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RESUMEN

El agua es un elemento trascendental para el desarrollo de la vida. Por este
motivo y ante la reduccion en la disponibilidad del recurso es que algunas
comunidades, han optado por el redso como solucién a la problematica. El reaso
en las actividades agricolas, es una alternativa para ampliar las fuentes de agua
dulce para el riego con el consiguiente aprovechamiento de los nutrientes

presentes en estas aguas.

A nivel de comunidades existen distintas tecnologias aplicadas al tratamiento de
las aguas servidas, algunas de estas son de tipo convencional, como por ejemplo
las que utilizan lodos activados; o bien de tipo no convencional, como las plantas
con tratamiento con humedales construidos. Las tecnologias no convencionales
han tomado fuerza como una opcién para comunidades de poblacion reducida
debido a sus bajos costos operacionales y los bajos requerimientos en cuanto a
conocimientos técnicos para su operacién y mantencién. Ademas, estas plantas
deben considerar sistemas de eliminacion de patégenos. Con este fin es que se

han aplicado mecanismos de eliminacién por cloro e irradiacion UV.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de bioindicadores vegetales a
la aplicacion de efluentes provenientes de sistemas de tratamiento de aguas
servidas convencionales (Lodos activados con Aireacion Extendida) y no
convencionales (Humedales de Flujo Subsuperficial Horizontal) sometidos a
distintos procesos de desinfeccion (Cloracion e irradiaciéon UV), con la finalidad de

evaluar el potencial retso de dichos efluentes en la agricultura.

Se evalud el comportamiento de semillas de las especies Raphanus sativus
(Rabanito) y Triticum aestivum (Trigo) a dos tipos de bioensayos. El primero
consistid en la germinacion en placas de dichas semillas para evaluar la respuesta
a la exposicién aguda (6 dias). Mientras que un segundo bioensayo consistié en la

germinacion en suelo de dichas semillas mediante una mezcla de arena, turba y
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caolin (7:1:2) para replicar las condiciones de suelo, obteniendo asi una respuesta

cronica (14 dias).

Para el bioensayo en placas se obtuvo que la especie Raphanus sativus fue
estimulada en la elongacion del epicotilo entre un 36-59% en los distintos
efluentes, mientras que el indice de germinacion (IG) demostré un aumento (50-
90% para LA y HFSSH, respectivamente) para los efluentes desinfectados por
irradiacion UV. Por su parte, en el bioensayo en suelo se produjo una variacion en
la elongacion de la raiz (24% de reduccidon en Raphanus sativus y 13% de
aumento en Triticum aestivum) y la germinacion (reduccion de 24 - 32 % para R.
sativus y T. aestivum, respectivamente). Sin embargo mantuvieron las tendencias
observadas en el bioensayo en placas, solo existiendo una variacion del IG (35%
de disminuciéon bajo efluente LA y 22% de aumento en el efluente HFSSH) de la

especie Triticum aestivum.

Los efluentes que mostraron un mejor desempefio en la comparacién con la
normativa seleccionada (U.S.EPA, 2012 y NCh 1333, 1987) fueron los efluentes
LA-UV y HFSSH-UV, sin embargo las mayores elongaciones de epicotilo (16 -
57%) e indices de germinacion se presentaron en las semillas irrigadas con la
muestra HFSSH-UV.
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1. INTRODUCCION
1.1 Problematica asociada a las aguas servidas rurales

El agua es un elemento trascendental para el desarrollo de la vida. Por esta razén
los pueblos a lo largo de la historia han desarrollado su cultura cerca de fuentes de
agua dulce. Esto ha convertido el acceso a este bien en un derecho humano

fundamental en muchas culturas y naciones (Neuenschwander, 2010).

Si bien el 70% de nuestro planeta esta cubierto de agua, este recurso no se
encuentra distribuido uniformemente a lo ancho del globo terraqueo, ain mas, solo
una pequeia parte de este porcentaje es agua dulce (3%). De este porcentaje,
mas del 60% forma parte los glaciares y los polos, mientras que solo un 10% esta
disponible en los ecosistemas. En cuanto a este porcentaje un 99% corresponde a

aguas subterraneas, mientras que el 1% restante a aguas superficiales.

Méas aun, el agua estd sometida a un uso intensivo por las distintas actividades
que desarrollan las sociedades modernas. Segun la UNESCO (2003) el 69% del
agua dulce disponible en el planeta se destina a la agricultura, el 23% a la
industria y el 8% al consumo domeéstico. Es probable que la produccién agricola
mundial aumente en los préximos afos para satisfacer las necesidades de una
poblacion mundial en expansiéon (Tilman et al., 2001). En Chile, dichas cifras son
algo similares, pues mas del 70% del agua es utilizada por la agricultura mientras
qgue la mineria y la industria, comparten casi un 20% del uso del recurso. El uso

doméstico se reduce a mucho menos del 10% (Neuenschwander, 2010).

El consumo en el sector agricola hace que el recurso hidrico sea muy importante
para las sociedades, sobre todo en zonas rurales, las cuales se dedican de forma
casi integra a la agricultura. Esto hace que el aprovechamiento eficiente del

recurso hidrico sea muy importante la vida en sectores rurales.

Por otra parte, se ha evidenciado que el calentamiento global ha tenido grandes

efectos en los distintos ambientes, siendo el recurso hidrico uno de los mas
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afectados. Aunque las previsiones de cambio climatico son variables,
generalmente coinciden en que se modificaran los patrones de lluvia y nevadas, lo
que probablemente afecte al sistema de asignacion de agua en muchas zonas
(Mosse et al., 2010). Se ha demostrado que al aumentar la temperatura del
planeta también aumenta la evapotranspiracion, salinizando los suelos e
impidiendo el crecimiento de la vegetacion generando problemas de
desertificacion (Tilman et al., 2001). Estos procesos de cambio en las condiciones
del entorno solo aumentan las presiones sobre el sector agricola con una alta

demanda de recurso y una decreciente disponibilidad del mismo.

La realidad plantea entonces una serie de busquedas para lograr mejorar las
condiciones de utilizacion de recurso hidrico en zonas rurales. Estas estan
asociadas a la determinacion de las condiciones del agua, formas de tratar el agua
y como esta agua tratada puede ser de utilidad para procesos productivos de
distinta indole en especial la actividad agricola.

1.1.1 Situacion sanitaria en Chile para el sector rural

Una localidad rural es aquella que posee entre 1000 y 2000 habitantes con menos
de un 50% de su poblacion econdmicamente activa dedicada a actividades
secundarias y/o terciarias (INE, 2012). Por su parte, la agencia de proteccion
ambiental de Estados Unidos (US-EPA) define como asentamientos rurales a los
gue tengan una produccion de aguas servidas inferior a 3800 m3/dia (U.S.EPA,
2000).

En nuestro pais la cobertura de agua potable y alcantarillado es de un 99,9% y un
96,7% respectivamente para zonas urbanas (SISS, 2015). Para el caso de las
localidades rurales, estas reciben el abastecimiento por parte de cooperativas y
comités de agua potable rural, los que mayoritariamente se agrupan bajo el
Programa de Agua Potable del Ministerio de Obras Publicas. Actualmente, existen
mas de 1.600 servicios de agua potable rural equivalentes a aproximadamente
mas 2.120.000 habitantes (SISS, 2015). De hecho, el servicio de tratamiento de
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aguas servidas en sectores rurales alcanza el numero de 550 plantas operativas a
lo largo de todo el pais (SUBDERE, 2012) equivalente, segun estimaciones, a un
11,13% de las localidades. De estas el 66% posee un buen funcionamiento
mientras que el resto tiene un funcionamiento regular (21,27%) y malo (18,73%)
segun datos de la SUBDERE en 2012. Dentro de este universo de plantas se
encuentran diversas metodologias de tratamiento de aguas teniendo mayor
presencia el tratamiento de lodos activados (72%) y las fosas sépticas (9%). Si
bien se aplican sistemas no convencionales como los lombrifiltros (7%), estos se
encuentran mal ejecutados o bien con la necesidad de ser reparados (SUBDERE,
2012).

1.2 Aguas Servidas

Las aguas servidas corresponden a la combinacion de descargas domeésticas,
industriales y de aguas lluvias (von Sperling, 2007), que se han utilizado por una
comunidad y que contiene todos los materiales afiadidos al agua durante su uso
(Metcalf y Eddy, 2003). La calidad y cantidad de las aguas residuales domesticas
depende de muchos factores, entre ellos, la densidad demogréfica, el desarrollo
tecnoldgico y las condiciones de salud de la colectividad por lo que valores de
concentracion y contribuciones per capita varian de un lugar a otro (Romero,
2004). La aguas servidas rurales, se componen en su mayoria, de los desechos
humanos (heces y orina), junto con el agua utilizada para inodoros y el agua
resultante de aseo personal, preparacion de alimentos, lavado de ropa y limpieza
utensilios caseros (Mara, 2004). La tasa de generacion diaria de residuos liquidos
domésticos esta en el rango 139,1 L/hab-d (Vidal et al., 2014).

1.2.1 Caracteristicas de las aguas servidas

En su conjunto, las aguas servidas se componen de un 99% de agua y un 1% de
sélidos suspendidos, coloidales y disueltos. Por lo general, son una mezcla de

compleja de compuestos, tanto organicos como inorganicos (Lopez, 2016) que
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pueden describirse segun sus caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas. En la

Tabla 1 se observan las principales caracteristicas de las aguas servidas.

Dentro de las caracteristicas fisicas se encuentran los Sdélidos Suspendidos
Totales (SST), los que se componen de los solidos suspendidos volétiles (SSV)
que corresponden a la fraccion organica y los sélidos sedimentables
(Aproximadamente un 60% de los sélidos totales) (Metcalf y Eddy, 2003). Otro
elemento caracteristico es el pH, cuyos rangos comunmente varian entre 6,5y 8,5
(Metcalf y Eddy, 2003). A su vez, se sabe que los procesos biolégicos oxidativos

que ocurren en las aguas servidas tienden a alcalinizar el medio (Sperling, 2007).

