de grasas y s6lidos suspendidos que
interferirian en tratamientos posteriores. Como tratamiento secundario el uso de
microalgas y cianobacterias estdn innovando el tratamiento bioldgico de la
recuperacion de residuos liquidos industriales, debido a los procesos acoplados y/o
simbioticos de bacterias (quienes realizan la degradacion de la materia orgénica
desprendiendo CO2) y microalgas (quienes utilizan los compuestos inorgdnicos y
CO2), para llevar a cabo una suficiente bioconversion de la energia solar, en la
utilizacion y eliminacion de materia organica, lo cual se traduce finalmente en
generacion de biomasa, mejorando la calidad del efluente y aumentando Ila
concentracion de oxigeno. Esta biomasa de microalgas puede ser aplicada en sistemas
de produccion, (avicultura, diferentes aspectos de la acuacultura, etc).
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De esta forma, el uso de Artrosphira sp. y Chlorella sp., para la depuracion de riles
para la obtencion de agua de riego se encuentra directamente alineado con la estrategia
regional de Arica y Parinacota, que permitird una optimizacioén en el uso de los
recursos hidricos escasos en el norte de Chile y el uso de la radiacion solar regional,
vinculando tecnologia ecoldgicas de tratamiento a procesos industriales altamente
contaminantes, y permitiendo de esta forma beneficiar ademas actividades econdmicas
de alto impacto regional como la agricultura.
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CAPITULO IT

PLANTEAMIENTO TEORICO

1. Problema de Investigacion
1.1 Enunciado del Problema

“RECUPERACION DE RESIDUOS LIQUIDOS INDUSTRIALES MEDIANTE
ARTROSPHIRA SP. (CIANOBACTERIAS) Y CHLORELLA SP.
(MICROALGAS), A ESCALA LABORATORIO, PARA LA OBTENCION DE
AGUA DE RIEGO”.

1.2 Descripcion del Problema

La Region Arica y Parinacota, presenta como actividad econdmica principal la
agricultura, la cual es desarrollada continuamente debido a su clima templado, pero
su principal inconveniente presentado es la falta del recurso hidrico que es de vital
importancia para su desarrollo, de esta manera recuperando los residuos liquidos
industriales se tendrd una opcion de tratamiento alternativo para la biorecuperacion
mediante el uso de Artrosphira sp. y Chlorella sp., por su rapido crecimiento de
biomasa, su bajo costo, su eficacia y por ser amigable con el medio ambiente.

1.3 Justificacion del Problema

Los malos olores producidos por los residuos liquidos industriales generan a su vez
la captacion de mosquitos que proliferan en los lugares de tratamiento, sin embargo
la combinacion de un tratamiento primario con quimicos inocuos y un tratamiento
secundario realizado por la simbiosis entre microalgas y cianobacterias minimizara
este impacto negativo hacia el medio ambiente, creando de esta manera un lugar
saludable y libre de la presencia de alguna especie epidemiologica y por otro lado se
recupera el agua que de otra forma terminarian en el mar a través de un emisario.

58



2.- MARCO TEORICO

2.1 RESIDUOS LiQUIDOS INDUSTRIALES (RILES)

Son aquellas descargas liquidas de un establecimiento que prepara algin material o
articulo para el mercado. También podriamos definirlos como aguas de desecho
generadas por establecimientos industriales como resultado de algin proceso,
actividad o servicio. Sin embargo, la calidad de estos residuos no siempre es
contaminante; por ejemplo, el agua que se utiliza en los enfriadores de agua, al ser
integrada a su fuente de origen a una temperatura similar a la ambiental, es un RIL,
pero no se considera contaminante.(Metcalf & Eddy, 1991)

Un RIL es contaminante cuando es un efluente industrial que contiene compuestos
quimicos, bioldgicos o especies bioldgicas que produzcan en el curso de agua receptor
condiciones inadecuadas para los usos definidos para el recurso hidrico, o en su
defecto contenga materia organica, que reduzca el contenido de oxigeno disuelto en el

agua hasta impedir la vida acuatica. (Vargas, 2004)

2.1.1 Caracteristicas Fisicas
La caracteristica fisica mas importante del agua residual es el contenido total de
solidos, término que engloba la materia en suspension, la materia sedimentable, la
materia coloidal y la materia disuelta. Otras caracteristicas fisicas importantes son el

olor, la temperatura, la densidad, el color y la turbiedad. (Henze, 1991)

» Solidos Totales

Los solidos sedimentables se definen como aquellos que se sedimentan en el fondo de
un recipiente de forma cénica el mas conocido el cono de Imhoff (Figura N°1) en el
transcurso de un periodo de 1 hora a 3 horas. Los solidos sedimentables se expresan en
mL/L y constituyen una medida aproximada de la cantidad de fango que se obtendra en
la decantacion primaria del agua residual. Los sélidos totales pueden clasificarse en
filtrables o no filtrables (s6lidos en suspension) haciendo pasar un volumen conocido

de liquido por un filtro.(Federation, 1998)
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» Olores

Normalmente, los olores son debidos a los gases liberados durante el proceso de
descomposicion de la materia organica. El agua residual reciente tiene un olor algo
desagradable, que resulta mas tolerable que el del agua residual séptica. El olor mas
caracteristico del agua residual séptica se debe a la presencia del sulfuro de hidrégeno
(huevo podrido) que se produce al reducirse los sulfatos o sulfitos a sulfuros por accion
de microorganismos anaerobios. La problematica de los olores estd considerada como
la principal causa de rechazo a la implantacion de instalaciones de tratamiento de aguas

residuales.(Benavente M, 2007)

» Temperatura

La temperatura del agua residual suele ser siempre més elevada que la del agua de
suministro, hecho principalmente debido a la incorporacion de agua caliente
procedente de las casas y los diferentes usos industriales.

La temperatura del agua es un parametro muy importante dada su influencia, tanto
sobre el desarrollo de la vida acudtica como sobre las reacciones quimicas y
velocidades de reaccidon, asi como sobre la aptitud del agua para ciertos usos

atiles.(Edzwald, 1994)

> Color

El agua residual suele tener un color grisaceo. Sin embargo, al aumentar el tiempo de
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transporte en las redes de alcantarillado y al desarrollarse condiciones mas proximas a
las anaerobias, el color del agua residual cambia gradualmente de gris a gris oscuro,
para finalmente adquirir color negro. Cuando llega a este punto, suele clasificarse el
agua residual como séptica. Su color gris, gris oscuro o negro del agua residual es
debido a la formacion de sulfuros metalicos por reaccion del sulfuro liberado en

condiciones anaerobias con los metales presentes en el agua residual.(Picot, 1991)

» Turbidez
La turbiedad, como medida de las propiedades de transmision de la luz de un agua, es
otro parametro que se emplea para indicar la calidad de las aguas vertidas o de las
aguas naturales en relaciéon con la materia coloidal y residual en suspension. Su
medicion se lleva a cabo mediante la comparacion entre la intensidad de la luz
dispersada en la muestra y la intensidad registrada en una suspension de referencia en

las mismas condiciones.(Lincoln, 1986)

2.1.2 Caracteristicas Quimicas
Las caracteristicas quimicas de las aguas residuales son principalmente el contenido de
materia organica e inorgédnica, y los gases presentes en el agua residual. La medicion
del contenido de la materia organica se realiza por separado por su importancia en la

gestion de la calidad del agua y en el disefio de las instalaciones de tratamiento de

aguas.

» Materia Organica

Cerca del 75% de los s6lidos en suspension y del 40% de los solidos filtrables de una
agua residual de concentracion media son de naturaleza orgédnica. Son solidos de
origen animal y vegetal, asi como de las actividades humanas relacionadas con la
sintesis de compuestos organicos.

Los compuestos organicos estan formados por combinaciones de Carbono, Hidrogeno
y Oxigeno, con la presencia en algunos casos de Nitrogeno. También pueden estar
presentes otros elementos como Azufre, Fosforo o Hierro. Los principales grupos de

sustancias organicas presentes en el agua residual son las proteinas (40-60%), hidratos
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de carbono (25-50%) y grasas y aceites (10%). Otro compuesto organico con muy
importante presencia en el agua residual es la urea, principal constituyente de la orina.
No obstante, debido a la velocidad del proceso de descomposicion de la urea,
raramente estd presente en aguas residuales que no sean muy recientes. Junto con todas
estos grupos de sustancias organicas, el agua residual también contiene pequefias
cantidades de gran niimero de moléculas organicas sintéticas cuya estructura puede ser
desde muy simple a extremadamente compleja, por ejemplo los agentes tensoactivos,
los contaminantes organicos prioritarios, los compuestos orgdnicos volatiles y los

pesticidas de uso agricola.(Vuuren, 2006)

» Demanda Bioquimica de Oxigeno: El parametro de contaminacion organica mas
empleado, que es aplicable tanto a aguas residuales como a aguas superficiales, es la
DBO a 5 dias. La determinacion de este parametro esta relacionada con la medicion del
oxigeno disuelto que consumen los microorganismos en el proceso de oxidacion
bioquimica de la materia orgénica. Los resultados de los ensayos de DBO se emplean
para:

1. Determinar la cantidad aproximada de oxigeno que se requerira para estabilizar
biologicamente la materia organica presente;

2. Dimensionar las instalaciones de tratamiento de aguas residuales,

3. Medir la eficacia de algunos procesos de tratamiento y controlar el cumplimiento de
las limitaciones a que estan sujetos los vertidos.

El periodo de incubacion es normalmente de 5 dias a 20°C. La oxidacion bioquimica es
un proceso lento, cuya duracion en teoria es infinita. En un periodo de 20 dias se
completa la oxidacion del 95 al 99 % de la materia Biodegradable, y en los 5 dias que
dura el ensayo de la DBO se llega a oxidar entre el 60 y 70%. Se asume la temperatura
de 20 °C como un valor medio representativo de temperatura que se da en los cursos de
agua que circulan a baja velocidad en climas suaves, y es facilmente duplicada en una
incubadora. Los resultados obtenidos a diferentes temperaturas seran distintos, debido
a que las velocidades de las reacciones bioquimicas son funcion de la temperatura.

(Aaronson, 1990a)
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» Materia Inorganica

Las concentraciones de las sustancias inorgéanicas en el agua aumentan tanto por el
contacto del agua con las diferentes formaciones geoldgicas, como por las aguas
residuales, tratadas o sin tratar, que a ella se descargan. Las aguas naturales disuelven
parte de las rocas y minerales con los que entran en contacto. Las aguas residuales,
salvo el caso de determinados residuos industriales, no se suelen tratar con el objetivo
especifico de eliminar los constituyentes inorganicos que se incorporan durante el ciclo
de uso. Las concentraciones de los diferentes constituyentes inorgdnicos pueden afectar
mucho a los usos del agua, como por ejemplo los cloruros, la alcalinidad, el nitrégeno,
el azufre, algunos otros compuestos toxicos inorganicos y algunos metales pesados
como niquel, manganeso, plomo, cromo, cadmio, cinc, cobre, hierro y mercurio.
Dentro de la materia inorganica es de suma importancia también hablar de la
concentracion de ion hidrégeno (pH), ya que es un parametro de calidad de gran
importancia tanto para el caso de aguas naturales como residuales. El agua residual con
concentraciones de ion hidrégeno inadecuadas presenta dificultades de tratamiento con
procesos bioldgicos, y el efluente puede modificar la concentracién de ion hidrogeno

en las aguas naturales si ésta no se modifica antes de la evacuacion de las aguas.