En cuanto a las caracteristicas quimicas podemos mencionar que la MO se
encuentra principalmente en forma disuelta y particulada, tanto como en efluentes
primarios como en aguas servidas crudas (Caselles-Osorio et al., 2007). La MO
proveniente en las aguas servidas contiene una fraccién biodegradable y otra no
biodegradable (recalcitrante) (Metcalf y Eddie, 2003). Su concentracion estara
dada por la demanda biolégica de oxigeno (DBOs) y la DQO.

Por otra parte, el nitrégeno total (NT) generalmente se encuentra comprendido en
un 50% como amonio (N-NH4*), entre un 0,75 y 3% como nitritos y nitratos (N-
NO?, N-NOs), lo que en su conjunto se conoce como nitrégeno inorganico y el
restante como nitrogeno organico (R-NH4*) (Henze et al., 2002). En aguas
servidas sin tratamiento se ha determinado que se generan 12 gN/ (hab-d) y entre
3-7 kgN/ (hab-afio). Por su parte, el fosforo total (PT) se puede encontrar en
diversas formas, siendo el ortofosfato (PO4*) el utilizado por los organismos como
nutriente, y por ende, el mas considerado al momento de caracterizar las aguas
servidas (Metcalf y Eddy. 2003). Ademas de ser la forma de fosforo mas
abundante (~71 % del PT) (Henze, et al., 2002). El fésforo también se encuentra
en su forma inorganica, cuyos valores aumentan en aproximadamente un 40 %
debido a la alta utilizacion de productos de limpieza y otros quimicos de uso
domeéstico (Von Sperling, 2007; Henze et al., 2002).
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Por otro lado, las caracteristicas biologicas de las aguas servidas son de gran
importancia, ya que se asocian principalmente a la presencia de microorganismos
gue pueden causar enfermedades a humanos y animales (Oakley, 2005).). Las
bacterias presentes en aguas servidas, corresponden a bacterias entéricas. Para
analizar su presencia en aguas servidas, se utilizan los indicadores coliformes
(Acevedo, 2015). Los coliformes son un grupo de bacterias que se encuentran

presentes en el suelo, plantas, humanos y animales (Metcalf y Eddy, 1995).

Tabla 1. Concentraciones tipicas encontradas en aguas servidas.

Parametro Unidad Promedio Rango
pH - 7 6.5-8.5
Demanda quimica de mg/l 530 320-740

oxigeno (DQO)
Demanda biologica de

oxigeno a los cinco dias mg/l 250 150-350
(DBOs)

tsé)‘t’g%‘;s(sssusmnd'dos mg/ 300 120-450
Nitrégeno total (NT) mg/l 60 20-120
Amonio (N-NH4") mg/l 30 12-100
Nitrito (N-NOz2) mg/l 0,1 0,1
Nitrato (N-NO3) mg/| 0,5 0,5
Nitrogeno Total Kjeldhal mg/l 50 30-80
Fosforo total (PT) mg/l 14 2.0-23
Fosfato (POa) mg/l 7 3.0-15
Fosfato organico mg/l 3 2-4

Coliformes fecales (CF) NMP/100 ml 1x108 1x10%2x 108
Adaptado de Vera et al., (2016).

Estos, son utiles para determinar la calidad del agua potable, y en plantas de
tratamiento de agua, los coliformes totales son uno de los mejores indicadores de
la eficiencia de tratamiento (Bitton, 2005). Dentro de estos se encuentran los
coliformes fecales los cuales comprenden a las bacterias capaces de fermentar

lactosa a 44,5°C y cuya presencia es indicador de contacto con materia fecal
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proveniente de animales de sangre caliente. Su concentracion en aguas servidas
es bastante alta (Tabla 1), sobre todo si se la compara con las concentraciones
fijadas por distintas organizaciones, tanto para descarga a cuerpos de agua como

para reuso.
1.3 Sistemas de Tratamiento de las aguas servidas

Los sistemas de tratamiento de las aguas servidas a menudo suelen dividirse en
etapas. Estas son: a) recoleccién, que para el caso de los asentamientos urbanos
es realizada por el alcantarillado; b) el tratamiento, el cual se realiza en una
instalacion fisica que se conoce como planta de tratamiento en la que se realiza la
remocion de los compuestos del agua servida; y finalmente c) evacuacion, en la

cual el agua servida tratada es restituida al ciclo hidrolégico (Vera et al., 2016).

El tratamiento de las aguas servidas se compone de un tratamiento preliminar,
encargado de los soélidos en suspension por medio de filtros. Esta primera etapa
de tratamiento tiene por finalidad remover todas aquellas sustancias que pudieran
dafiar o deteriorar los sistemas de los equipos de tratamiento que las preceden.
Las unidades empleadas son principalmente de desbaste, el desarenado y el
desengrasado (Vera, 2012). Posteriormente, el tratamiento primario, encargado de
la retencién de los sélidos sedimentables (arenas) y la DBOs suspendida asociada
a los sdlidos en suspensiéon sedimentables mediante sedimentacion por gravedad.
Esto se logra mediante un clarificador primario (tratamiento urbano y rural) con
eficiencias de eliminacién que pueden alcanzar un 70% para SST y un 35% de la
DBOs. Luego el tratamiento secundario, encargado de la DBOs suspendida
asociada a la materia organica presente en el agua o la no eliminada en la fase
anterior y la DBOs soluble asociada a la materia organica en solidos disueltos, lo
que se logra mediante procesos que aprovechan la actividad biologica, para
transformarla a gases y biomasa (Vera, 2012). Finalmente el tratamiento terciario
encargado de los nutrientes, compuestos patdégenos, compuestos no

biodegradables, metales, sélidos inorganicos disueltos, y el resto de los
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remanentes solidos en suspension (von Sperling, 2007). Dentro de las tecnologias
asociadas a procesos de desinfeccion podemos encontrar la oxidacion con cloro,

la aplicacion de ozono y la aplicacion de luz UV.
1.3.1 Tratamientos convencionales y no convencionales de aguas servidas

La finalidad del tratamiento secundario es la eliminacion de la MO (Sperling,
2007). Los tratamientos secundarios pueden agruparse en tratamientos
convencionales y no convencionales. Tecnologias convencionales, son aquellas
que involucran cierto nivel de mecanizacion y que por lo general se encuentran
aplicadas en sistemas centralizados. Estas a su vez se dividen segun si el cultivo
de biomasa se encuentra suspendié o adherido a un medio de soporte. Por otro
lado, los sistemas no convencionales no involucran mecanizacion pero si
requieren para su funcionamiento, considerables superficies de terreno (SISS,
2015). Siendo ambos fisicoquimicos y/o biolégicos, los tratamientos
convencionales pueden a su vez subdividirse en sistemas aerdbicos Yy
anaeroébicos. Dentro de los sistemas aerébicos podemos mencionar el sistema de
lodos activados, los reactores de flujo discontinuo y las lagunas aireadas
mecanicamente. Estos sistemas tienen por funcion la degradacién de la materia
organica por procesos oxidativos generando intercambio de electrones generando
biomasa con subproductos como son el agua y el dibxido de carbono (von
Sperling, 2007). Por otro lado, los procesos anaerébicos degradan la materia
organica por medio de bacterias cuyo metabolismo requiere la ausencia de
oxigeno para su funcionamiento, el cual mediante diversos procesos finalmente
genera dioxido de carbono, agua y ademas de H2S y NHa4* (von Sperling, 2007).
Entre estos procesos se destacan las lagunas anaerébicas y los reactores
anaerobios por mencionar algunos de ellos. Asi, existen un gran numero de
tratamientos asociados al manejo de aguas residuales y la seleccion de estos
depende principalmente de las caracteristicas del cuerpo receptor, el objetivo de

tratamiento y la eficiencia de tratamiento y eliminacion (von Sperling, 2007).
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Los tratamientos no convencionales son procesos que dependen principalmente
de sus componentes naturales. Basan la eliminacion de DBOs, N y P, en
componentes del medio natural, sin emplear en el proceso ningun tipo de aditivo
quimico para lograr el proposito deseado y que a pesar de incluir bombas y
tuberias para la conduccion y distribucion de aguas residuales, no dependen de
fuentes externas exclusivamente para mantener las principales respuestas a los
tratamientos (Crites, 2006).

1.3.1.1 Tratamientos convencionales

Dentro de los tratamientos convencionales, el mas utilizado en el pais es el de
lodos activados (55% nivel urbano; 72% nivel rural), con un aumento de la
cobertura en el periodo 2003- 2011 desde un 28% a un 72% en el sector rural
(Rodriguez, 2011). Esta tecnologia se sustenta en un proceso de tratamiento de
tipo aerdbico con cultivo suspendido en el que la materia organica aportada por las
aguas servidas es reducida por la accion de bacterias heterotrofas (von Sperling,
2007). En dicho proceso suelen identificarse cuatro secciones: a) un tanque de
aireacion, b) un tanque de sedimentacion (clarificador secundario), c) recirculacion
de lodo, y d) eliminacion del lodo de desecho (purga) (von Sperling, 2007). En el
tanque de aireacion la materia organica del influente se combina con las bacterias
formando material celular que conforma fléculos (Metcalf y Eddy, 1995). El sistema
de aireacion le confiere la agitacién necesaria tanto al lodo como al agua ademas
de proveer el oxigeno necesario para la que los procesos degradadores ocurran.
Luego de estar el tiempo establecido en el tanque, el agua pasa al tanque de
sedimentacion donde estos fléculos sedimentan por gravedad separandose del
agua tratada, la que sale relativamente clarificada y parcialmente libre de materia
organica y solidos (Metcalf y Eddy, 1995). El lodo sedimentado es recirculado, con
la finalidad de mantener la concentracion de lodos necesaria en el tanque de

aireacion, o bien es purgado dependiendo de la edad que este tenga.
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Los sistemas de lodos activados pueden tener distintas configuraciones (Tabla 2)
dentro de las que destacan: 1) Aireaciéon convencional, donde son utilizados
difusores de aire con tiempo de retencién hidraulico TRH de 3-8 horas, con una
edad del lodo de 4-15 dias, y con eficiencias de eliminacion de materia organica y
nutrientes del orden de 95 %, de DBOs, y 25 a 30% N y P, respectivamente ;y 1)
Aireacion extendida, donde el tanque es aireado mecanicamente con TRH de 12-
36 horas, con una edad del lodo de 20-60 dias, lo que se traduce en una menor
generacion de lodo, ademas de poseer eficiencias de eliminacion de materia
organica y nutrientes del orden de 98 , 25 y 20% (DBOs, N y P, respectivamente
(Vera, 2012).

La eliminacion de materia organica en los sistemas de lodos activados se da por
etapas. Primero, la materia organica presente en el agua servida entra en contacto
con las estructuras floculares que componen los lodos activados produciéndose un
atrapamiento de las particulas. A continuacion, se da una eliminacion rapida por
absorcion y almacenamiento celular de compuestos organicos solubles de elevado

peso molecular. Luego, se produce la adsorcion del material coloidal.
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Tabla 2. Caracteristicas de tecnologias de tratamiento aerdbico

Tecnologia Parametros
Disefio Operaciones Eficiencia
Area Carga  Edad del
Unitaria volumétrica  lodo TRH DBOs N P
(m?/hab) (9 DBOS/ (d) d (%) (mglL) (%) (mg/L) (%) (mg/L)

(m?-d))

Lodos Activados

: 0,2-0,3 0,3-0,7 4-15 3-8 85-95 10-30 25-30 15-35 25-30 4-10
Convencional

Lodos Activados

k > . 0,25-0,35 0,1-0,3 20-60 12-36 93-98 <20 15-25 15-35 10-20 4-10
Aireacion extendida

Ramalho (1996), Tsagarakis et al. (2000), Helmreich et al. (2000), Henze et al. (2002), Metcalf and Eddy (2003),
Crites et al. (2006), Arceivala and Asolekar (2007), Sperling (2007d), Muga y Mihelcic (2008), Carey y Migliaccio
(2010), Spellman (2009), WEF (2008), Singh 'y Srivastava (2011). Adaptada de Vera (201
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1.3.1.2 Tipos de tratamiento no convencional

Estos pueden ser subdivididos en tratamientos en terreno y tratamientos en masa
liguida. Los tratamientos en el terreno tienen como eje la reincorporacion de los
nutrientes de las aguas residuales al suelo a fin de fortalecer las capacidades
productivas de este mientras se tratan las aguas. Este tipo de tratamiento fue
redescubierto ya que en la Inglaterra de 1840 ya era utilizado y aun mas, era el
tratamiento aceptado de las aguas servidas (Crites, 2006). Dentro de los
tratamientos de este tipo encontramos los filtros verdes y la escorrentia superficial.
En cuanto a los tratamientos en masa liquida, estos realizan el tratamiento
mediante el embalsamiento, por medio de diversos microorganismos (aerobicos y
anaeroébicos) y por plantas acuaticas (Crites, 2006). En este conjunto encontramos
las lagunas facultativas y los humedales construidos. Estos ultimos seran descritos

en capitulos siguientes.
1.3.1.3 Tipos de tecnologias no convencionales utilizadas en Chile

En nuestro pais, a nivel rural, existen mas de 260 sistemas de tratamiento a lo
largo de todo el territorio, casi el 60% de estos son sistemas de lodos activados
relegando a los sistemas no convencionales a menos del 4% de la matriz
(SUBDERE, 2012). Respecto a este ultimo porcentaje la superintendencia de
servicios sanitarios considera como sistemas no convencionales a las lagunas de
estabilizacion, los biofiltros, los lombrifiltros y los humedales construidos y los
define como sistemas que si bien no requieren gran infraestructura mecanizada si
necesitan grandes extensiones de terreno para su implementaciéon (SISS, 2015).
En el caso de las tecnologias no convencionales aplicadas en zonas rurales, se ha
recomendado el uso de tecnologias como los humedales construidos (HC) (Vera
et al., 2016), pues se ha demostrado que el uso de tecnologias convencionales en
instalaciones de tratamiento de asentamientos rurales, supone el abandono de la
instalacion, cuando suceden los primeros problemas operacionales (Moreno et al.,
2003).
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1.4 Humedales Construidos

Se entiende por humedal a los ecosistemas donde la superficie del agua se
encuentra en o cerca de la superficie del suelo durante cierto periodo cada afio
para mantener las condiciones de suelo saturado y vegetacion (Crites, 2006). Los
humedales construidos son sistemas de tratamiento disefiados para embalsar el
agua por medio de lagunas y canales aprovechando procesos naturales que
involucran flora, suelos y bacterias para el manejo de aguas servidas (Vymazal,
2007). El sistema consiste en el desarrollo de un cultivo de macréfitas enraizadas
sobre un lecho de grava impermeabilizado 0 membrana sintética. La accion de las
macrofitas hace posible una serie de complejas interacciones fisicas, quimicas y
biologicas a través de las cuales el agua servida es depurada progresiva y
lentamente (Delgadillo, 2010). Ademas, estos sistemas constan de estructuras
para controlar la direccién del flujo, tiempo de retencion hidraulica y el nivel de
agua. Segun el tipo de sistema empleado el medio granular puede ser piedras,

arena o grava (Sperling, 2007).

Los humedales construidos se han utilizado para tratar una amplia gama de aguas
residuales dentro de los que se encuentran las aguas domésticas, aguas
industriales (fabricacion de papel, mataderos, refinerias entre otros), drenaje de
faenas mineras, escorrentia superficial y fangos producidos por tratamientos

convencionales (Delgadillo, 2010).

En cuanto al emplazamiento de estos sistemas requiere una gran area por
habitante (0,8 a 20 m?/hab), por lo que se recomienda que su implementaciéon se
destine a zonas con baja densidad poblacional. En cuanto a la energia que utiliza
este tipo de sistema presenta consumos inferiores a 0.2kWh/m3 (Kadlec y
Wallace, 2009). Esto lo hace una herramienta ideal para zonas rurales. Estos
sistemas de depuracion estan constituidos por lagunas o canales poco profundos
(de menos de 1 m), plantados con vegetales propios de las zonas humedas y en

los que los procesos de descontaminacibn se basan en procesos fisicos,
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biolégicos y quimicos entre todos los componentes del humedal para el

tratamiento de aguas servidas (Vymazal y Krépfelova, 2008).
1.4.1 Tipos de humedales construidos

Existen varios tipos de clasificaciones en la identificacion de los humedales. De
acuerdo al régimen hidrico, se distinguen 2 tipos de humedales: Humedal de flujo
superficial (HFS) y Humedal de flujo Subsuperficial (FSS), dentro del cual se
pueden encontrar de flujo horizontal (HFSSH) y vertical (HFSSV). Ademas,
pueden existir combinaciones entre estos para formar sistemas hibridos (Kadlec y
Knight, 1996).

Los humedales de flujo Subsuperficial horizontal (HFSSH) son el concepto méas
clasico en lo que a humedales construidos se refiere (Sperling, 2007). Por lo
general estan disefiados para tratar efluente primario. Las aguas residuales estan
destinadas a permanecer bajo la superficie de los medios de comunicacion y fluye
en y alrededor de las raices y rizomas de las plantas. Debido a que el agua no
estd expuesta durante el proceso de tratamiento, el riesgo asociado a la
exposicién humana o la vida silvestre para los organismos patdégenos se reduce al
minimo (Kadlec y Wallace 2009). El flujo de agua es permanente y se aplica en la
parte superior de un extremo y es recogido en el lado opuesto inferior por medio
de un tubo de drenaje. El agua residual se trata a medida que fluye lateralmente a
través de un medio poroso (flujo pistén). La profundidad del lecho varia entre 0,45
m a 1 m y tiene una pendiente de entre 0,5 a 1 %(Delgadillo, 2010), ademas de
soportar cargas de alrededor de 6 g DBO/m?dia (Garcia et al., 2004).

La reduccién de la materia organica se da por medio de la conversion biolégica
debido a la intervencion de bacterias facultativas y anaerdbicas adheridas a las
superficies de las plantas y los detritos del medio de relleno del humedal (Arias y
Brix, 2003). Aun asi, numerosas investigaciones han demostrado que la capacidad
del transporte de oxigeno de las plantas acuaticas utilizadas es insuficiente para

asegurar la descomposicién aerdbica en la zona de los 6rganos subterraneos de
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la planta y que la descomposicion anaerdbica andxica juega un papel importante
los humedales de flujo horizontal (Vymazal, 2008). La descomposicion aerébica la
realizan bacterias heterotrofas aerébicas degradando la materia organica a diéxido
de carbono y agua. Por otro lado, la descomposicién anaerdbica ocurre en etapas.
Primero, mediante procesos de fermentacion la materia organica pasa a acidos
grasos, alcoholes y gases. Estos son aprovechados por bacterias de tipo
metanogénicas, sulfatoreductoras y desnitrificantes, lo que les permite obtener
energia (Lettinga et al., 2001).

En cuanto a los patégenos, entre los procesos que influyen en la eliminacion de
microorganismos en humedales se encuentran: los mecanismos fisicos que
incluyen filtracién, sedimentacion, agregacién y accion de rayos ultra-violeta
(Redder et al., 2010). Mecanismos biolégicos incluyen la antibiosis, ingestién de
nematodos, protozoos o Cladocera, bacterias liticas y los ataques de
bacteriofagos y la muerte natural. Los factores quimicos incluyen la oxidacion,
adsorcion y la exposicion a las toxinas emitidas por otros microorganismos y
plantas (Keffala y Ghrabi, 2005).

Las concentraciones de microorganismos en el efluente de un humedal de flujo
horizontal Subsuperficial son dependientes de las cargas de entrada, de la
disminucion de las poblaciones de coliformes fecales al interior del humedal y de
la potencial reintroduccion de bacterias debido a la fauna silvestre (Kadlec y
Wallace, 2009).