2.1.3 Caracteristicas Biologicas
Para el tratamiento biologico se deben de tomar en cuenta las siguientes caracteristicas
el agua residual: principales grupos de microorganismos presentes, asi como aquellos
que intervienen en los tratamientos bioldgicos; organismos patdgenos presentes en las
aguas residuales; organismos utilizados como indicadores de contaminaciéon y su
importancia; métodos empleados para determinar los organismos indicadores, y

métodos empleados para determinar las toxicidad de las aguas tratadas.(Garcia, 1990)
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2.2 TIPOS DE RILES Y SU TOXICIDAD:

Tabla N°1.- Tipos de RIL y sus actividades responsables. (Sancha, 1999)

Tipos de RIL Actividades Industriales Responsables
Con constituyentes minerales: efluentes | Industria metalurgica y siderurgica, mineria,
que contienen metales, complejos, | determinados procesos de la industria
compuesto halogenado y una serie de | petroquimica y también los procesos

sustancias inorganicas que presentan un
elevado indice de toxicidad y peligrosidad

galvano plasticos.

Con constituyentes organicos: la carga
organica de un efluente puede ser muy
variada dependiendo de la actividad
industrial que lo haya generado. Existen
determinadas sustancias organicas como la
celulosa, los taninos, los compuestos
azufrados y clorados, que resultan
particularmente dificiles de biodegradar y
por tanto se hace necesario un control
estricto que asegure su correcto tratamiento
antes de ser vertidos al receptor

Industria farmacéutica y alimentaria, entre
otros.

Con constituyentes minerales y organicos:

sistemas de tratamiento mixto.

combinacion de las dos anteriores. Requieren

Con constituyentes de naturaleza
radiactiva: Presentan problemas graves por
una parte a causa de su elevada

peligrosidad, tanto para el hombre como
para las demds formas de vida, y por otra
por su persistencia, pues la vida media de la
mayoria de compuestos radiactivos es muy
elevada.

Procesos en los que se emplean materiales
radiactivos tales como reactores nucleares,
laboratorios de investigacion, entre otras.

RILES que producen contaminacion
térmica: Vertidos que una vez incorporados
al receptor provocan un cambio de
temperatura en éste, con el consiguiente
peligro para la flora y fauna acuatica, a
causa de la alteracion de las condiciones
térmicas del ecosistema.

Amplio espectro. Cualquier emision de
vapor o de liquidos enfriados es suficiente
para desencadenar efectos perniciosos.

Como observamos en el Tabla N°1.1 la toxicidad de los RILES depende del tipo de

industria asi como de los contaminantes presentes y de sus concentraciones, a lo que el

tratamiento de recuperacion es distinto dependiendo el efluente.
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2.2.1 Efectos de los RILES

A pesar de que los residuos industriales pueden ser de variados tipos, en general se
pueden especificar algunos efectos de la eventual descarga de éstos hacia los cursos de
agua, por citar:

La descarga de RILES al sistema de alcantarillado puede provocar:

* La corrosion, incrustacion y obstruccion de las redes de alcantarillado. Esta
situacion, podria provocar serios problemas ambientales derivados del mal
funcionamiento de la red de recoleccion.

* Las condiciones para la conformacion de gases toxicos o inflamables en las redes de
alcantarillado. La emanacion o explosion de éstos podria causar graves dafios a la
poblacion o a las empresas que trabajan en el mantenimiento de redes.

* Serias interferencias en el proceso bioldgico de las plantas de tratamiento de aguas

servidas y en los subproductos generados.

La descarga de RIL es a los cuerpos de aguas superficiales puede provocar:

* Graves efectos en el medio ambiente y en la flora y fauna acuética de los rios, lagos
y cauces naturales.

* Trastornos en la agricultura como consecuencia del riego con aguas contaminadas.

Estos efectos podrian afectar al ser humano a partir del consumo de productos regados

con elementos nocivos.

2.2.2 RILES en la Region Arica y Parinacota.

La Region de Arica y Parinacota se encuentra cerca al desierto mas arido del mundo
como es el desierto de Atacama, esto influye directamente en las escasez del agua lo
que origina a su vez una necesidad imperante de recuperacion de los Residuos
Liquidos Industriales originados en la Region que en su mayoria provienen de
industrias avicolas, pesqueras, minera, entres otros, estos son vertidos a diferentes
zonas donde ocasiona eutrofizacion, malos olores, una gran cantidad de mosquitos que

suelen ser vectores de diferentes enfermedades. Figura N°2.
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Figura N°2. Principales receptores de descargas de RILES en la actualidad, Region
Arica y Parinacota.(Metropolitana, 2010)

2.3 TRATAMIENTO DE RILES

Dentro de los diversos tipos de RILES que existen, asimismo hay variados y multiples
formas de tratarlos, definiendo el concepto de tratamiento de RILES como la manera
en la cual reducir la carga orgéanica u otra que poseen hasta valores razonables para que
cuando sean depositados a los cursos de agua, no afecten las condiciones ambientales y
biologicas que se encuentren en aquel (este hecho es la base de la normativa que
regulan la disposicion de estos residuos). (Margalef, 1982)

Un aspecto importante de estos procesos de tratamiento es que deben cumplir la
condicion de ser de tecnologias lo suficientemente limpias para que sea conveniente el
tratamiento de estos residuos y asi no generar otros contaminantes (es decir, tratar de

no crear un circulo vicioso de contaminacion). (Manso, 1990)

Los procesos de tratamiento de RIL se clasifican de la siguiente forma:
2.3.1 Tratamientos Primarios y/o Pre-Tratamientos

También denominados Quimicos, estos procesos se denominan asi porque son los
que se realizan cuando el RIL ingresa para su tratamiento, entre las operaciones

unitarias que se incluyen esta etapa son:
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» Tratamiento Mecanico: En esta zona se realizan operaciones de tamizado y de
cribas no muy finas, que retiran la mayor parte de los solidos flotantes, basura y
restos organicos de mayor tamafo, que se encuentran en las descargas de RILES.
(Mara, 1990)

* Ecualizacion: Se trata en este proceso de lograr homogeneizar el RIL, en cuanto a
concentraciones de descarga, temperatura y de flujo, ya que la mayoria de los
procesos de tratamiento posteriores requieren de una configuracion estable de flujo
y de concentracion para lograr los resultados deseados. (Edzwald, 1994)

* Coagulacion: La coagulacion quimica puede definirse como un proceso unitario
usado para causar la coalescencia o agregacion de material suspendido no
sedimentable y particulas coloidales Suspendidas en el agua; es el proceso por el
cual se reducen las fuerzas repelentes existentes entre particulas coloidales para
formar particulas mayores de buena sedimentacion. La coagulacion de aguas
generalmente suele incluir la adicion de productos quimicos del tipo electrolitos

hidrolizantes o poliméricos. Figura N°3. (Henze, 1991)

Figura N°3. Proceso de Coagulacion

* Floculacion: Se refiere a la aglomeracion de particulas coaguladas en particulas
floculentas; es el proceso por el cual, una vez desestabilizados los coloides, se provee
una mezcla suave de las particulas para incrementar la tasa de encuentros o colisiones
entre ellas sin romper o disturbar los agregados preformados. (Azov, 1982)

De la misma manera que la coagulacion, la floculacion es influenciada por fuerzas

quimicas y fisicas tales como la carga eléctrica de las particulas, la capacidad de
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intercambio, el tamafio y la concentracion del floc, el pH, la temperatura del agua y la
concentracion de los electrolitos. En la floculacién, una vez introducido y mezclado
el coagulante, las particulas diminutas coaguladas son puestas en contacto una con
otra y con las demads particulas presentes, durante la cual las particulas se aglomeran,

incrementan su tamafio y adquieren mayor densidad. Figura N°4 (LaGrega, 2001)

Figura N°4. Proceso de Floculacion.

* Flotacion: Este fendmeno superficial permite, mediante la inyeccidon de burbujas de
aire, oxigeno o cualquier gas inerte, atrapar las particulas de tamafo coloidal presentes
en el RIL, esta operacion permite retener a los so6lidos de menor peso especifico que el
RIL y retirarlos facilmente de las aguas residuales. Ademas, sirve para retirar los

floculos que se forman en los procesos de adsorcion. Generalmente se realiza con palas

o con redes. (Mike F. Adkins, 1994)

2.3.2 Tratamientos Secundarios o Biolégicos:

Estos tratamientos consisten en tratar quimicamente el RIL de manera de reducir la
cantidad de sustancias toxicas o de materia biodegradable presentes en el RIL y que no
fueron retiradas por los procesos anteriores (tratamientos primarios).

Algunos de estas operaciones son:

* Biofiltracion: Es un proceso relativamente nuevo y consiste en depositar el RIL en
una piscina o en un estanque donde unas bacteria, hongos, levaduras, gusanos, etc
consumen las particulas orgéanicas presentes en el RIL y logran con ello desarrollarse y
formar colonias, que viven de los residuos. Esta operacion permite un descenso muy

alto de la carga orgéanica asociada al agua residual. (Metcalf & Eddy, 1991)
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* Discos Rotatorios: Son discos que al girar, controlan la tasa de cultivos y los tipos
que se desarrollan en éstos, como forma de que éstos microorganismos no se
multipliquen demasiado y que puedan aparecer en el RIL final. (Fallowfield, 1985)

» Lagunas Aireadas: Estas lagunas permiten que el RIL pueda tener una gran
penetracion de luz en ella, lo cual permite que el agua se oxigene y pueda perder
turbidez, apoyado por la oxigenacion que acelera la fotosintesis. El lagunaje natural es
uno de los sistemas alternativos de tratamiento mejor conocidos y representa una
opcion eficaz para la eliminacion de la materia organica, los nutrientes y los
microorganismos patogenos del agua residual. Su disefio y su construccion son
sencillos, y sus costes de explotacién y mantenimiento son bajos. (Pearson,1996).

e Las lagunas de alta carga: son un sistema eficaz de aprovechamiento de la energia
solar que puede combinar a la vez el tratamiento de aguas residuales y la produccion de
biomasa algal. En la practica de los sistemas de lagunaje, la laguna de alta carga
sustituye a la laguna facultativa o bien la sigue en serie. La funcion fundamental de la
laguna de alta carga es el tratamiento secundario del agua residual, que consiste en
convertir la materia organica disuelta en materia orgdnica particulada, y
microorganismos que después pueden ser separados en instalaciones apropiadas.

La eliminacién de la materia organica desde un afluente a una laguna de alta carga
tiene lugar mediante la  simbiosis algas/bacterias o  protocooperacion

fotosintesis/respiracion. Figura N°5 (Abeliovich, 1986; Fallowfield & Garret, 1985).

Figura N°5. Esquema de la simbiosis algas/bacterias que
tiene lugar en las lagunas de alta carga.
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2.2.3 Tratamientos Terciarios:
Estos tratamientos corresponden a la parte final del proceso, es decir, cuando se
produce la descarga del RIL tratado en el lugar de recepcion, que puede ser el
alcantarillado o un cuerpo de agua natural. Aqui se trata el RIL para que éste tenga las

propiedades deseadas, y que no fueron solucionadas por los procesos anteriores.

e Desinfeccion: Este proceso consiste en ingresar al RIL una pequeia cantidad de
cloro, u otro oxidante que sea efectivo y que no daiie las cafierias ni el agua

receptora. (George Tchobanoglous, 2000)

2.4 BIORREMEDIACION

2.4.1 Fundamento

El término Biorremediacion o Biorrecuperacion se utiliza para denominar una
variedad de sistemas de recuperacion que degradan, transforman o eliminan o
disminuyen la toxicidad de contaminantes organicos o inorganicos a través de la
actividad bioldgica natural de organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.),
principalmente microorganismos. También se emplean los términos biocorreccion
y biorrestauracion. En contraste con esta definiciéon amplia, es frecuente que por
Biorremediacion so6lo se entiendan los procesos llevados a cabo por
microorganismos, y fitorremediacion si hay participacion de plantas en el proceso.