Se ha evidenciado que el grado de eliminacion de coliformes totales obtenido en
HFSS y HFS es similar a diferentes condiciones y oscila entre 1 y 2 unidades
logaritmicas/100mL aproximadamente (Zdragas et al.,, 2002). Los HFSSH
presentan disminuciones sobre 2,5 unidades log, tanto en humedales con y sin
plantas (Keffala y Ghrabi, 2005; Kadlec y Wallace 2009). La eficiencia en
eliminacién para CF ha alcanzado valores del orden de 98% en los humedales

horizontales (Keffala y Ghrabi, 2005), con concentraciones de salida de 102
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NMP/100 mL (Quinonez-Diaz et al., 2001; Nokes et al., 2003). Por otro lado, la
eficiencia de eliminacion de E. coli, coliformes totales, Clostridium, estreptococos
fecales, Giardia, Cryptosporidium y huevos de helmintos, disminuye en el periodo
de verano, esto debido probablemente a que a temperaturas mas altas se produce
un aumento en oxigeno en la rizosfera, esto tiende a ser liberado a través de las
raices. Ademas, la acumulacion de materia organica tiene lugar, dando lugar a un

aumento de la tasa de crecimiento de los microorganismos (Molleda et al., 2008).

La predacion también es un factor importante en la eliminacion de patdgenos. En
general la mayoria de los patdégenos son alimento para los nematodos, rotiferos y
protozoos, estos Ultimos han contribuido a la reduccion de bacterias en el
tratamiento con humedales (Scott y Tanner, 2005). Las caracteristicas de disefio
también juegan un rol importante. La primera mitad de los humedales eliminan
aproximadamente el 80% de coliformes fecales (Garcia et al., 2004). En
humedales de flujo horizontal, la eliminacion esta directamente relacionada con el
tiempo de permanencia y del medio granular. Cuanto menor es el diametro del

medio granular, mayor es el nivel de eliminacion (Garcia y Corzo, 2008).
1.5 Desinfeccion

La presencia de patégenos es una de las problematicas mas importantes a la hora
de enfrentar el tratamiento de aguas, tanto para potabilizacibn como para
disposicion final de aguas servidas tratadas. Este proceso consiste en la
inactivacion o destruccion de microorganismos patégenos. Esto medido en base a
la capacidad de controlar organismos indicadores de presencia patdégena, como es
el caso de coliformes y colifagos (Ascencio, 2015). Esta etapa del tratamiento de
aguas esta condicionada por factores como pH, temperatura, tiempo de contacto,
concentracion del desinfectante, microorganismos blanco y, las caracteristicas del
agua a tratar (Metcalf y Eddy, 2003). El mecanismo de accion de los sistemas de
desinfeccién se basa en la destruccion de la pared celular, alteraciones a nivel

genético (ADN o ARN) o inhibiendo la actividad enzimatica.
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En cuanto a la seleccién de un desinfectante es necesario considerar una serie de
caracteristicas dentro de las cuales se encuentran: a) Facil acceso y precios
accesibles; b) Capacidad de eliminacion de olores; c) Concentracién de solucion
homogénea; d) No absorbible por materia organica distinta a bacterias; €) No
corrosivo; f) No toxico para humanos y animales; g) Capaz de penetrar en
superficies; h) Seguro de usar, transportar y almacenar; i) Soluble en agua; j)

Estable; y k) Efectivo en condiciones ambientales (Metcalf y Eddy, 2003).

Organismos dedicados a la proteccion del medio ambiente, como U.S.EPA (2002),
indican que para sistemas de desinfeccion aplicados a tratamientos
descentralizados, es ideal, que por sobre todo, el sistema de desinfeccion sea
sencillo y seguro de operar. Dos de los sistemas que mejor cumplen las
condiciones de un buen desinfectante son el cloro y la radiacion ultravioleta
(U.S.EPA 2002).

1.5.1 Cloro

Es la tecnologia de desinfeccion mas comun a nivel mundial, utilizado tanto para
potabilizacibn como para tratamiento de aguas servidas. Destaca como
desinfectante por su fuerte capacidad oxidativa, inactivando reacciones
enzimaticas, acidos nucleicos y la desnaturalizacion de proteinas de las células
bacterianas, ademas de reducir o eliminar olores y colores (Metcalf y Eddy, 2003).
Distintas son sus formas de aplicacion, dentro de las que destacan: gas (Cl2),
liqguido (NaOCI, hipoclorito de sodio) o solido ([Ca(OCI2)], hipoclorito de calcio). De
estas la mas recomendada para su aplicacién en sistemas descentralizados son
su forma liquida y soélida (U.S.EPA, 2002).

Una vez en el medio acuoso a tratar, el cloro adopta distintas formas entre las que
estan la demanda de cloro, cloro libre, cloro combinado vy cloro total. La demanda
de cloro esta dada por la cantidad de cloro que es utilizada por bacterias, algas,
compuestos organicos y sustancias inorganicas, tales como hierro, manganeso y

amoniaco, de manera instantanea. Una vez completada el cloro se considera
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como residual o libre. El cloro libre es el que se encuentra en forma de acido
hipocloroso (HOCI) e ion hipoclorito (OCI), producto del proceso de hidrolisis que
se da al contacto entre el cloro y el agua. Estas formas son las mas efectivas para
la desinfeccidbn aunque su presencia esta fuertemente relacionada con las
condiciones de pH y temperatura (Percival et al.,, 2014). El cloro combinado
aparece producto de la interaccion de HOCI con amoniaco, lo que da paso a la
formacién de cloraminas. Esta relacion reduce la capacidad germicida del cloro
aumentando los tiempos de contacto necesarios para que se logre el mismo nivel
de desinfeccién (Percival et al., 2014). Finalmente el cloro total, es la suma de
cloro libre més el cloro combinado. Su importancia radica en que su determinacion

junto con la determinacion del cloro libre permite cuantificar el cloro combinado.

La dosis de cloro, en base a la relacion concentracion por tiempo, estara siempre
sujeta a las condiciones del agua a tratar, es decir, depende del microorganismo a
tratar (Metcalf y Eddy, 2003). Por ejemplo, para lograr 4 uLog de eliminacién de
bacterias se necesitan CxT de cloro libre entre 10 a 12 mg-min/L, mientras que los

virus, son necesarios CxT de 6 a 7 mg-min/L.
1.5.2 Luz ultravioleta

Proceso fisico en el que se transfiere energia desde una lampara UV al material
genético (ARN y ADN) de un organismo. Se basa en la emision de luz por parte de
una lampara. Para obtener un efecto germicida el rango 6ptimo de longitud de
onda esta entre los 250-270 nm (U.S.EPA, 1999). Las principales ventajas que
posee la utilizacion de lamparas UV son: a) efectividad de inactivacion en virus y
esporas; b) eliminacion del riesgo de transporte y almacenamiento de quimicos
peligrosos; c) efecto residual peligroso para biota inexistente; d) amigable con
operadores; e) tiempos de contacto breves; y f) equipos de desinfeccion con bajos

requerimientos de espacio.
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Entre los factores que condicionan la eficiencia de este método de desinfeccion se
destacan: a) Las caracteristicas del agua a tratar; b) La intensidad de la luz; y c)

Las propiedades hidraulicas del sistema de desinfeccién (Metcalf y Eddy, 2003).

El mecanismo de accion de esta tecnologia consiste en la penetracion de la
radiacion UV a nivel genético lo que produce dafios en la célula, generando
retardo en la capacidad de sobrevivencia por inactivacion (incapacidad de
replicarse) o muerte celular. Pese a esto algunas células sufren fenémenos de
fotoreactivacion o reactivacion en oscuro. Ambas consisten en la reactivacion del
material inhibido o dafiado. La primera se efectla en presencia de luz y la
segunda en ausencia de esta (U.S.EPA, 2004).

La desinfeccién por medio de luz UV tiene como factores de efectividad el tiempo
de contacto, la intensidad de la luz, el grosor de la columna de agua, el nivel de
absorbancia de esta, su turbidez, ademas de parametros como la configuracion
del sistema y la temperatura (U.S.EPA, 2002). La relacion entre la intensidad de la
luz (mW/cm?) y el tiempo de contacto (s) configuran la dosis de luz UV. Esta
relacion se expresa como mili-Joule por centimetro cuadrado (mJ/cm?), que es
equivalente al segundo mili-Watts por centimetro cuadrado (mW-s / cm?). Al igual
que en el caso del cloro, la dosis varia en funcién de los microorganismos que se
quiera atacar. Asi, Para las bacterias, las dosis UV varian entre 80 a 100 mJ/cm?,
mientras que para los virus, la dosis varia entre 70 a 90 mJ/cm? (Metcalf y Eddy,
2003).

1.6 Relso

El relso de agua consiste en la utilizacion del agua recuperada desde el efluente
de un sistema tratamiento de aguas servidas, sean estas domésticas, municipales
o industriales en un propoésito de beneficio directo distinto (Healing, 2009). Esta
nueva entrada al sistema aparece como fuente alternativa de agua para una
amplia variedad de aplicaciones, incluyendo el paisaje y riego agricola, WC,

urinarios, procesamiento industrial, refrigeracion central eléctrica, la creacion de
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habitats de humedales, la restauracién y el mantenimiento y recarga de aguas
subterraneas (USEPA, 2004).

Healing (2009) destaca que el proceso tratamiento de agua debe ir mas alla de un
tratamiento primario y secundario. Dentro de las consideraciones se hace esencial
que el tratamiento avanzando permita la eliminacion de nutrientes, mediante
meétodos bioldgicos 0 quimicos; compuestos organicos y metales, mediante
adsorcion con carbén o precipitacion quimica; y la eliminacion de sustancias

organicas.

El redso puede dividirse en industrial, el cual puede entenderse como aguas de
enfriamiento, de calderas y del proceso industrial en si; urbano, para riego de
plazas, campos de golf, suministro para bomberos, sistemas de control de material
particulado en la construccion, suministro para aseo y limpieza; potable indirecta,
el gue se da cuando se descarga efluente tratado a un cuerpo de agua que es
aprovechado por otra planta de tratamiento; y potable directa, del cual solo existen
registros en é&frica (Healing, 2009).

Actualmente los paises desarrollados ya lo implementan en zonas urbanas, debido
al alto desarrollo en lo que respecta a tratamiento de aguas condicionado por los
elevados estandares de calidad en lo que a reutilizacion del agua se refiere
(Angelakis y Gikas, 2014). Por su parte, el redso mayoritario en la agricultura se
mantiene en paises en vias de desarrollo (Chen et al.,, 2013). El principal
potenciador de esta opcion de relso, se basa en que las aguas residuales poseen
recursos esenciales para la agricultura, estos son los nutrientes. Asi tanto N como
P son aportados mediante las aguas reutilizadas, pero ademas esta entrega
micronutrientes necesarios para las plantas como los son Al, Mg, Zn, Cu, Mb, Ni, B
y Co (Lubello et al., 2004). Por otro lado, debido a su contenido en NT (Lubello et
al., 2004), la utilizacion de aguas reutilizadas permite un ahorro considerable en lo
qgue a fertilizantes se refiere. Asi, el relso no solo se traduce en aprovechamiento

de nutrientes sino que también el ecosistema deja de recibir una carga
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considerable de estos, reduciéndose el riesgo de eutrofizacion (Chen et al., 2013).
A nivel internacional los requerimientos de calidad referidos a bacterias y
patégenos presentes en las aguas residuales, se exige una concentraciéon minima
de coliformes fecales, dependiendo las categorias de los usos de las aguas. Por
ejemplo, FAO (1999) y U.S.EPA (2012a), coinciden en la definicion de 3
categorias de condiciones de reutilizacion para riego. La primera se centra en
aquellos cultivos que se consumen de manera directa sin procesamiento previo.
La segunda que abarca todos aquellos cultivos que se consumen procesados,
como trigo y dependiendo del tipo de riego que se utilice con los efluentes el grupo
expuesto correspondera a los agricultores y nifios menores de 15 afios.
Finalmente una tercera categoria que se centra en el riego de elementos que no

son consumidos y que no tienen contacto directo con las personas.
1.6.1 Aplicaciones de agua reutilizada

En el mundo, el agua proveniente de un uso y tratamiento previo tiene una
diversidad de usos entre los que encontramos redso urbano, asociado riego de
parques y plazas; embalses recreativos y nieve artificial; redso medioambiental
aplicado a recuperacion de humedales y aumento de caudal de rios; reudso
industrial aplicado a torres de enfriamiento, calderas, procesos de produccion de
petréleo y gas natural y elaboracién de comida preparada; recarga de cuerpos de
agua subterranea; relso como agua potable directa e indirectamente; y finalmente
el retso en la agricultura (U.S.EPA, 2012a). En la Tabla 3 se presenta un resumen
de guias sugeridas para uso de aguas tratadas en el relso agricola. Esta agrupa
las categorias definidas por FAO (1999) y U.S.EPA (2012a), para las distintas
formas de retso de agua en el riego. El redso en las actividades agricolas posee
grandes ventajas entre las que destacan que el costo del tratamiento de las aguas
residuales es generalmente menor que el costo del agua potable de fuentes no
convencionales de agua, ademas es una alternativa para complementar y ampliar
las fuentes de agua dulce para el riego aportando el hecho de tener un alto
potencial para los procesos agricolas pudiendo representar una fuente barata de

33



fertilizante (Mosse et al., 2010 y U.S.EPA, 2012a). Ademas, resuelve la escases
hidrica; se eliminan cantidades considerables de agua residual; genera beneficios
en cuanto al aprovechamiento de nutrientes, gran parte de los nutrientes en las
aguas reutilizadas se encuentran en las formas que pueden ser facilmente
utilizadas por las plantas (Duncan et al., 2009); al aplicarse a gran escala se ve
reducido el riesgo de contaminacidbn y se promueve la recarga de aguas
subterrdneas (Lubello et al 2004). Sin embargo, a la hora de realizar retso de
aguas servidas, deben hacerse consideraciones como la sensibilidad y tolerancia
de la planta, caracteristicas del suelo, las practicas de gestidon de riego y drenaje y

por supuesto la calidad del agua reutilizada.
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Tabla 3. Guias sugeridas para uso de aguas tratadas en el redso agricola

Condiciones de Grupo expuesto Opcién de Monitoreo Distanciade  Calidad del agua Calidad del agua
reutilizaciéon tratamiento agua seguridad residual U.S.EPA residual FAO
Relso agricola en Agricultores, Secundario pH: semanalmente A 15 m de fuentes o pH 6,0-9,0 pH 6,5-8,4
cultivos que se consumidores, publico Filtracion DBO: pozos de agua <10 mg/L DBO <10 mg/L DBO
Desinfeccion semanalmente potable. A 30 m en <2 UNT <2 UNT

consumen no

y Turbidez: Continuo caso de medios <No detectable/100 <14 NMP?%/100 mL
se procesan Coliformes fecales: porosos. mL 1 mg/L CI2 <1 huevos/L ®

comercialmente
Relso agricola
cultivos que
consumen y
procesan

comercialmente

Relso agricola

Agricultores, no Secundario

<15

en pero

nifios Desinfeccién

se afios, vy

comunidades cercanas
se

Agricultores,
<15

comunidades cercanas

pero no

nifios afios y

Agricultores, incluyendo

nifios <15 afios, vy

comunidades cercanas

en Ninguno

cultivos que no

se consumen

Diario CI2 Residual
pH: semanalmente
DBO:
semanalmente
SST: Diario
Coliformes fecales:
Diario
CI2

Continuo

Residual:

A 90 m de fuentes o

pozos de agua
potable.

A 30 m de zonas
permitidas al publico
(riego por

aspersion).

residual (min.)

pH 6,0-9,0
<30 mg/L DBO
<30 mg/L SS

<200 NMP?/100 M

1 mg/L CI2 residual

(min.)

pH 6,5-8,4
<30 mg/L DBO
<30 mg/L SS

<200 NMP#/100 mL

a; Coliformes fecales. P Nematodos intestinales. Adaptada de U.S EPA (2012a) y FAO (1999).
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Esta tematica en paises en via de desarrollo, tales como Chile, es un tema poco
discutido y estudiado (Vera et al., 2016). Sin embargo, paises que en las ultimas
décadas han potenciado el alcance de los sistemas de tratamiento de aguas
servidas han desarrollado sistemas de tratamiento afines con la realidad de sus
comunidades. En China por ejemplo, gracias al reiso de aguas se ha visto
reducido el aporte de DQO y N-NH4" a cuerpos del agua en un 80% en
Toneladas/afio (Lyu et al., 2016). Las principales tecnologias utilizadas para
tratamiento con posterior relso en riego son: a) separaciones fisicas como
sistemas de filtracion media, por membrana y tratamientos electroquimicos; b)
tratamientos bioldgicos entre los que destacan sistemas anaerdbicos, lagunas de
estabilizacion y humedales construidos; y c) oxidantes como hipoclorito de sodio,
luz ultravioleta (UV) y aplicacién de Ozono (Os) (Norton-Brandao et al., 2013).

Por otro lado, en lo que ha sistemas de desinfeccion se refiere, la aplicacion de luz
ultravioleta combina las ventajas de dos tecnologias (Ozono e Hipoclorito de
Sodio), que son bajos costos de operacion y no formacion de subproductos
(Norton-Brandao et al., 2013). En Chile, segun datos de Subdere (2012), existen
10 PTAS (zona centro) que utilizan la tecnologia de humedales construidos, 5 de
ellas mantienen un funcionamiento bueno y 9 de ellas cumplen con la normativa.
En contraste a esto no existen estudios sobre sus pardmetros de funcionamiento
ni sobre reutilizacion de sus efluentes (Vera et al.,, 2016), pero su existencia
supone una oportunidad para el desarrollo y puesta en marcha de planes de
redso. Asi, por ejemplo, Fundacion Chile (2013) propone una configuracion de
tratamientos aplicables a sistemas descentralizados y agroindustriales de
tratamiento de agua con efluente apto para reuso. Dicho sistema consta de una
fosa séptica para eliminacion de solidos, un sistema de humedal construido con
flujo Subsuperficial para eliminacion de materia organica, un sistema de
desinfeccién para la eliminacién de patdgenos y un estanque de acumulacion.
Aunque dicha configuracion estd pensada para un universo aportante de 5

personas (Area unitaria de 1,69 m?/hab), sus rangos de eliminacion calculados son
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considerables tanto para tanto para DBO (80-95%) como para SST (40-97%) y NT
(75-95%). A nivel de patdégenos si bien la tecnologia ha demostrado ser un aporte

en la remocion de estos, aun asi requiere de sistemas de desinfeccion.
1.6.2 Ejemplos deredso

El redso actualmente se practica a lo largo y ancho del de nuestro planeta. Es asi
como se conocen experiencias como la de Jinotepe (Nicaragua) en la que se irrigd
una parcela de 1100 m? en la que se cultivd maiz (Zea mays L.) con los efluentes
de planta de tratamiento de la poblado de Jinotepe (tratamiento por fosa filtro) la
cual recogia las aguas servidas de 1/3 de la poblacion del poblado
correspondiente en ese entonces a casi 30000 habitantes (Umafia, 2007). Al
respecto Umafia indica que el efluente cumple con las directrices de la
organizacibn mundial de la salud que lo catalogan como apto para riego
restringido (OMS, 1989). Finalmente, como resultado se obtuvo un rendimiento de
2,58 ton/ha de maiz, el cual fue superior a la media tradicional (1,61 ton/ha). Se
debe considerar ademas que no se utilizaron fertilizantes para el cultivo
aprovechando asi las caracteristicas del efluente. Como esta existen varias
experiencias como por ejemplo el riego de una parcela de frutales perennes en
Maracaibo (Venezuela) el cual presentd un comportamiento similar al observado
en una plantacion regada con agua fresca. Ademas, de no presentar problemas de

salinidad asociados comunmente a las aguas reutilizadas (Trujillo et al., 2000).

En Brasil existen varias experiencias de reaso, entre ellas la del nordeste de este
pais donde un grupo de investigadores utilizaron el efluente generado por un
reactor anaerobio de flujo ascendente (sigla inglés-UASB), una laguna de
maduracién y agua de pozo para regar un cultivo de pimentdn. Se evidencié un
comportamiento normal del cultivo en todos los casos a excepcion del regado con

el efluente de laguna de maduracion el cual presento un pH alto (Lasso, 2011).