(Eweis, 1999)

2.4.2 Organismos participantes

Entre los microorganismos destacan especialmente las bacterias, los seres vivos con
mayor capacidad metabolica del planeta. Las bacterias pueden degradar
practicamente cualquier sustancia orgdnica. Si la sustancia se degrada
completamente se habla de mineralizacion; este es el proceso ideal, pero no
siempre ocurre. Algunas sustancias no son degradadas sino transformadas en otras
(biotransformacion). La biotransformacion puede ser peligrosa, ya que la nueva

sustancia formada puede ser tan nociva o mas que la contaminacion de partida.
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Finalmente hay sustancias que no son degradadas y se las denomina recalcitrantes.
Estas se acumulan durante mucho tiempo en el medio ambiente, especialmente si
ademas son resistentes a procesos fisico/quimicos como la radiacion ultravioleta o
la oxidacion. (Manso, 1990)

Las bacterias ademas pueden eliminar los contaminantes en ambientes donde hay
oxigeno, llamados procesos aerdbicos, pero también en ambientes sin oxigeno,
llamados procesos anaerobicos, ya que pueden respirar otras sustancias diferentes
al oxigeno (aceptores de electrones), como por ejemplo nitrato, sulfato, hierro (III),

manganeso, selenio entre otros.(Alexander, 1999)

2.4.3 Tipos de contaminantes eliminados por Biorremediacion

Los compuestos organicos suelen ser degradados total o parcialmente y eliminados
por completo del ecosistema. Por ejemplo, compuestos contaminantes tales como el
tolueno, el fenol o los polibifenilos clorados (PCBs) pueden ser utilizados como
fuente de carbono por bacterias, tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas.
Bacterias de los géneros Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia o Mycobacterium
pueden eliminar hidrocarburos aromaticos como el tolueno o el naftaleno, pesticidas
como las Atrazinas, aditivos de la gasolina como el tricloruro de etilo o sustancias
venenosas como el cianuro potdsico, tanto de ambientes sélidos (suelos) como
liquidos (rios y mares). Pero, ademas muchas bacterias son capaces de modificar
sustancias quimicas peligrosas, transformandolas en otras menos toxicas. Asi,
algunas bacterias pueden reducir la biodisponibilidad (hacerla menos accesible y
por tanto menos tdxica) de metales pesados tales como mercurio, arsénico, cromo,

cadmio, zinc o cobre.(Mahro, 2000)

2.4.4 Tipos de Biorremediacion

Existen dos tipos de Biorremediacion bien definidos:

» Biorremediacion In Situ: Consiste en tratar las aguas, suelos o arenas
contaminadas sin sacarlas del lugar en el que se encuentran. Para ello, tanto en

métodos de bioestimulacion como en bioaumentacion, se puede disponer una
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red de bombeo de nutrientes o un sistema de inoculaciéon o bien una simple
aireacion del terreno con bombeo (“bioventing” y “air sparging”) o con arado

(“landfarming” in situ). (Blackburn, 1993.)

» Biorremediacion Ex Situ: El material contaminado es trasladado a otro lugar
para realizar o completar su descontaminacion, el tratamiento adecuado

depende de la matriz a tratar. (Eweis, 1999).

2.4.5 Aplicacion

La Biorremediacion es aplicada hacia cualquier ambiente contaminado que se desee
revertir, puede tratarse de diversas matrices ya sea agua, suelo 6 aire. La aplicacion
depende de la estrategia de recuperacion de las actividades catabodlicas de los
organismos y, por tanto, de su capacidad para usar los contaminantes como alimento
(fuente de Carbono y energia). El proceso de Biorremediacion incluye, ademas de
biodegradacion de los contaminantes, reacciones de oxido-reduccion, procesos de
sorcion e intercambio idnico, e incluso reacciones de quelacion que provocan la

inmovilizacion de metales. (Luz E. de Bashan, 2000)

2.4.6 Ventajas

Estos procesos son muy amigables con el medio ambiente ya que la intrusion y
modificacion ambiental es reducida (para algunos la principal ventaja radica en que
la calidad de la matriz a biorremediar no se ve alterada durante el proceso, no se
perjudican ni la estructura ni las caracteristicas biologicas); son efectivos (los
contaminantes son destruidos eficazmente) y eficientes (el coste es
comparativamente bajo, salvo para los sistemas mas complejos); no requiere en
general componentes estructurales o mecanicos complejos; pueden combinarse con
otras tecnologias en un tren de tratamientos. (Eweis, 1999)

Inconvenientes de la Biorremediacion son la dificultad o imposibilidad de degradar

contaminantes inorgédnicos (y algunos organicos); la imposibilidad de emplearla si
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2.5

las condiciones no son suficientemente favorables para el crecimiento

microbiano.(LaGrega, 2001)

MICROALGAS

Las microalgas son un conjunto de microorganismos en su mayoria fotosintéticos,
unicelulares, filamentosos que forman cadenas, colonias o cenobios. Estan presentes
en agua salada, agua dulce o en el suelo. Los grupos que las conforman presentan
individuos con notables similitudes morfologicas, las cuales surgen como respuestas
adaptativas convergentes al medio fisico en el que habitan: altamente heterogéneo y
caracterizado por diversos gradientes de luz, temperatura y nutrientes que son
modificados por la turbulencia del agua. Su habitat varia a diferentes profundidades
de aguas dulces, salobres o marinas. Se cultivan en masa y tienen diferentes destinos
como: produccion de compuestos biologicos, hidrogeno, biodiésel y biofertilizantes,

también se aplican al tratamiento de aguas.(Yalile Alfonso Valdés, 2008).

2.5.1 Antecedentes

La importancia y aplicacion de las microalgas en el tratamiento de aguas residuales,
tiene sus antecedentes iniciales en los trabajos de Caldwell (1940), quien reporta los
primeros estudios, sobre la posibilidad de utilizar las microalgas como
microorganismos purificadores de aguas residuales, debido al aprovechamiento de los
nutrientes inorganicos contenidos en esta agua, para favorecer el crecimiento de las

microalgas, funcionando este como medio de cultivo.

Posteriormente Oswald (1957), introduce un nuevo concepto en la produccién masiva
de microalgas, al llevar a cabo el tratamiento de las aguas residuales, obteniendo una
produccion de biomasa vegetal con un alto contenido proteico, lo que finalmente se
considera como una valorizacion de las aguas residuales mediante el cultivo de
microalgas. Es en la década de los afios sesenta, en Richmond, California (1960),
cuando se plantea el sistema de cultivo mas grande de los Estados Unidos, llegdndose

a alcanzar una produccion muy alta de biomasa de microalgas, siendo de 12-18 g/L.
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Es a partir de este cultivo a gran escala que se desencadend el desarrollo por parte de

diversos paises en el cultivo masivo de microalgas en sistemas cerrados y abiertos,

con diferentes finalidades.

De acuerdo a lo planteado anteriormente, se presenta el cultivo de microalgas, como

una de las mejores alternativas para el tratamiento de aguas residuales, como un

sistema biologico de tratamiento secundario de bajo costo, con una alta eficiencia en

remocion de nutrientes y metales pesados, como una solucion a los problemas de

contaminacion y eutrofizacién ocasionados por las descargas industriales y

domiciliarias. (Gonzalez, 2005)

2.5.2 Clasificacion

En el planeta, las algas forman una inmensa poblacién de individuos de estructura
celular simple, se conocen aproximadamente 110 mil especies, reunidas en cuatro
grandes grupos, que son: las "cianofitas" (Cyanophyceae) o algas azul-verdosas,
las "clorofitas"(Chlorophyceae) o algas verdes; las "feofitas" (Phaephyceae) o

algas pardas, y las "rodofitas" (Rhodophyceae) o algas rojas.

Su tamafio es variable: algunas, como el alga azul-verdosa del
género Spirulina, son microscopicas, es decir, forman filamentos que miden
milésimas de milimetros; en cambio, existen otras, gigantes, que llegan a medir
hasta 60  metros, como el alga parda llamada  "sargazo
gigante" (Macrocystis). También en su forma presentan gran diversidad; por
ejemplo, el alga roja del género Porphyra tiene el aspecto de una lengiieta de
bordes ondulados; Ulva, que es una clorofita, se parece a una hoja de lechuga;
mientras que el "alga liston" (Nereocystis) es un alga parda que tiene el aspecto de

plumero.(Medina, 2005)
2.5.3 Fases de Crecimiento

Existen de 3 a 5 fases generalmente reconocidas de crecimiento de la poblacion de
microalgas, las cuales corresponden al estado nutricional de las células. La

duracion de cada fase puede alargarse dependiendo de diferentes factores como:
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temperatura, fuente de luz, composicion del medio de cultivo, tamafio del inoculo

y estado fisiologico del alga.

» Fase de Induccion. Las células en el cultivo apenas empiezan a absorber los
nutrientes presentes en el medio, no se registra un incremento aparente en el
numero de células debido a la necesidad de un ajuste bioquimico. (Aaronson,

1990b)

» Fase Exponencial. La reproduccion celular es extremadamente rapida y
constante, de tal manera que el crecimiento de la poblacion celular es

exponencial.(Burlew, 1987)

» Fase de Declinacion. El crecimiento de las células continta, pero en
proporciéon menor, esto pude deber a factores como: el pH del medio,
agotamiento de nutrientes, reduccion de la intensidad de la luz y
autoinhibicion debido a la produccion de metabolitos toxicos, entre otros.

(Lincoln, 1986)
» Fase Estacionaria. El nimero de células permanece constante.

» Fase de Muerte. Disminucion progresiva de células viables, incrementandose
el nimero de células muertas y las condiciones desfavorables como el
aumento del nimero de bacterias, hongos y espuma, producto de la

destruccion celular, genera el colapso final del cultivo. (Dood, 1980)
2.5.4 Aplicaciones

La aplicacion de microalgas en el tratamiento de aguas residuales es la utilizacion y
transformacion de los nutrientes a biomasa, con la consecuente produccién de
oxigeno, para mejorar la calidad del efluente asi como la disponibilidad de este para la
continua oxidacidn bacteriana de la materia orgdnica en sistemas integrales, mediante
el ciclo de oxigenacion fotosintética de aguas residuales. (Gallardo, 1990)

La mayoria de las bacterias que actuan en la descomposicion de los desechos

hogarefios, consumen oxigeno para vivir y producen dioxido de carbono, uno de los
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gases del efecto invernadero mas peligrosos para el calentamiento global. Las algas,
por el contrario, utilizan didoxido de carbono para crecer que luego transforman en
oxigeno. Ahi ya tenemos una ventaja para utilizarlas en las aguas residuales, ya que
forman una simbiosis con las bacterias, tan necesarias para eliminar los contaminantes

organicos. (Edzwald, 1994)

Las algas, aparte, necesitan de luz y otros nutrientes para la fotosintesis, entre ellos
nitrégeno y fosforo, compuestos presentes en las aguas residuales, y que también es
necesario eliminar. Asi que un sistema simbidtico de microalgas y bacterias es el ideal
para tratar residuos agricolas e industriales, ya que tienen un costo muy bajo en
instalacion y mantenimiento.

Por otro lado, algunas especies de microalgas juegan un papel fundamental en la
fertilidad de los suelos, por ejemplo, las cianofitas transforman el nitrogeno molecular
en amonio en una forma similar a las bacterias; otras son utiles en la recuperacion de
los suelos salino y calcareo; otras son aprovechadas como alimento tanto para
animales como para el hombre en una diversidad de productos y suplementos ali-

menticios.(Gonzélez, 2001).
2.5.5 Tipos de Sistemas de Tratamiento con Microalgas

Existen diferentes tipos de sistemas de tratamiento que utilizan cultivos microalgales,

los cuales se explican a continuacion:

e Pileta no aireada: es un sistema muy simple, de poca profundidad, el cual tiene la
posibilidad de combinar dos tipos de tratamiento, como son el secundario y
terciario; sin embargo presenta bajas eficiencias y es dificil la recuperacion de
microalgas.

o Pileta aireada: es un sistema mas complejo de oxidacion, el cual tiene un
mecanismo de aireacion, por lo que aumenta la oxigenacion, presentando de esta
manera una mayor eficiencia y recuperacion de la biomasa por filtracion en grava.

e Lagunas de oxidacion: son estanques poco profundos (entre 30 y 60 cm), con
mecanismos de aireacion y agitacion, los cuales favorecen el crecimiento de las

microalgas. En este sistema se favorece el aumento en la degradacion bacteriana,
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ocasionado por el incremento en la oxigenacion, lo cual provoca la proliferacion de
microalgas, y por lo tanto, aumenta la eficiencia global del tratamiento de las aguas
residuales. (Redalje, 1989)

e Lagunas de alta tasa de oxidacidén: En estanques con caracteristicas similares a las
lagunas de oxidacion se inoculan altas densidades microalgales. En la cual se
obtiene una biomasa mixta, la cual aumenta la tasa de oxidacidon, la tasa de
remocion y por lo tanto la eficiencia global del sistema.

e Lagunas de oxidacion de algas: es un diseflo similar al anterior, sin embargo en este
caso, esta orientado hacia la produccion de biomasa con fines de alimentacion y/o
produccion de metabolitos de interés comercial (pigmentos).

La seleccion del sistema de tratamiento va a depender del tipo de agua residual a
tratar, asi como de la extension de superficie requerida para el estanque de cultivo,
y de los microorganismos a utilizar, ya que los objetivos son el incremento de la
produccion de biomasa microalgal (sin limitacion de nutrientes), y la optimizacion
del proceso integral es decir, la eliminacion total de nutrientes. (E1 Halouani, 1990)

La aplicacion de estos sistemas, pueden presentar ciertas desventajas, como son: la
necesidad de grandes extensiones de superficie requeridas para los estanques de
cultivo, y la recuperacion de la biomasa de microalgas en cuanto a los aspectos
tecnologicos y econdmicos. Sin embargo, se plantea en el primer caso, un adecuado
manejo de parametros de cultivo, como la disminucion del area de cultivo en
estanques pequenos, con altas densidades microalgales, con cepas de microalgas
activadas (adaptadas al efluente) y bajos tiempos de retencion. En el segundo caso
se propone aplicar procesos de sedimentacion en obscuridad, el empleo de
floculantes, como el quitosan, floculacion-decantacion y autofloculacion y

biofloculacion presentada por algunas especies de microalgas.(Gallardo, 1990)

2.5.5.1 Ventajas del tratamiento
El proceso integral de tratamiento secundario, presenta ventajas importantes como
son: el mejoramiento de la calidad del efluente, mediante un mecanismo de bajo
costo energético, asi como el aprovechamiento de nutrientes, que estdn siendo

desechados, al ser incorporados a la biomasa, con la consecuente produccion y
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generacion de oxigeno. Lo cual trae como consecuencia, en un proceso global: la
remocion de sales (amonio, nitritos, nitratos, ortofosfatos), el aumento del pH de los
efluentes (proceso fotosintético), lo cual favorece la precipitacion de ortofosfatos, la
eliminacion de nitrégeno amoniacal por efecto de intercambio gaseoso, la
disminuciéon de la demanda biologica de oxigeno, la oxigenacion del agua,
favoreciendo la oxidacién continua de materia orgdnica, la accidon bactericida,
reduciendo la sobrevivencia de organismos patdgenos, la recuperacion de CO,,
liberado en los procesos, mediante su empleo en el proceso fotosintético y un alto
rendimiento en la bioconversion de la energia solar (4 y 8%) respecto a algunas

plantas agricolas convencionales (azucar y sorgo), siendo del 1.5% .(Kojima, 2001)

2.5.5.2 Eficiencia
Finalmente la eficiencia de este proceso, depende de varios factores tales como:

e Tipo de efluente a tratar: doméstico, agricola e industrial

e C(aracteristicas de operacion: carga hidraulica

e Composicion y contenido de contaminantes (organismos depredadores), que
afectan la composicion de la biomasa, restringiendo las aplicaciones.

e Profundidad de los estanques y régimen de agitacion.

e Diferente temperatura e intensidad luminosa, debido a las variaciones
estacionarias,

e Asi como el fotoperiodo (luz-oscuridad) o luz continua.

Algunos aspectos a considerar en la eficiencia del proceso son: la adecuada
combinacion de los parametros anteriormente mencionados, asi como el
mantenimiento del cultivo en Optimas condiciones, favoreciendo la elevada
eficiencia de remocidon del proceso, con la finalidad de alcanzar las maximas
densidades algales.(Gonzalez, 2001).

Tabla N°2, se resumen algunas de las microalgas que han sido empleadas en la

depuracion de diversos tipos de aguas residuales.
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Tabla N°2: Microalgas empleadas en la degradacion de diversos contaminantes

(Rawat 2010)
Microalga Tipos de aguas residuales
Prototheca zopfi Hidrocarburos derivados del petréleo
Chlorella pyrenoidosa Tintes azoicos en aguas residuales
Chlorella sp Residuos de ganaderia digeridos
anaerobicamente
Ankistrodesmus y Aguas residuales de industria del papel y

Scenedesmus sp.

alperujos

Spirulina platensis

Agua residual urbana

Chlorella sokoniana

Agua residual en heterotrofia sin luz

Botryococcus braunii

Agua residual tras tratamiento secundario

Scenedesmus sp.

Altos niveles de amonio en efluente de
digestion anaerobia

2.6 ARTHROSPIRA SP.

2.6.1 Descripcion:

Se trata de un alga azul, incluida dentro de la Clase de las denominadas Cianofitas

o Cianobacterias, de cardcter multicelular, cuyas células cilindricas tienen un ancho

de 3 a 12 milicrones, alcanzando a veces hasta 16. Sus filamentos presentan un

esquema en forma de hélice abierta y llegan a medir entre 100 y 200 milimicrones.

Las condiciones de esta hélice y sus medidas dependerdn de las condiciones

ambientales y del crecimiento del alga. Figura N° 6. (Tomaselli, 2000)

Figura N° 6. Arthrospira sp.

Aumento: 100X
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2.6.2 Antecedentes.

En un estudio de la Biosorcion de metales pesados influenciadas por la composicion
quimica de la biomasa de Spirulina sp. (Hernandez and Olguin, 2002), se evalu6 la
capacidad de células de Spirulina sp. con diferentes composiciones quimica para la
sorcion de Pb (II), Cd (II) y Cr (VI). Dos de los ensayos de biomasa contenian un
alto porcentaje de proteina (68,95 +/- 0,30 y 63,73 +/- 0,25%) como resultado de
haber sido cultivadas en medio Zarrouk y expuesta a dos intensidades de luz (66
micromoles de fotones m™.s” y 144 micromoles de fotones m™.s™) en cultivos
discontinuos. Un tercer tipo de biomasa, cultivada en un medio "complejo" y
expuesta a 66 micromoles de fotones m™.s” contenia un alto porcentaje de lipidos
(30,08 +/- 1,92). Finalmente, el cuarto tipo de biomasa fue enriquecida en
polisacaridos (25,54 +/- 0,51%) luego de ser cultivada en un medio “complejo”,
pero expuesta en 144 micromoles de fotones m™.s" se encontrd que la composicion
quimica de Spirulina sp. tenian una fuerte influencia sobre su capacidad de
adsorcion. Las maximas capacidades de adsorcion (q (max)) de Pb y Cd fueron mas
altas (172,41 y 54,05 mg/g de las células, a un pH de 5,0 y 4,5 respectivamente)
cuando las células mostraron el contenido de polisacaridos superior en el caso del
Cr ", el més alto q (max), fue exhibida por las células cultivadas en medio Zarrouk
y mostrando el mayor contenido de proteina (a pH 7,0). El pH no afecto la
adsorcion de Pb II en el intervalo de 3 a 5,5, ni de Cd en el intervalo de 4 a 7 para

VI s r r ’ . . .
Cr" la adsorcion solo se observo a un pH igual o inferior a 2.

2.6.3 Clasificacion

Reino: Bacteria
Philum: Cianobacteria
Clase: Cianophyceae
Orden: Oscillatoriales
Familia: Phormidiaceae
Género: Arthrospira
Especie: Arthrospira sp.(Checklist, 2011)

80



2.7

2.6.4 Reproduccion

La reproduccion se lleva a cabo por fision binaria transversal. El alargamiento del
tricoma o filamento se debe a las numerosas divisiones transversales de sus células.
La multiplicaciéon ocurre solo por fragmentacion del filamento y es de naturaleza
intracelular, involucrando la destruccion de la célula intercalar existente dentro de

los mismos filamentos.(Leopoldo Naranjo-Bricefio, 2010)

2.6.5 Cultivo

El crecimiento de Arthrospira sp. ocurre entre 25 — 40 °C, siendo el rango de mayor
produccién a elevadas temperaturas entre 35 — 40 °C y grado alcalino (pH entre 9 y 11);
iluminacién estandar, salinidades de 18— 22 UPS y abundante agitacion (Zarrouk, 1966;
Pedraza, 1989).

Las cianobacterias, organismos fotdtrofos, para formar biomasa necesitan elementos
inorgénicos de partida, en su actividad nutricional, tales como, nitrégeno, oxigeno, carbono,
hidroégeno, fosforo y azufre, que intervienen en la formacion de carbohidratos, grasas y

proteinas (Rodrigues M.S., 2010)

CHLORELLA SP.

2.7.1 Descripcion

Chlorella sp. es un género de algas verdes unicelulares, del filo Chlorophyta. Tiene
forma esférica, midiendo de 2 a 10 um de diametro, y no posee flagelo, es
extensamente encontrada en lagos y pantanos de todo el mundo. El nombre
Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde, y del latin ella, que
significa cosa pequefia, y fue descubierta y nombrada por el holandés M. W.

Beijerinck en 189. Figura N°7. (Kanno, 2005)
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Figura N°7. Chlorella sp.
Aumento: 100X

2.7.2 Antecedentes

Estudios han descrito la eficiencia y el desarrollo de Chlorella sp. en RILES
organicos pesqueros y su influencia en la remocién de la contaminacion (Lopez,
2011). Las nuevas alternativas de tratamiento de las aguas residuales en el sector
pesquero, daran respuesta adecuada al problema de los impactos negativos al
ecosistema proveniente de los residuales liquidos, de ahi que se realiza una
investigacion sobre cultivo de Chlorella sp. En RILES orgénicos pesqueros, donde
se determind su crecimiento bajo las condiciones de luz y temperatura imperantes
en Cuba y potencial descontaminador de esta alga, presentado en términos de
demanda bioquimica de oxigeno (DBO). Las experiencias se efectuaron en
erlenmeyers, acuarios, estanques y laguna piloto. En todos los casos, se evidencid
un crecimiento satisfactorio de la microalga y una disminucion de la DBO en el
orden del 85-95% del efluente total y soluble con respecto al residual sin presencia
de Chlorella sp. Se propone el uso de la microalga para fines de tratamiento
biologico de los RILES pesqueros, preferentemente en lagunas de alta velocidad.