De modo semejante, en la ciudad de Curitiba se utiliza el redso en una planta de

hortalizas teniendo la cautela de que el personal no entre en contacto con el
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efluente del sistema de tratamiento (Ongley, 1997). En argentina el sistema mas
grande de redso irriga mas de 2000 ha con el efluente de una planta de
tratamiento. Dentro de los cultivos expuestos se encuentran olivos, alfalfa, frutales,
ajo, tomate entre otros. También hay experiencias de redso asociadas a
humedales construidos dentro de las que destacan las que se mencionaran a
continuacion. En México se implementd un sistema combinado de digestor
anaerébico junto con un humedal de flujo horizontal (600 m?). El sistema tubo un
rendimiento de 88,5% de DBOs, DQO 87,4%, SST 89% y el 99% en coliformes
fecales, generando un efluente utilizado en riego de plantas ornamentales (Rivera,
1997).

1.7 Efectos del riego en el suelo y las plantas

El suelo se compone de una interface gaseosa, liquida y soélida (IMS, 2001). La
interface solida a su vez esta compuesta de arena, cuyas particulas son
identificables individualmente y cuyo diametro se encuentra entre 0,05 — 2
milimetros (mm). Luego le sigue el Limo, cuyas particulas de tamafio medio ya no
son distinguibles a ojo descubierto y cuyo diametro varia entre 0,002 — 0,05 mm. A
continuacion esta la arcilla que posee un tamario inferior a 0,002 mm (Mamo et al.,
2003). A nivel no estructural, se encuentra la materia organica e inorganica, los

minerales (primarios y secundarios) y oxidos libres (Wortmann et al., 2015).

La materia organica del suelo y el humus son conjuntos conformados por el
residuo parcialmente descompuesto de plantas, animales y otros organismos. La
materia organica se refiere a todo el material orgénico, incluidos los residuos de
cultivos frescos (Camacho-Tamayo, 2013). Su presencia en el conjunto de suelo
supone diversos beneficios, tanto estructurales como de indole agricola
(McCauley et al., 2017). Dentro de ellos, destaca su funcibn como agente de union
de las particulas de suelo, lo que promueve el movimiento del agua y al
penetracion de raices (Camacho-Tamayo, 2013). Por otro lado, su gran capacidad

de atraer los cationes le permite ser el principal reservorio tanto de micronutrientes
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como de macronutrientes lo que se traduce en una mayor fertilidad del suelo
(McCauley et al., 2017).

Tanto el material particulado estructural, como la materia organica poseen carga,
la cual le permite al suelo mantener un estado de conductividad e interaccion
ionica (Camacho-Tamayo, 2013). Esto ademas genera la formacion de coloides.
Estos poseen una gran area superficial y constituyen la porcion quimicamente
activa del suelo. Cada uno posee una carga eléctrica mayoritariamente negativa
(Jones y Olson-Rutz, 2016).

En la Figura 1, se describe la relacion entre la carga ionica del coloide de suelo y
las formas idnicas de los nutrientes presentes en el. Los cationes se mantienen
sobre los coloides del suelo (arcilla y materia organica), lo que permite reducir la

remocién de estos por procesos de lixiviacion (Jones y Olson-Rutz, 2016).

NO3 SO:
cl-
NH4* Solucion del suelo

M"" — . — - e
N e

Na*&=—=2Na* K*

crr

HzPOi NO3

‘L_; Pelicula de agua

Figura 1. Esquema del intercambio catidnico en la solucion de suelo

Los coloides del suelo tienen cargas eléctricas positivas minimas. Dado que los
aniones transportan cargas eléctricas negativas, no son retenidos por los coloides
del suelo. Los aniones tales como nitrato, sulfato y cloruro son muy solubles y se

mueven con agua (Hodges y Crozier, 1996).
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La carga negativa total en el suelo se llama "capacidad de intercambio cationico”,
o CIC, y es una buena medida de la capacidad de un suelo para retener y
suministrar nutrientes a un cultivo (Jones y Olson-Rutz, 2016). La CIC es una
medida de la cantidad total de cationes intercambiables que pueden ser retenidos
por el suelo, lo que la convierte en un buen indicador de la fertilidad del suelo

(Camacho-Tamayo, 2013).

Dentro de los iones con mayor movilidad encontramos NOs’, NHs*, K*, Ca*? y
Mg*?, y en menor medida, o bien inmdviles, se destacan los iones metalicos (Cu*?,
Fe*?, Fe*3, Mn*2, Ni*?2, Zn*?). La mayoria de los suelos tienen mucho mas
nutrientes de los que necesita una planta en una temporada de crecimiento, sin
embargo a menudo muy pocos de estos nutrientes estan en soluciéon (Jones y
Olson-Rutz, 2016). Dicha movilidad se relaciona directamente con la fertilidad del
suelo. Al ser moviles, los nutrientes son facilmente tomados por las plantas o bien
lixiviados lo que requiere un mayor aporte de estos a la hora de cultivar. Por su
parte, los nutrientes de baja movilidad, son almacenados lo que les permite a las
plantas tenerlos con mayor disponibilidad y su aplicacion en los suelos suele ser
menos recurrente (Hodges y Crozier, 1996). La capacidad de los suelos para
atraer y mantener nutrientes cargados positivamente es una de las propiedades
mas importantes del suelo en la fertilidad del suelo y la nutricion de las plantas
(Mullins y Hansen, 2017).

La capacidad de intercambio de cationes es mayor en suelos con grandes
cantidades de arcilla y materia organica, y es menor en suelos &cidos. El pH del
suelo afecta fuertemente la concentracién de los nutrientes. Con niveles de pH
cerca de 7 que generalmente tienen una disponibilidad éptima (Jones y Olson-
Rutz, 2016). Por el contrario, un pH mas bajo se traduce en una CIC mas baja,
porque la mayor concentracion de iones H* en solucion neutralizara las cargas

negativas sobre arcillas y materia organica.
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Los suelos con altos CIC contienen mas nutrientes cargados positivamente como
Ca*2. Sin embargo, estas atracciones son débiles, lo que permite un intercambio
entre los nutrientes en la pelicula de agua y los nutrientes presentes en la
superficie de la particula del suelo, por lo que los nutrientes son absorbidos por la

planta (Mullins y Hansen, 2017).
1.7.1 Interaccién de los nutrientes entre suelo y planta

Los cultivos obtienen nutrientes y agua del suelo a través de sus raices. Las raices
de las plantas normalmente contindan creciendo mientras las condiciones del
suelo como la humedad, el aire, los nutrientes, la temperatura, las sales solubles y

el labrado son favorables (Comfort y Frank, 2000).

Es mas dificil para los nutrientes entrar en la raiz a través de la zona mas madura
de la raiz debido a una restricciéon llamada "tira de Casparian” la cual corresponde
a una estructura endodérmica de las raices de las plantas que permite regular el
ingreso de sales a la planta bajo condiciones de estrés salino (Karahara et al.,
2004). Por lo tanto, los niveles de nutrientes en el suelo profundo probablemente
se vuelven méas importantes mas adelante en la estacibn de crecimiento,
especialmente para las plantas profundamente arraigadas. Las raices se
extienden lateralmente y verticalmente a medida que la planta crece para
aprovechar las areas dentro del suelo que tienen mas agua y nutrientes (Jones y
Olson-Rutz, 2016).

En la Figura 2, se observa como el intercambio de iones se da en las
inmediaciones, tanto de las raices como también del coloide de suelo. Las raices
de las plantas absorben los nutrientes de la pelicula de agua alrededor de los
coloides del suelo (Jones y Olson-Rutz, 2016). Los inhibidores mas comunes del
crecimiento de las raices son el suelo seco, la falta de aire del suelo debido al

exceso de agua y al mal drenaje, y la compactacion del suelo.
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Figura 2. Intercambio idnico entre el coloide de suelo y la raiz.

El paso de los iones desde las proximidades del coloide hacia la pelicula de agua,
se da principalmente por la interaccién de los iones presentes en la solucién de
suelo los cuales se trasponen con los mas préximos al coloide, reemplazandolos,
lo que genera una mayor disponibilidad de nutrientes para las raices de la planta

(Mullins y Hansen, 2006).

Los nutrientes moviles ingresan a la raiz mediante mecanismos de adveccion,
transportados por el ingreso del agua a la planta. Esto movimiento denominado
“flujo de masa”, se lleva a cabo a medida que las plantas extraen el agua, el agua
se mueve hacia la raiz y transporta nutrientes méviles con él creando una mayor
zona de absorcién de raiz para estos nutrientes (Havlin et al., 1999). Por su parte,
los nutrientes inmdviles ingresan a la planta por difusién. Dicho proceso se basa
en el movimiento de iones desde una zona de alta concentracion a zonas de
menor concentracion. A medida que las raices de las plantas absorben nutrientes

del agua del suelo, los iones se difunden hacia las raices como resultado de la
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menor concentracion idnica cerca de la raiz. La difusién funciona solo a distancias

muy cortas (Jones y Olson-Rutz, 2016).

Los cationes NH4*, Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Zn*?, entre otros, reaccionan con las
arcillas del suelo y se mantienen disponibles para que, mediante un intercambio
de protones (H*), puedan ser incorporados por las raices. Por su parte, los
aniones con cargas negativas, incluyendo NOs", SO4, PO43, etc. son repelidos por
las arcillas del suelo. Estos aniones, se mueven hacia arriba y hacia abajo en el
suelo cuando el agua se mueve. Por lo tanto, pueden perderse por lixiviacion
(Horneck et al., 2011).

Otro factor que afecta la absorcion de nutrientes por las plantas es la
interceptacion de las raices, o el crecimiento de las raices en zonas inexploradas
del suelo. Los cultivos de raices profundas pueden forrajear eficazmente en el
subsuelo agua y nutrientes moviles como nitrato y sulfato. La competencia de las
raices para los nutrientes moéviles es mucho mayor que para los nutrientes
inmoviles debido a la extension de las zonas de absorcion de la raiz (Mullins y
Hansen, 2006).