(Hanna, 1990)

Un estudio llevado a cabo por (Ruiz Marin, 2010) inmovilizé microalgas de la
especie Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris mediante centrifugacion y

posterior resuspension del concentrado en una solucién con alginato sédico. Al
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adicionar una solucion de cloruro calcico se forman gotas agregadas de
aproximadamente 3,5 millones de células cada una, con un diametro total
aproximado de 2,5 mm. Los agregados se lavan y son introducidos en el
fotobioreactor, junto con el agua residual, tal que la proporcion final es de 1:25 en
volumen. Los resultados de eliminacion de amonio en ciclos batch oscilan entre

65% y 96%, para aguas residuales artificial y real.

2.7.3 Clasificacion

Reino: Planta
Philum: Clorofita
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella
Especie: Chlorella sp.(Checklist, 2011)

2.7.4 Reproduccion.

Su reproduccion es asexual, principalmente por biparticion. (Burlew, 1987)

2.7.5 Cultivo

Chlorella sp. tolera temperaturas entre 16 y 27°C, aunque esto puede variar de
acuerdo a la composicion del medio. Como en las plantas, la luz es la fuente de
energia que promueve las reacciones fotosintéticas en las algas, aqui la intensidad,
la calidad espectral y el fotoperiodo deben ser considerados.

Se debe tener el cultivo a pH cercanos a 7 para Chlorella, para mantener un pH
aceptable es necesario airear el medio de cultivo. Chlorella no posee movimiento
propio es por esto que necesita de aireacion para evitar la sedimentacion, y asi
asegurar que todas las células de la poblacion estdn igualmente expuestas a la luz y

a los nutrientes. (Moronta R, 2006).
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2.8 CONTROL MICROBIOLOGICO.

Para alcanzar la calidad microbioldgica es necesario aplicar pasos ordenados a través de la
cadena de produccién. A lo largo de esta cadena se pueden presentar una serie de
inconvenientes que pueden llevar a obtener un producto o productos que tengan
caracteristicas muy distintas a las esperadas, tanto para el consumidor final como para la
empresa. Por esta razon, para garantizar la calidad es importante tener en cuenta que este se
basara en el control de la presencia y la multiplicacién de los microorganismos ya que
factores como el ambiente, temperatura, humedad relativa entre otros, pueden ocasionar su
presencia. Los problemas microbiologicos suelen presentarse cuando no se alcanza el
efecto deseado durante el proceso o por los sistemas de conservacion que se tengan, y esto
suele ser consecuencia de errores en la manipulacion o procesado. La deteccion de dichos
errores, su rapida correccion y prevencion, son el principal objetivo de cualquier sistema de

control microbioldgico (Forysthe, 2000).

2.8.1 Criterios microbiologicos. Para diferenciar un producto de calidad
microbiologica admitido de una de calidad no admitida, es necesario aplicar normas
o criterios microbiologicos que seran especificos para cada producto. La forma mas
segura, es emplear el nimero o tipo de microorganismos en el producto o sobre el
producto, para evaluar su calidad y su seguridad microbioldgica (Forsythe, 2002).
Todo criterio microbioldgico debe incluir:

e Los microorganismos contaminantes: Aquellos que pueden ser de caracteristicas
patégenas o no patogenas, importantes en salud publica.

e Los métodos analiticos: Mediante los cuales, se busca el microorganismo
implicado o sus toxinas.

e Los planes de muestreo: Obtener una muestra representativa de un determinado
lote o producto, teniendo en cuenta el nimero de muestras que se toman y las que se
analizan.

e Los limites microbiologicos: El limite contemplado dentro de la normatividad

para el producto evaluado (Forsythe, 2002).
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2.8.2 Tipos de criterios:

e Obligatorios: Aquel que no debe sobrepasar la norma. Si el producto no
cumple las normas establecidas, serd de cardcter obligatorio establecer un tipo de
correccion, incluyendo su rechazo, destruccion, reproceso o la utilizacion para otro
tipo de productos (Forsythe, 2002).

e Consultivos: Permiten establecer limites de aceptabilidad y estos a su vez

sirven para alertar las posibles deficiencias en el proceso (Forsythe, 2002).

Componentes de un examen microbiologico: Siempre se debe tener en cuenta que

cada paso a realizar es fundamental la asepsia.

e Muestreo: Debe ser de manera adecuada, siguiendo los protocolos
apropiados, las muestras deberan ser estadisticamente significativas y por esta razon
se llevan a cabo planes o programas de muestreo.

e Mc¢todo Analitico: Se busca el més sensible, que permita lo que se quiere, de
igual manera se busca también que sea econémico.

e Interpretacion de resultados: Conocimiento y significado de los

microorganismos presentes en el producto evaluado (Forsythe, 2002).

2.9 SEPARACION Y POST-TRATAMIENTO DE LAS ALGAS PRODUCIDAS

2.9.1 Separacion

Las microalgas son, en general, dificiles de separar por su pequefio tamaio, si bien
es cierto que, por su tamafio, algunas cianobacterias sedimentan (decantacion
espontanea) o flotan, y que algunas microalgas forman agregados (biofloculacion),
lo que facilita su decantacion. La técnica de separacion depende de la microalga en
cuestion, la densidad del cultivo, el uso posterior y factores econdmicos como el
precio del subproducto obtenido. En general, tiene lugar en dos etapas: en una

primera etapa se produce una separacion mas basta en la que se alcanza una
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concentracion de microalgas entre el 2 y 7%. Se puede realizar por floculacion,
sedimentacion por gravedad o flotacion. En una segunda etapa se realiza un secado
més fino y de mayor coste energético, mediante centrifugacion, filtracion o

ultrasonidos. (Pouliot, 1985)

La eficacia de la decantacion depende del radio de los microorganismos y su
densidad. Es el método mas empleado en el tratamiento de agua, debido a las
grandes cantidades de biomasa con que se trabaja y su bajo valor anadido. Sin
embargo, solo es posible en algunos casos, como en el de la Spirulina. Los
ultrasonidos previos a la decantacion han demostrado que optimizan la eficiencia de

agregacion y el factor de concentracion del proceso. (Richimond, 1986)

La filtracion se puede llevar a cabo mediante flujo tangencial (membranas externas)
o fibra hueca (membranas sumergidas), asi como mediante microfiltracion,
ultrafiltracion, filtracion a vacio, etc. Sin embargo, las microalgas pueden causar un
importante efecto de fouling en las membranas debido a que segregan materia
organica extracelular, un material mucilaginoso que ayuda a la obtencion de

biomasa. (Redalje, 1989)

2.9.2 Post-tratamiento

La biomasa, una vez separada del medio de cultivo, suele ser deshidratada para
evitar reacciones de descomposicion. Se deshidrata mediante secado al sol, a baja
presion, con spray, en tambores, en lecho fluidizado o por congelacion. En el caso
de extraccion de lipidos para obtencion de biodiesel, es importante encontrar el
compromiso entre grado de secado y rentabilidad del proceso (valor energético del

producto final).

En el caso de extraccion de productos de interés, es comun la necesidad de romper

las células previamente, para lo cual se emplean homogenizadores, autoclavado,
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adicion de acido hidroclérico o NaOH vy lisis alcalina. También se llevan a cabo

extracciones con disolventes. (Tripathi, 1991)

2.10 LEYES Y DISPOSICIONES DE PARAMETROS

En Chile, existen diversas leyes y decretos supremos que describen las condiciones que

deben cumplir las empresas para el vertido de sus RILES a cursos de aguas naturales ya sea

rios, lagos y mar (Anexo 4).

Ademas existe la Norma Chilena Oficial Nch1333, que corresponde a los requisitos de

calidad del agua para diferentes usos, en la cual prestamos gran interés en la disposicion del

uso de agua en riego. De esta norma resaltamos los requisitos bacterioldgicos, el cual

detalla que “El contenido de coliformes fecales en aguas de riego destinados al cultivo de

verduras y frutas que se desarrollan a ras de suelo y que habitualmente se consumen en

estado crudo, debe ser menor o igual a 1000 coliformes / 100m1”(Chaiklahan et al., 2011).

Ademés, existen variadas normas internacionales que Chile ha suscrito, relacionadas con

los RILES y que se describen a continuacion (Tabla N°3).

Tabla N°3. Normativa Internacional suscritas por Chile.

de Relaciones Exteriores.

IL: Decreto Supremo N°476/77 del Ministerio

Convenio sobre prevencion de la contaminacion

del mar por vertimiento de desechos y otras

II: Ministerio de Relaciones Exteriores

II: Ministerio de Relaciones Exteriores. materias.
IL: Decreto Supremo N°474/77 del Ministerio | Convenio internacional para prevenir la
de Relaciones Exteriores. contaminacion de las aguas del mar por

hidrocarburos.

IL: Decreto Supremo N°475/77 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

II: Ministerio de Relaciones Exteriores.

Convenio Internacional sobre responsabilidad
civil por dafios causados por la contaminacion de

las aguas del mar por hidrocarburos.

Decreto Supremo N°425/86 del ministerio de
Relaciones Exteriores.

II: Ministerio de Relaciones Exteriores

Acuerdo sobre cooperacion regional para el
combate contra la contaminacion del Pacifico
Sudeste, por hidrocarburos y otras sustancias

nocivas, en casos de emergencia.
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IL: Decreto Supremo N°295/86 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

II: Ministerio de Relaciones Exteriores.

IL: Decreto Supremo N°656/86 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

II: Ministerio de Relaciones Exteriores.

IL: Decreto N°867/78 del Ministerio de Obras
Publicas. Norma Chilena Oficial NCh 1333 Of
78.

II: Ministerio de Salud. Ministerio de Obras
Publicas.

IL: Decreto Supremo N°735/69 del Ministerio
de Salud. Reglamento de los Servicios de Agua
destinados al Consumo Humano.

II: Servicios de Salud.

IL: Decreto N°11/84 del Ministerio de Salud.
Norma Chilena NCh 409/1. Of.84.

II: Ministerio de Salud.

IL: Decreto supremo N°745/92 del Ministerio
de Salud. Reglamento sobre Condiciones
Sanitarias y Ambientales Minimas en los
lugares de trabajo.

II: Servicios de Salud.

Protocolo para la Proteccion del Pacifico Sudeste
contra la contaminacion proveniente de fuentes
terrestres.

Protocolo complementario del acuerdo sobre la
cooperacion regional para el combate contra la
contaminaciéon del Pacifico Sudeste por
hidrocarburos y otras sustancias nocivas en casos
de emergencia.

Establece los requisitos de calidad del agua para

diferentes usos (potable, bebida, animales, riego,

recreacion y estética, y vida acudtica).

Establecer las  concentraciones  maximas
aceptables de sustancias o elementos quimicos
que puede contener el agua para consumo
humano.

Determina los requisitos de orden fisicoquimico,
radioactivo y bacteriologico que debe cumplir el

agua para la bebida de seres humanos.

Establece  limites permisibles para las
concentraciones ambientales en lugares de
trabajo.

Estas ultimas disposiciones son normas internacionales que estan en vigencia en Chile, y

que en el mundo se visualizan como Normas de internacién de productos (Metropolitana,

2010).
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OBJETIVOS

» Objetivo General:

Evaluar un esquema de tratamiento Quimico y Bioldgico para Residuos
Liquidos Industriales del norte de Chile, para obtener agua de Riego.

» Objetivos Especificos:

5. Evaluar en un tratamiento quimico primario la capacidad de floculacion
de cloruro férrico y sulfato de aluminio para Residuos Liquidos
Industriales.

6. Evaluar en un tratamiento biologico la incorporacion de Arthrospira sp. 'y
Chlorella sp. para la biorecuperacion de residuos liquidos industriales.

7. Evaluar Arthrospira sp. y Chlorella sp. a diferentes condiciones de
adaptacion de % de inoculo de alga y % de RIL, aireacion, asi como la
importancia del fotoperiodo de luminosidad y oscuridad.

8. Evaluar en ambos tratamientos parametros fisicoquimicos y bioldgicos
(DQO, DBOS, pH, turbidez, conductividad, coliformes fecales) 6ptimos
para obtener un mayor porcentaje de recuperacion de residuos liquidos
industriales.
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HIPOTESIS

Dado que es posible desarrollar y adaptar tecnologias para mejorar la calidad actual
de residuos liquidos industriales vertidos al sistema de alcantarillado es probable
que mediante un tratamiento primario quimico y un tratamiento secundario
bioldgico con la incorporacion de Arthrospira sp., Chlorella sp. y microorganismos
nativos presentes en estos usando su capacidad simbidtica se pueda optimizar la
reduccion de la materia orgénica lo que con lleva a obtener un agua recuperada con

la calidad adecuada para ser usada en riego.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES
1.1 Muestra
e RIL de una facnadora avicola “ARIZTIA”, ubicada en la ciudad de Arica,
Chile.

1.2 Material de vidrio:

e Beackers (25, 50, 100, 1000 mL) GERMANY

e Baguetas GERMANY

e Pipetas ( 1,2,5,10 mL ) GERMANY

e Matraces aforados ( 25, 50, 100 mL ) GERMANY
e Probeta (50mL, 100 mL) GERMANY

e Mini compresores JASCO

1.3 Material biolégico:

o Cepas de Arthrospira sp.
e Cepas de Chlorella sp.

1.4 Equipos de laboratorio:

e Microscopio MOTIC

e Multiparamétrico HANNA
e Oximetro HANNA

e Incubadora LABTEC

e Luxometro JASCO
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Salinometro HANNA

Estufa LABTEC

Centrifuga JASCO

Filtracion a vacio MILLIPORE

1.5 Reactivos:

e Etanol al 95% P.A. MERCK

e Buffer de Calibracion pH 4.1 P.A. HANNA

e Buffer de Calibracion pH 7.1 P.A. HANNA

e Sulfato de Aluminio P.A. MERCK

e Cloruro Férrico P.A. MERCK

e Hidroxido de Sodio P.A. MERCK

e Acido Clorhidrico P.A. MERCK

¢ Otros reactivos mencionados en Anexo 2 y 3. P.A. MERCK

1.6 Otros materiales:

e Papel Whatman # 0.4um. MILLIPORE
e Difusores AKUARIUS

e Mangueras AKUARIUS

e Bombas de acuario JASCO

2. METODOS

Los experimentos se realizaron en el “Laboratorio de Quimica Ecoldgica y Bioprocesos”
de la Escuela Universitaria de Ingenieria Industrial (EUIIS) de la Universidad de Tarapaca

Campus Velasquez Arica, Chile. La ejecucion del proyecto durd

2.1 Obtencion de muestra de RIL

El lugar de referencia para recoger la muestra de RIL fue la Planta Faenadora
Avicola Ariztia Ltda. en Arica, por ser una de las industria con mayor impacto

ambiental, el RIL recolectado ya se encontraba libre de s6lidos mayores a 0,5 mm,
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se recolectd en bidones con capacidad de 20 L. los cuales posteriormente se
trasladaron al Laboratorio de Quimica Ecoldgica y Bioprocesos de la Universidad

de Tarapaca. Figura N°3.1.

Figura N°3.1. RIL proveniente de una faenadora avicola.

2.2 Tratamiento Quimico del RIL

A la muestra inicial de RIL la denominaremos “RIL CRUDQO?”, el cual fue analizado
fisicoquimicamente (pH, turbidez, OD, DBOs, Fe, NOs;, NO,, Al, PO43'); para el
tratamiento quimico se procedio a los ensayos de floculacion y/o coagulacion con
Sulfato de Aluminio y Cloruro Férrico a diferentes valores de dosis (g/L) y de pH
(regulando con é4cido clorhidrico para acidificar o hidroxido de sodio para

alcalinizar). Siguiendo el posterior esquema. (Tabla N°3.1 y Tabla N° 3.2).

Tabla N° 3.1. Disefio experimental para floculacién y/o coagulacion con Sulfato de

Aluminio (AL(SOu)3).

pH Dosis g/L
pHS5
pH6
0.13 0.14 0.15 0.16
pH7
pH 8
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Tabla N° 3.2.Disefio experimental para floculacion y/o coagulacion con Cloruro

Férrico (FeCly).

pH Dosis g/L
pHS
gﬁ ; 0.03 0.04 0.05 0.06
pH 11

Los ensayos para el tratamiento quimico se realizaron en Conos Imhoff graduados
con capacidad de 1L, para elegir el mejor floculante y/o coagulante se registrd el
volumen de sedimento (mL) en 1L de RIL y se midi6 la turbidez a las dos horas de

haber empezado en ensayo. Figura N°3.2.

Figura N°3.2. Ensayos de Floculacion y/o Coagulacién en Conos Imhoff
2.3 Tratamiento Biologico del RIL
Libre de solidos suspendidos el RIL tratado quimicamente ya se encuentra apto para

el tratamiento bioldgico también conocido como Biorremediacion mediante la

incorporacion de cepas de Arthrospira sp. 'y Chlorella sp.

94



2.3.1 Obtencion de Cepas.

» Cepa de Arthrospira sp.
La cepa de Arthrospira sp. (Arthrospira platensis y maxima sp.); se adquirieron de

la empresa Solarium Biotechnology S.A.

»> Cepa de Chlorella sp.
La cepa Chlorella sp, se adquiri6 de la Universidad de Concepcion, Facultad de
Ciencias Naturales y Oceanograficas del Grupo de investigacion Microalgal, Dpto.

de Botanica.

2.3.2 Medios de Crecimiento

Para el cultivo de Arthrospira sp. y Chlorella sp. se utilizaron los medios de
cultivos selectivos  Spirulina y Bristol respectivamente (Anexo2 y 3) a una
temperatura de 25°C +/- 5°C, se requiere también de aireacion constante para
tener un crecimiento homogéneo evitando la sedimentacion, también se tuvo el
cultivo a luz constante para asegurar un incremento de la biomasa, agregandole

medio de cultivo se mantuvo a las cepas constantemente en fase de crecimiento.

2.3.3 Ensayos de Biorremediacion

Se realizaron ensayos por triplicado utilizando cuatro matraces Erlenmeyer de 1L
por triplicado, cada grupo consta de un control y tres matraces con diferentes
porcentajes de inoculo y RIL, llegando a un volumen de 1L. Donde se agreg6 en
primer lugar el inoculo (control) y posteriormente el RIL tratado. Contando cada

bateria con un total de 12 matraces Erlenmeyer. Tabla N° 2.3.

La proporcion final de las baterias se compone de la siguiente manera:
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Tabla N° 3.3. Disefio Experimental de los ensayos de Biorremediacion

Volumen RIL/ Volumen

Muestras Indculo (mL) Porcentaje RIL/inoculo final (L)
Grupo Control 0/1000 100% de inoculo 1
1 250/750 25%/75% 1
2 500/500 50%/50% 1
3 750/250 75%/ 25% 1

2.4 Monitoreo del Ensayo de Biorremediacion

Durante todo el periodo del ensayo (6 dias) se realizé dos monitoreos al dia los que

se consideraron como fotoperiodo, siendo el primero de ellos a las 8:00 am y el

ultimo a las 5:00 pm. Dichos ensayos se realizaron en dos ambientes uno

controlado a una temperatura promedio (24°C +/- 5°C) dentro del laboratorio y otro

ambiente no controlado a temperatura y luz natural dentro de un invernadero.

> Ensayos de Biorremediacion

Este ensayo fue instalado dentro de un invernadero a luz y temperatura natural es

decir de acuerdo a las condiciones climdticas del dia, este ensayo permitiria hacer

mucho maés real la Biorremediacion a una mayor escala. Se monitoreo un

fotoperiodo de dia y de noche. Figura N°3.3.
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Figura N°3.3. Ensayo de Biorremediacion

2.4.1 Parametros Fisicos Monitoreados

Durante los dias del ensayo de Biorremediacion se considero dos fotoperiodos dia y
noche, para el fotoperiodo noche se monitoreo a las 08:00 am luego de haber
transcurrido las horas de oscuridad y para el fotoperiodo dia se monitoreo a las

05:00 pm. Los pardmetros monitoreados fueron los siguientes:

» Intensidad Luminica:
Para la medicion de la intensidad luminica se utilizo un luxometro de marca LAB
TEC que proporcionaba los datos en pmoles, se muestreo en cuatro diferentes

puntos para cada conjunto de muestras. Figura N°3.4

3%
@D O D o=

<Z:Z> :Puntos de muestreo
Figura N°3.4: Monitoreo de la Intensidad Luminica.
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» Temperatura:

Es uno de los parametros fisicos mas importantes en el agua, pues por lo general
influye en el retardo o aceleracion de la actividad biologica, la absorcion de
oxigeno, la precipitacion de compuestos, la formacion de depositos, la
desinfeccion y los procesos de mezcla, floculacion, sedimentacion y filtracion.
Multiples factores, principalmente ambientales, pueden hacer que la temperatura
del agua varie continuamente.

Se realiz6 la toma diaria y horaria de la temperatura, con el uso de un termdémetro

digital marca HANNA dentro de cada uno de los matraces.

» pH:

El pH influye en algunos fenémenos que ocurren en el agua, como la corrosion
y las incrustaciones en las redes de distribucion.

Aunque podria decirse que no tiene efectos directos sobre la salud, si puede
influir en los procesos de tratamiento del agua, como la coagulacion y la
desinfeccion.

Se realiz6 la toma diaria y horaria del pH, con el uso de un pHmetro digital

marca HANNA dentro de cada uno de los matraces.

> Turbidez

La turbidez en los liquidos estd causada por la presencia de solidos en
suspension no disueltos. Cuantos mas solidos en suspension tenga el agua, mas
sucia parecerd y mayor serd su turbidez. La turbidez se considera una medida de
la calidad del agua. Puede determinarse midiendo la atenuaciéon de las
radiaciones que pasan a través del liquido; o bien midiendo la intensidad de la
radiacion dispersa o difusa. La difusion de las radiaciones es una de las

propiedades de los liquidos y se utiliza para determinar la turbidez.

La medicion se realizé con un Medidor de Turbidez Portatil ( HI 93703) marca

HANNA. Ver Anexo 5.
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2.4.2 Parametros Quimicos Monitoreados

» Oxigeno Disuelto:

El Oxigeno Disuelto (OD) es la cantidad de oxigeno que esta disuelta en el
agua. Es un indicador de como de contaminada esta el agua o de lo bien que
puede dar soporte esta agua a la vida vegetal y animal. Generalmente, un nivel
mas alto de oxigeno disuelto indica agua de mejor calidad. Si los niveles de
oxigeno disuelto son demasiado bajos, algunos peces y otros organismos no

pueden sobrevivir.

Se realizd la toma diaria y horaria del oxigeno disuelto, con el uso de un
oximetro digital marca HANNA dentro de cada uno de los matraces en ppm de

oxigeno(Oy).

» Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

La Demanda Bioquimica de Oxigeno, DBO, es la cantidad de oxigeno en mg/L
necesaria para descomponer la materia organica presente mediante accion de
los microorganismos aerobios presentes en el agua. Normalmente se emplea la
DBOS5, que mide el oxigeno consumido por los microorganismos en cinco dias.
Resulta el parametro de contaminacion organica mas ampliamente empleado.
La determinacion del mismo estd relacionada con la medicion del oxigeno
disuelto que consumen los microorganismos en el proceso de oxidacion

bioquimica de la materia organica.