1.7.2 Nutrientes esenciales para las plantas y su influencia en el desarrollo

Uno de los principios méas importantes de la nutricion de las plantas es la "ley de
los factores limitantes". Esta ley establece que el rendimiento o el crecimiento de
las plantas estara limitado por el factor cuya disponibilidad sea indispensable para
el desarrollo, como por ejemplo el nitrdgeno en el caso de los nutrientes o desde
un punto de vista de movimiento, el agua (Kulhavy et al., 2014). Del mismo modo,
una limitacion de un nutriente puede impedir la absorcién de otros y, en ultima
instancia, afectar el rendimiento y la calidad de los cultivos. La absorcion de
nutrientes por las plantas depende tanto de la capacidad del sistema radicular
para absorber nutrientes como de la concentracién de nutrientes en la solucion del

suelo (Jones y Olson-Rutz, 2016).
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Se han definido 14 nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de las
plantas los cuales se indican en la Tabla 4. Cada uno de ellos cumple un rol
fundamental en los procesos de la planta como por ejemplo, el calcio el cual juega
un papel en la estructura y permeabilidad de las membranas como componente de
la pared celular o el Magnesio, que es un componente principal de la clorofila
(Jones y Olson-Rutz, 2016).

Tabla 4. Nutrientes esenciales de las plantas, formas de absorcion vy

concentracion tipica.

Nutriente Formade Concentracion en
(Simbolo) Absorcién planta*
Macronutrientes
Nitrégeno (N) NH4*; NOs 1-5%
Fosforo (P, P20y%) H2PO4; HPO4? 0,1-0,4%
Potasio (K, K20%) K* 1-5%
Azufre (S) SO4* 0,1-0,4%
Calcio (Ca) Ca?* 0,2-0,1%
Magnesio (Mg) Mg2* 0,1-0,4%
Micronutrientes
Boro (B) H3BOs; H2BO3 6 - 60 ppm
Fierro (Fe) Fe?* 50 - 250 ppm
Manganeso (Mn) Mn2z* 20 - 500 ppm
Cobre (Cu) Cu*; Cu?* 5-20 ppm
Zinc (Zn) Zn?%* 21 - 150 ppm
Molibdeno (Mo) MoO4? <1 ppm
Cloro (CI Cl- 0,2 -2 ppm

*. Concentracién de peso seco

Los nutrientes se clasifican en micro y macronutrientes. Dentro de los
macronutrientes, se destacan el Nitrégeno, el Fésforo y el Potasio, como
nutrientes primarios debido a que su deficiencia es mucho mas comun que la de
los otros tres (Ca, Mg y S) (Roy et al., 2007).

El nitrégeno es el nutriente mineral mas abundante en las plantas (1 — 5%, del
peso seco). Las plantas, lo absorben ya sea como ion nitrato (NOs’) 0 como ion
amonio (NH4*). Las concentraciones de NO3 y NH4* en el suelo dependen de la
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actividad biologica y por lo tanto fluctan con cambios en condiciones tales como
la temperatura y la humedad (Horneck et al., 2011). El nitrdgeno amonico
normalmente no se acumula en el suelo, ya que la temperatura del suelo y las
condiciones de humedad adecuadas para el crecimiento de las plantas son
también ideales para la conversion de NH4* en NO3™ (Horneck et al., 2011). Dicho
nutriente forma parte de la clorofila, la cual otorga la pigmentacion verde en las
hojas y es un componente esencial de todas las proteinas. Es responsable del
color verde oscuro del tallo y de las hojas, del crecimiento vigoroso, de la
ramificacion / tallado, de la produccién de la hoja, de la ampliacion del tamafio, y

de la formacién del rendimiento (Roy et al., 2007).

Deficiencias de nitrégeno en las plantas producen una marcada reduccion de la
tasa de crecimiento, lo que se traduce en un aspecto corto y seco. El tallo es
pobre y el area foliar se reducen. Como el nitrégeno es un componente de la
clorofila, su deficiencia aparece como clorosis de las hojas. Por otro lado las hojas
pueden volverse marrones y morir. Como resultado, el rendimiento de los cultivos
y el contenido de proteinas se reducen (Roy et al., 2007). Por su parte, los eventos
de toxicidad del nitrégeno incluyen periodos de crecimiento prolongado
(vegetativo) y retraso en la maduracion del cultivo. Una concentracion alta de
nitrégeno en la forma NH4*, puede ser toxica para el crecimiento de las plantas,
particularmente cuando la solucién es alcalina. La toxicidad resulta del amoniaco
(NHs), el cual es capaz de difundirse a través de las membranas de la planta e
interferir con el metabolismo de la planta (Horneck et al., 2011).

El fésforo es absorbido como ion ortofosfato, ya sea como H2POs+ 0 HPO4%, en
funcién del pH del suelo. Con un pH mayor (mas alcalino), la proporcion relativa de
H2PO4 disminuye y la de HPO4? aumenta (Hodges y Crozier, 1996). Es un anién
que no se mueve libremente en los suelos en gran parte porque forma
compuestos relativamente insolubles con hierro y aluminio en suelos acidos y
calcio en suelos de pH alto. El fésforo es esencial para el crecimiento, la division

celular, el alargamiento de las raices, el desarrollo de semillas, frutos y la

45



maduracion temprana. Ademas forma parte de varios compuestos incluyendo

aceites y aminoéacidos (Roy et al., 2007).

Una deficiencia en la concentracion de fosforo (estrés), se traduce en un traspaso
del fosforo desde las hojas viejas hacia el tejido joven. Dicha deficiencia produce
un retraso en el crecimiento, la formacién del tallo y el desarrollo de raices y lo que
se traduce en un retraso de la maduracion. Los sintomas de la deficiencia
comienzan generalmente en hojas mas viejas. Se desarrolla un color azulado-
verde a rojizo, que puede dar lugar a tonos de bronce y color rojo. Una
disminucién de la relacion rama / raiz es una caracteristica de la deficiencia de
fésforo (Hodges y Crozier, 1996). Por su parte, a niveles extremadamente altos de
Fosforo pueden causar sintomas de toxicidad, como un borde acuoso en el tejido
foliar, que posteriormente se convierte en necrético y en casos muy graves, la

toxicidad del fésforo puede resultar en la muerte de la planta (Roy et al., 2007).

El potasio es el segundo nutriente mineral mas abundante en las plantas después
del nitr6geno es requerido por las plantas en cantidades aproximadamente iguales
o ligeramente mayores que este. Es 4-6 veces mas abundante que algunos
macronutrientes (P, Ca, Mg y S) y es absorbido en la forma K* (Horneck et al.,
2011). El potasio esta involucrado en el trabajo de mas de 60 enzimas, en la
fotosintesis y el movimiento de sus productos a los 6érganos de almacenamiento
(semillas, tubérculos, raices y frutas), el manejo del agua y la resistencia contra
una serie de plagas, enfermedades y estrés (Escarcha y sequia) (Roy et al.,
2007). Desempefia un papel en la regulacion de la apertura estomatica y, por lo
tanto, en las relaciones de agua internas de las plantas. Como resultado, la
fertilizacion con potasio se asocia frecuentemente con la mejora de la calidad del
cultivo, asi como con mejores propiedades de manejo y almacenamiento (Hodges
y Crozier, 1996).

Los sintomas de deficiencia de potasio se manifiestan en los tejidos mas antiguos

debido a la movilidad del de este nutriente. El sintoma general es la clorosis a lo
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largo del limite de las hojas, seguido de marchitez en las puntas de las hojas. La
zona afectada se contrae a medida que aumenta la gravedad de la deficiencia
(Hodges y Crozier, 1996). Dado que la deficiencia de Potasio puede dar lugar a la
eliminacion de las hojas, reduce la capacidad de la planta para producir hidratos
de carbono y, en ultima instancia, los rendimientos. Las plantas deficientes en
potasio son atrofiadas y desarrollan sistemas de raices pobres. Tales plantas
tienen: crecimiento lento y atrofiado; Tallos débiles; Mayor incidencia de plagas y
enfermedades; bajo rendimiento; Granos arrugados; Y, en general, la mala calidad
de los cultivos. La deficiencia severa provoca defoliacion prematura, retraso en la

madurez y muerte de la planta. (Roy et al., 2007).
1.8 Bioensayos de toxicidad

La evaluacion de riesgo ambiental ha alcanzado, en los dltimos afios, gran
importancia, particularmente debido al gran nimero de contaminantes que son
potencialmente dafiinos y que pueden afectar el funcionamiento de los

ecosistemas (Vighi, 1989).

Los bioensayos de toxicidad son una herramienta utilizada regularmente en paises
desarrollados para evaluar la calidad de los residuos liquidos como complemento
de los tradicionales analisis quimicos (Torres, 2003). Un bioensayo de toxicidad
consiste en la exposicidbn de un conjunto seleccionado de individuos a distintas
concentraciones de una muestra durante un tiempo predeterminado y bajo
condiciones estandarizadas en un laboratorio con el objetivo de cuantificar el
efecto negativo que puede tener la muestra en los individuos bajo analisis
(U.S.EPA, 2012b).

El bioensayo de toxicidad se basa en que los organismos en general presentan
algun grado de respuesta a distintas concentraciones (Torres, 2003), y consiste en
exponer a un grupo de organismos de una determinada especie a un gradiente de
diluciones de una muestra madre durante un tiempo predeterminado y bajo

condiciones estandarizadas en un laboratorio. Esta se manifiesta en distintos
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organos de un individuo. Al aplicarse en plantas esta se puede manifestar: a) Por
reduccion del crecimiento de la planta; b) Enrollamiento foliar; ¢) Manchas; d)
Clorosis; e) Necrosis internerval; y f) Reduccion de la productividad de la planta
(Carmona et al., 2007).

Organizaciones como U.S.EPA recomiendan que los ensayos para el estudio de la
actividad potencialmente toxica de efluentes aplicados en el ambiente se realicen
con plantas superiores (Grant, 1999). Dentro de las ventajas que implica el uso de
plantas superiores para la realizacion de bioensayos destacan su bajo costo y
adquiribles en el mercado, buena correlacion con otros sistemas de prueba, son
muy fiables y generan candidatos para estudios genotoxicos (Aguiar et al., 2016).
En los ensayos con plantas, la germinacién y crecimiento de raiz son las
principales variables para analisis fitotoxico en plantas (Andrade et al., 2010),
debido a que se ha demostrado que la raiz es mas sensible a menores
concentraciones de una sustancia toxica que en la germinacién lo que la hace un
indicador mas sensible para la determinacion de efectos de tipo bioldgico (Torres,
2003).