Para la medicion de la DBOs, se midi6 el oxigeno disuelto inicial (ppm O,) y se
incubo las muestras a 20°C durante cinco dias, al quinto dia se volvié a medir el
oxigeno disuelto final (ppm O,); la resta del oxigeno disuelto inicial menos el
final, nos proporciona la cantidad de material biodegradable en los cinco dias.
Esta DBOs se midi6 al inicio y al final del ensayo en todas las muestras en los

dos ambientes.

Los siguientes elementos y compuestos fueron medidos con un Fotdmetro

Multiparamétrico de Sobremesa marca HANNA (Figura N°3.5).
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Figura N°3.5. Fotometro Multiparamétrico de Sobremesa

> Aluminio

El Aluminio es uno de los metales mas ampliamente usados y también uno de
los mas frecuentemente encontrados en los compuestos de la corteza terrestre.
La toma de Aluminio por comida va indirectamente relacionada con el
consumo de alimentos que muchos de ellos son regadas con aguas
contaminadas, la forma soluble en agua del Aluminio causa efectos
perjudiciales, por ende es de vital importancia su analisis. La toma de

concentraciones significantes de Aluminio puede causar un efecto serio en la

salud como:
. Darlo al sistema nervioso central
. Demencia
o Pérdida de la memoria

Para la medicion de Aluminio (Al”) se utilizé el Kit con codigo HI93721-
25, el cual consta de tres reactivos necesarios Acido L-Ascérbico (CE N°:
200-066-2, CAS N°: 50-81-7), Reactivo Aluminon (Acido succinico (CE N
203-740-4, CAS N°:110-15-6): <80%) y un Polvo Blanqueante (Pirosulfato
potasico CE N°: 232-216-8, CAS N°: 7790-62-7: <40%). Ver Anexo 6.
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» Hierro

El hierro es un constituyente inorganico normal en el agua y suelo. Esta
presente como iones disueltos en soluciones o como componente de complejos
organicos. El que el hierro permanezca disuelto o se oxide y se precipite en los
sistemas de tuberias depende de los valores pH y Oxigeno del agua. En el agua
doméstica, el hierro puede favorecer el crecimiento de bacterias. El hierro es
también un indicador de corrosion en plantas industriales o en los sistemas de
calentamiento o refrigeracion. Ademas, el hierro se controla normalmente en las
aguas residuales de la mineria para evitar la contaminacion medioambiental.
Una toma indirecta de Hierro puede provocar conjuntivitis, coriorretinitis, y
retinitis si contacta con los tejidos y permanece en ellos.

Para la medicién de Hierro (Fe+3) se utilizo el Kit con codigo HI 93721-01, el
cual se basa en la adaptacion del método Fenantrolina 315B, de la EPA para

aguas naturales y tratadas. Ver Anexo 7.

» Fosfatos

Es comun encontrar fosfatos en el agua. Son nutrientes para la vida acuatica y
limitantes del crecimiento de las plantas. Sin embargo, su presencia estd
asociada con la eutrofizacion de las aguas, con problemas de crecimiento de
algas indeseables en embalses y lagos, con acumulacion de sedimentos,
etcétera. Las normas de calidad de agua no han establecido un limite definitivo.
Sin embargo, es necesario estudiar la concentracion de fosfatos en el agua, su
relacion con la productividad bioldgica y los problemas que estos pueden
generar en el proceso de filtracion y en la produccion de olores.

Para la medicion de Fosfatos se utilizo el Método Aminoacido, una adaptacion
del Estandar Método para la Examinacion de Agua y Aguas Tratadas (20%
Edicion). Se utilizé los Kit con codigos HI 93717A — 0 y HI 93717B — 0, los

cuales contienen Molibdato y Aminoacido respectivamente. Ver Anexo 8.
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» Nitratos

Los nitratos estan presentes en la naturaleza por la descomposicion de materia
organica por microorganismos, ademas las fuentes nitrogenadas de algunos
fertilizantes contienen en proporcion diferentes concentracion de nitrogeno en
forma amoniacal y en forma nitrica. Las plantas absorben el nitrogeno en forma
de nitratos NO™, por tal motivo conocer la concentracion en aguas de riego es
importante.

Para la medicion de Nitratos se utilizdé el Método de Reduccion por Cadmio,
para el cual se utiliza el Kit con cédigo HI 93728-01, el cual contiene Acido

Sulfanilico, Cadmio y Sulfato de Cobre. Ver Anexo 9.

» Nitritos

Los nitritos son un producto intermedio en el ciclo del nitrégeno y se producen
durante la oxidacion del amoniaco en el agua, o incluso se originan
directamente en los residuos industriales. No deben estar presentes en el agua
potable y pueden ser perjudiciales para los organismos acudticos incluso en
bajas concentraciones

Adaptacion del Método de Sulfato de Hierro. Se utiliz6 el Kit con cddigo HI
93708 — 01, el cual contiene Sulfato de Hierro Heptahidratado. Ver Anexo 10.

2.4.3 Parametros Biologicos Monitoreados

» Conteo celular:

Este pardmetro fue medido exclusivamente para Chlorella sp. por tener células
mas definidas. La densidad celular se determindé mediante el uso de
Hematocitometro o camara de conteo celular de Neubauer que es un dispositivo,
mediante el cual se puede determinar el nimero de particulas suspendidas en un

volumen conocido y de esta manera saber el nimero en el recipiente original.

La camara de Neubauer es un portaobjetos de conteo para su uso en el

microscopio Optico, con una depresion central en el fondo de la laminilla, en la
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que se ha marcado una reticula micrométrica. Es un cuadrado de 3 mm x 3 mm,
con una separacion entre dos lineas consecutivas de 0.25 mm. Asi pues, el area
sombreada corresponde a 1 milimetro cuadrado. La depresion central del
cubreobjetos estd hundida 0.1 mm respecto a la superficie, de forma que, cuando
se coloca el cubreobjetos, este dista de la superficie marcada 0.1 mm, y el
volumen comprendido entre la laminilla y el aérea reticulada es de 0.1milimetro

cubico.
El proceso de conteo celular fue el siguiente:

e Tomar 1 mL de la muestra del cultivo con la ayuda de una pipeta Pasteur y
colocarla en un vial.

¢ Fijar la muestra con lugol concentrado (1 gota) y homogenizarla

e Limpiar la camara de conteo

e Colocar una gota de la muestra en la camara de conteo, tratando de que ésta se
extienda uniformemente en toda el area.

e Observar la muestra a través del microscopio para la realizacion del conteo
por triplicado, dicho conteo se realiza en los cuadrados del centro (Figura
N°3.5) luego del cual se obtiene la media aritmética de solo 5 cuadrantes y se

lleva a la siguiente formula:

A

Figura N°3.6: Cdmara de Neubauer

N° células por mL = (N° de células de cuadrantes)/5 X 250000
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> Biomasa Humeda

Se tom6 muestras interdiarias de cada uno de los matraces, utilizando para ello

tubos eppendorf los cuales fueron primeramente rotulados y pesados en una

balanza analitica posteriormente se tomé 1.5mL de muestra y se centrifugo a

3500 RPM, luego se extrajo el sobrenadante (agua clara) y se volvio a pesar los

tubos eppendorf con el precipitado final, la resta del peso final menos el inicial

nos proporciond el valor de la biomasa humeda (g.) en 1.5mL de muestra pero

para los célculos respectivos se extrapolo a 1L de muestra.

2.4.5 Recuento de bacterias mesofilas aerobias.

» Para el recuento de bacterias mesofilas se sigui6 la técnica de placa vertida,

que se resume en la (Figura N°3.6) y se detalla el protocolo en el Anexo 11.

LT
110

Muestra
de agua

Valumen feal
de muestra
sembrada

dilucion
1100

8 mL de

diluyente
ostéril

R /
/\ ! \
Ty

1mL Q.1 mi

dilucion
111000

amlL de
diluyente
astéril

0.01 mL

*Reaazar esia operacion por trpficado

—-———p

aml de

diluyents
astéril

Q.001 mL
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PROCEDIMIENTO

Mezdiar el medio
siea de auftiva con la
Depositar 1 mL / hots,, siemba
de la dilucién e

(.::—'f'.\‘:l
\‘ =0

comespandiente
& cada cajs Petr

\ —~
::}.Léx; e < ==

InCubar a

Tiempo maxima endre |as Gos c?u.{l,rb:w‘e 48 l!t

operaciones; 20/

Afadir 16 ml. de
AQAr cuents estandar
a 45 - 47°C a cada
caja Petn

Contar las colonias
(Rango 25 - 250)

Figura N°3.7. Preparacion de diluciones decimales y Procedimiento para el recuento de Bacterias
Mesofilas Aerobias.
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Anexo 2. Medio de Cultivo para Arthrospira sp.

Spirulina Medium (modified)

Aiba and Ogawa 1977, Schlosser 1994

Primero es necesario preparar las soluciones stock. Seguidamente, preparar Soluciones [ y
II; Solucién II incluye ImL de la solucion stock de la traza de metales pero no del stock
de vitaminas. Autoclavar la solucion I y Il y enfriar; asépticamente combinar las dos
soluciones y afiadir ImL de la solucién de Cyanocobalamina (B12).

Componente Solucion Stock Cantidad Concentracion Molar en el
Medio Final

Solucion I 500 mL . .
NaHCO:s L 13.61 g 1.62x 10-4 M
Na,CO; L 403 g 3.80x 10-5M
KzHPO4 . 0.50 g 2.87x10-6 M
Solucion IT 500 mL L L
NaNO; . 250 294x10-5M
KzSO4 s 1.0 g 5.74x 10-6 M
NaCl . 10g 1.71x 10-5M
MgSO, 7H,0O L 02 8.11x 10-7M
CaCl, 2H,0 L 0.04 g 2.72x10-7M
FeSO47H,0 L 0.01 g 3.60x 10-8 M
Na,EDTA 2H,0 L 0.08 g 2.15x10-7M
Solucidn traza de (see 110 recipe 1 mL -
metales below)

Solucion stock de (see recipe below) 1 mL -

vitaminas
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Solucion Traza de Metales

En 900mL de H20 disolver el EDTA. Independientemente, disolver cada componente y
llevar a volumen final de 1L, autoclavar por separado y combinar asépticamente cuando

estén frias.

Componente Solution Stock Cantidad Concentracién Molar
Primaria en el Medio Final
Na,EDTA 2H,0 . 08¢ 2.15x10-6 M
FeSO4 7TH,O — 07¢g 2.52x10-6 M
ZnS04.7H,0 1.0 g L-1 dH20 1 mL 348x 10-9M
MnSO, 7H,0O 2.0 g L-1 dH20 | mL 8.97x 10-9 M
H;BO; 10.0 g L-1 dH20 1 mL 1.62x 10-7M
Co(NO3) , 6H,O 1.0 g L-1 dH20 1 mL 344x10-9M
Na,MoO,4 2H,0 1.0 g L-1 dH20 1 mL 4.13x10-9M
CuSO4 5H,O 0.005 g L-1 dH20 1 mL 2.00x 10-11 M

Solucion Stock de Cianocobalamina

Disolver la cyanocobalamina en 1L. de H20O esterilizada. Mantener en refrigeracion.

Componente Solution Stock Cantidad | Concentracion Molar en el
Primaria Medio Final
cyanocobalomin (vit. By) L 5 mg 3.69x 10-9 M
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Anexo 3. Medio de Cultivo para Chlorella sp.
Medium BB (Bristol modif. Bold), BOLD (1949): for most of algae

Mix 10 mL de sol. "a", 1 mL "b", 1 mL "c¢", 1 mL "d", 1 mL "e" y completar con agua
destilada hasta 1L.

Stock sol."a" (1000mL) Stock sol."b" (100mL) Stock sol."e" (100mL)

NaNO; 25¢g Chelaton 111 5,0g /nS0,4.7H,O 0,882¢g

CaCl,.2H,0 2,5¢ KOH 3,1g MnCl,.4H,0 0,144¢

KoHPO,4 7,5¢ Stock sol."¢"100mL) Na,Mo004.2H,0 0,242¢

KH,PO4 17,5g FeS04.7H,0 0,498g or MoO; 0,071¢g

MgS04.7H,O 7,5¢ H,SOy4 conc. 0,1ml CuS04.5H,0 0,157¢g

NaCl 2,5¢g Stock sol."d"(100mL) Co(NOs3),.6H,0 0,049¢
H;BO; 1,142¢g
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Anexo 4. NCh1333 Norma para Agua de Riego.

Tabla N°1: Norma NCh1333

Parametros Maximo Permitido (mg/L)
Aluminio 5.00
Arsénico 0.10

Bario 4.00
Berilio 0.10
Boro 0.75
Cadmio 0,01
Cianuro 0.20
Cloruro 200.00
Cobalto 0.05
Cobre 0.20
Cromo 0.20
Floruro 1.00
Hierro 5.00
Litio 2.50
Manganeso 0.20
Mercurio 0.001
Molibdeno 0.010
Niquel 0.20
Plata 0.20
Plomo 5.00
Selenio 0.02
Sodio 35.00 (%)
Sulfato 250.00
Vanadio 0.10
Zinc 2.00
Coliformes fecales 1000(NMP/100mL)
DBO5 600
Solidos Suspendidos Totales 80
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Anexo 5. Medicion de Turbidez.

La turbidez, leida en FTU (“Unidad de Turbidez de la Formazina”) estd directamente
relacionada con la presencia de materia en suspension en el agua. La unidad de medida
adoptada por la Estandar ISO es la FNU (Unidad Nefelométrica de Formalina), mientras
que la adoptada por la Estandar EPA es la NTU (Unidad Nefelométrica de Turbidez). Los
otros dos métodos usados para medir la turbidez son la JTU (Unidad de Turbidez de
Jackson) y la unidad de Silice (mg/L de SiO2). La tabla siguiente muestra la relacion entre

las diferentes unidades de medida:}
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PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO

EIHI 93703 ha sidodizefiado de acuerdo a las
normas internacionales S0 7027 .

El funcionamienio del aparato se basa
fundamentalmente en iluminar a traves de la
cubeta (con liquido) y recoger esos destellos
de luz.

La fuente de luz es un dindo LED de infrarrojos
con una longitud de onda de 890 nm, por lo
gue lasinterferencias por el color son minimas.

Un=ensor, posicionado a 90° con respectoala
direccionde lafuente deluz, detecta la cantidad
de haces de luz que han sido desviadas en
angulo recto por las particulas no disueltas en
el liquido. El microprocesador convierie la
medida en valor de NTU*.

Como anotacion, La unidad FTU es igual al

LIGHT
DETECTOR

IR LED %'
40 SCATTERED
EMITTED LIGHT (880 nmj L LIGHT
o s [ — == @
W

CUVET

NTU Sin embargo, hay ofras unidades de
medida de turbidez: Jackson Turbidity Unit
(JTU) , y unidad de Silicio (mg/L de Si0,).
Para ver equivalencias de conversion, vea la
tabla siguiente:

JTU FTWNTU 500, (mg/L)

JTU 1 19 25
FTU/MNTU 0053 1 013
Si0, (mg /L) 04 7.5 1
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ESPECIFICACIONES

HI93703
Rango 000as000FTU®
50a1000 FTU *
Resolucidn 0y 1FTU "
Precision +5% F.5.(0a 10 FTU*)

+10% F.5. (10 a 50 FTU*)
+h% F.5. (50 a 1000 FTU)

Desviacion tipica +2% Fondo de escala
EMC

Fuente de luz LED de infrarrojos alta frecuencia

Duracion diodos Duracion del aparato
Receptor Fotocélula de silicio
Alimentacion 4 pilas 1.5V AA

Duracion pilas 60 horas o 900 mediciones

Auto-apagado Después de 4 minutos sin usar

Condiciones 0ahs0C(32a122°F);

ambientales 0 a 95% RH (no condensada)

Dimensiones 220 x B2 x 66 mm
B.Fx32x246"

Peso H10g (18 0z.)
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Anexo 6. Medicion de Aluminio
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Anexo 7. Medicion de Hierro

HIERRO RANGO ALTO

ESPECIFICACIONES

Rango 0,00 a 5,00 mg/!

Resoludidn 0,07 mg/l

Precision =0,04 mg/l =2% de lectura
Desvinddn =0,01 mg/!

EMC Tipica

Fuente de Luz

Método

Lampara de Tungsteno con filtrio de interferencia
de banda estrecha @ 525 nm

Adoptacion del méfodo Phenantroling 3158, de

EPA paro aguos naturales y fratados. Lo reaccion
entre gl hierro y los reactivos origina una coloracidn
naronja en lo muestra.

REACTIVOS NECESARIOS

(ddigo Desaipcidn Contidad

HI 93721-0 Reactivo en polvo 1 poquete

LOTES DE REACTIVOS

HI 93721-01 Reactivos para 100 tests
HI 93721-03 Reactivos para 300 fests

Para ofros oceesorios consulte la pdgina 141.

PROCEDIMIENTO DE MEDICION
*  Selacdone & nimero de programa correspondiente a Hiemo R. Alfo en el
nivel sacundario del disploy pulsando PROGRAM WP v 4.

* Llene lo cubeto con 10 ml de muestra sin ﬂ 10 mi

tratar (hosta la marca) y coloque lo tapa.

* (ologue lo cubeta en el porto-cubetas y ¢ "i-'ﬁ
osegirese d2 que lo mues de ko fopa 4%:”

coincidn perfeciamente en la ranur. = fg?’
* Pulse ZERO y “SIP” parpadeard en el display. _
ol
- P
p
= Espere unos pocos segundos y el display -
mostrard "-0.0-". Ahora el medidor estd a Tk T

cero y listo paro medicion.
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Anexo 8. Medicion de Fosfato
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Anexo 9. Medicion de Nitrato
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Anexo 10. Medicion de Nitrito

NITRITO RANGO ALTO

ESPECIFICACIONES

Rango 0 a 150 mg/I

Resoludén 1 mg/l

Precision =4 mg/l =4% de lecturo
Desviadion =1 my/l

EMC Tipica

Fuente de Luz  Ldmpara de Tungsteno con filtro de inferferencia
de bando estrecha @ 575 nm

Método Adoptacion del método de Sulfato Fermoso. Lo
reaccion entre el nitrito y el reactivo origina una
coloracidn verde-amarronada en lo muesta.

REACTIVOS NECESARIOS

(odigo Descripcidn (antidod
HI 93708-0 Reactivo en polvo 1 poguete

LOTES DE REACTIVOS

HI 93708-01 Reactivos para 100 tests

HI 93708-03 Reactivos pura 300 tests

Para ofros accesorios consulte lo pdgina 141.

PROCEDIMIENTO DE MEDICION

*  Selecdione el nomero de progroma conespondiente o Nittito R. Alto en el
nivel secundario del disphay pulsando PROGRAM W y A

* Llene lo cubeto hosta lo marca con 10 ml O™
de muestra sin fratar y cologue lo topa.
*  (oloqua o cubef en el porto-cubes y asegliese \'r@\lr
de que lo muesca de la tapa windda
perfectomente en lo ranura. }
o Pulse JERO y “SIP” parpodeard en el display.

_coaol
P
P -
* Espere unos pocos sequndos y el display -l
mostrard "-0.0-". Ahora el medidor estd a
cero y listo para medicidn. B
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Anexo 11. Recuento de bacterias mesofilos aerobios.

En condiciones asépticas:
1. Agitar vigorosamente la muestra de agua, para homogeneizar.

2. Pipetear 1 mL de muestra y verterlo en el primer tubo con 9 mL de agua de dilucion

estéril, quedando entonces una dilucion de 107

3. Agitar para homogeneizar y tomar 1 mL de esta dilucion (10™) y verterlo en el segundo

tubo, quedando una dilucién de 102

4. Agitar para homogeneizar y tomar 1 mL de esta dilucion (10?) y verterlo en el tercer

tubo, quedando una dilucion de 107, Y asi sucesivamente hasta la disolucién 107

5. Utilizando pipeta este RIL, tomar 1 mL de la diluciéon 10" y verterlo en la caja Petri

estéril marcada con 10™', distribuyéndolo bien en el fondo de la caja Petri vacia. (Fig.).
Efectuar esta misma operacion por triplicado.

6. De la misma manera, tomar 1 mL de la dilucién 107 y verterlo en la caja Petri marcada

con 10,
Efectuar esta misma operacion por triplicado.
7. Hacer lo mismo con el tubo de la dilucion 107 y la caja marcada con 107

Efectuar la misma operacion por triplicado. Y hacer este mismo procedimiento hasta la 10

Es recomendable usar una pipeta estéril para cada dilucion.

8. Antes de que pasen 10 minutos, agregar a cada caja Petri el medio de cultivo contenido

en un tubo, a una temperatura maxima de 47 °C (todavia liquido).

9. Antes de que el medio de cultivo solidifique homogeneizar cada caja mediante
movimientos de translacion y rotacion en una superficie plana aproximadamente durante 1
minuto evitando que se mojen la tapa y los costados de la caja, de esta manera el agua y el

agar son mezclados intimamente.

10. Dejar reposar las cajas el tiempo necesario para que solidifique el agar.
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11. Una vez solidificado el agar en las cajas, incubar en posicion invertida con objeto de
que el agua de condensacion del agar no caiga sobre la superficie del cultivo. Las
condiciones de incubacion son: 37 °C (x1 °C) durante 24 horas (+ 3 h). Ahora bien, si se
desea conocer la flora bacteriana total de la muestra las condiciones seran: 22 °C (£2 °C),

durante 72 horas (+4h).

12. Transcurrido el tiempo de incubacion contar las colonias que se han desarrollado en

cada una de las placas (Figura N°2.8).

AL HACER EL RECUENTO, TENER EN CUENTA LAS SIGUIENTES
CONSIDERACIONES:

- Seleccionar las cajas que contengan entre 25 y 250 colonias y descartar las otras.

- Si son varias las que entran en este intervalo, contar todas y seleccionar las del grado de
dilucion por triplicado que represente menor margen de error en el recuento y como
resultado, tomar el promedio de las tres cajas y referirlo al volumen real de muestra

sembrado para efectos del calculo correspondiente.

Si no hay ninguna caja con un recuento dentro del intervalo mencionado, se hara de
aquella que tenga el valor mas proximo a cualquiera de los dos extremos. En estos casos los
resultados se tomaran como aproximados, excepto en los casos de siembra de muestra

directa donde se efectuara, también el recuento en cajas con menos de 25 colonias.

- Si el recuento no se hace en el mismo momento de sacarlas de la incubadora, se pueden
conservar las cajas dentro del refrigerador entre 5 y 10 °C, durante un periodo maximo de

24 horas.
CALCULO Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Una vez efectuado el recuento de las cajas correspondientes, los resultados obtenidos se

elaboran de la siguiente manera:

- Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 1 mL la expresion del resultado es directa.
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- Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 0.1 mL, el nimero de colonias contadas habra
de dividirse por el volumen de muestra sembrada, es decir, por 0.1, para obtener el nimero

de colonias por mililitro.
EN GENERAL SE TIENE:

Bacterias Mesofilas aerobias/mL = Numero de colonias en volumen real de muestra

sembrada, en mL.
LOS RESULTADOS SE EXPRESARAN ASI:

NUMERO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS: UFC/mL.
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