1.8.1 Bioensayo de germinacion

Es una ensayo estatico de toxicidad en la cual se determina la respuesta de un
organismo vivo ante una sustancia, es decir, permite evaluar el efecto toxico a
nivel del crecimiento radicular y el desarrollo de la semilla a diferentes
concentraciones de los compuestos téxicos (Torres, 2004). Las pruebas de
toxicidad en semillas nos proporcionan datos para cuantificar el efecto toxico y la
contaminacion en las comunidades vegetales que se encuentran cercanas a las
laderas de cuerpos de agua en las que se depositan sustancias ajenas al medio
(Castillo, 2004). El signo visible de que la germinacion esta completa es
generalmente el desarrollo de la radicula a través de las estructuras que rodean al
embrién. Dicho proceso recibe el nombre de germinacién visible (Bewley, 1997).

Puede aplicarse en la evaluacién de la toxicidad de compuestos puros solubles, de
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aguas superficiales, aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas
servidas domesticas e industriales, ademas de lixiviados de suelos, sedimentos o
lodos (Bowers et al., 1997) ademas los bioensayos de este tipo permiten evaluar
la toxicidad de muestras con elevada turbiedad de manera directa y sin necesidad
de filtracion previa, reduciéndose las interferencias debidas al pre-tratamiento y

simplificando el procedimiento de prueba.

Dentro de los ensayos de germinacion se pueden distinguir 4 elementos

principales en la planta que son evaluados:

a) Cotiledon: Hoja u hojas modificadas del embrion o plantula que contienen las
reservas alimenticias almacenadas en la semilla. Estas son formadas en el primer

nédulo o en el extremo superior del hipocotileo (Bonner, 2006)

b) Epicotilo: En la Figura 3 se muestra esta seccion del eje de embrién de una
planta o tallo de una plantula la cual se encuentra ubicada entre los cotiledones y

los brotes primarios.

c) Hipocotilo: Seccion del eje embrionico que esta entre los cotiledones y la
radicula. En las plantulas el tallo juvenil est4 entre los cotiledones y el sistema
radical (Bonner, 2006)

d) Radicula: Porcién del eje de un embrién a partir del cual se desarrolla la raiz
primaria (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de elementos que componen la planta.

La ventaja que provee este tipo de ensayo es su bajo costo econdmico, pues se
puede determinar como la calidad del agua o las concentraciones de ciertos
toxicos pueden afectar o inhibir el desarrollo o germinacion de diversos cultivos a
través de la medida del cotiledén, hipocotileo y el porcentaje de germinacion
(Gutiérrez, 2016). La germinacion es el proceso en el que, mediante absorcién de
agua, se produce la reactivacion del metabolismo del individuo y la iniciacién del

crecimiento del embrion de una semilla (Bidwell, 1990).

Las especies mas utilizadas dentro de las plantas superiores son, el rabanito
(Raphanus sativus) y el trigo (Triticum aestivum) (Bamgbose y Anderson, 2015).

Triticum aestivum es una planta monocotiledonea de la familia de las gramineas,
posee raices fasciculadas, su tallo es cilindrico y ahuecado, ademas de poseer flor
en espiga aplanada (Blasco-Zumeta, 2013). Su crecimiento es de tipo anual y se
caracteriza por obtener el nitrdgeno en forma de ion nitrato pero también en su
forma amoniacal, aunque el déficit de este puede producir resequedad y perdida
de verdor en la planta, asi como también su exceso puede desencadenar una
mayor duracién del estado vegetativo de esta. Por otro lado, Raphanus sativus es
una planta dicotiledénea del conjunto de las hortalizas. Se caracteriza por ser

moderadamente tolerante a la acidez y ademas posee sensibilidad hacia las
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condiciones de salinidad del suelo, con alto contenido de materia organica

(Cornejo, 2011). Emerge en periodos otofio-invernales.

Los bioensayos de germinacion han sido utilizados para conocer la morfologia de
las semillas y los componentes de estas. Rodriguez et al. (2008), presentd
distintas técnicas para evaluar pardmetros de germinacion, desarrollo y evolucién
para distintas especies y asi poder conocer el potencial y valor de siembra.
También se ha utilizado bioensayos de germinacion para determinar el
comportamiento y el funcionamiento de los distintos inhibidores de germinacion

presentes en la corteza de las semillas (Kato et al., 2002).

Por otro lado, se han utilizado para evaluar técnicas de mejoramiento de desarrollo
de las semillas. Asi, Contreras et al. (2006), determinaron el efecto de las
condiciones de temperatura necesarias para la correcta germinacion (Contreras et
al., 2006). Mientras que Mohammadi y Mozafari (2012) demostraron como el
cebado de las semillas permite observar una reduccion considerable en los
efectos de la salinidad del suelo en la germinacion de las semillas. El proceso de
cebado consiste en la inmersién de las semillas en algun tipo de sustancia a fin de

condicionar la respuesta de esta (Mohammadi y Mozafari, 2012).

Los bioensayos de germinacion también han demostrado ser Utiles en la deteccion
de contaminantes y la forma en que estos afectan a las distintas especies. Li et al
(2007) evaluaron el efecto del arsénico (As) en la germinacion y crecimiento de la
planta a nivel morfolégico y de unidades funcionales, determinando como se
obtenian variaciones a nivel de proteinas, enzimas, azucares, acidos y pigmentos.
Un analisis de naturaleza similar fue desarrollado por Lamhamdi et al. (2010) para
el plomo en su forma Pb(NO3)2. Este tipo de investigaciones genera modelos que
podrian permitir la deteccion de compuestos naturales capaces de combatir los
efectos de sustancias toxicas como el plomo (Lamhamdi et al., 2010). También se
han estudiado metaloides solubles como Cu, Mn y Zn presentes en suelos

saturados de asentamientos mineros para evaluar la toxicidad presente en el
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(Bagur-Gonzalez et al., 2010). También se ha estudiado mediante bioensayos la
toxicidad en cuerpos de agua sometidos a altas presiones, mayoritariamente
descargas con alta concentracion de metales en el canal este que desemboca en
el mar de Marmara en Turquia (Askoy et al., 2012). Para terminar también se han
realizado bioensayos para nuevos contaminantes como lo son las drogas
antinflamatorias no-esteroidales (Schmidt y Redshaw, 2014). Se evalué el
crecimiento de las plantas que se ven expuestas al contacto con las descargas de
aguas servidas tratadas a cuerpos de agua asi como el redso de lodos de

tratamiento y de aguas servidas tratadas.
1.8.1.1 Bioensayos de germinacion para evaluar el redso

Los bioensayos han utilizado para determinar el potencial retso en el riego. Para
efluentes provenientes del proceso de molienda de olivos para la produccion de
aceite de oliva. Dicho proceso genera un residual que se compone de agua
vegetal proveniente del fruto, agua de lavado, pulpa y aceite residual. La
proporciéon general es 82-93% agua; 4-16% materia organica (100 g/L DBOs y 200
g/L DQO) y 1-2% minerales (Ben Sassi et al., 2006). El retso de este tipo de se
encuentra limitado por la concentracion de fenoles, el bajo pH (4-5) y la presencia
de acidos grasos téxicos. Sin embargo, debido al contenido de minerales y de
materia organica que posee, puede ser dispuesto en el suelo dependiendo de las
condiciones que posea el terreno receptor(Ben Sassi et al., 2006; Pareskeva et al.,
2007).

El trabajo de Ben Sassi et al., (2006), pretendia evaluar el redso del agua del
proceso de molido de olivos para la produccion de aceite comparando 3 procesos
de molido de olivos (Prensa tradicional, prensa semi-moderna y de proceso
continuo). Como resultado se obtuvo que el efluente residual de procesos
continuos de molienda de olivos mostro en los ensayos, germinacion efectiva en la
concentracion mas baja (100% de germinacién en la concentracion 1/16). Esto

indico que independiente de la tecnologia y el grado de dilucién del efluente, este
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resulta toxico para las plantas lo no permite su reutilizaciéon en el riego. La no
germinacion se asocio a la alta concentracion de fenoles y metales (Zn y Cu)

producida por el bajo contenido de agua en el efluente (Ben Sassi et al., 2006).

Por su parte, Pareskeva et al. (2007), propusieron el aprovechamiento del
efluente del proceso de molienda de olivo, pero esta vez, sometido a tratamiento
mediante separacion fisica (ultra filtracion, nano filtracion y osmosis reversa). Uno
de sus objetivos era contribuir a la implementacion de tecnologias que
permitiesen tratar el residual y obtener subproductos aprovechables, como son los
polifenoles y grasas que ademas resultan ser toxicos para la germinacion de las
plantas (Pareskeva et al., 2007). El mencionado documento procuro evaluar la
toxicidad en las fracciones concentradas y permeables resultantes de los procesos
fisicos implementados (nanofiltracion, ultrafiltracibn y/o osmosis reversa)
obteniéndose, debido a la separacion, que la fraccion concentrada poseia
potencial para la inhibicion de la germinacion (Pareskeva et al., 2007). Por su
parte las fracciones permeables presentaron condiciones Optimas para ser
reutilizadas en el riego ya que el agua tenia un tono claro casi transparente,n 0
generaba ningun tipo de olor y la concentracion de fenoles era muy baja
(reduccion aprox. 99%, concentracion entre 11,2 — 605 mg/L) (Pareskeva et al.,
2007).

También se han implementado bioensayos de germinacion en el analisis del
efecto del uso de aguas residuales de bodega (Industria vitivinicola) en la
germinacién y crecimiento de cultivos comunes con un potencial uso como cortina
vegetal de un vifiedo (Mosse et al., 2010). En dicho proceso, por cada litro de vino
producido se generan en promedio entre 1,6 y 2 litros de aguas residuales
(Fernandez et al., 2007). Dicho residual posee una alta carga organica (DQO =
14600 mg/L), bajo pH (pH = 6) y alta salinidad (CE = 880 uS/cm) lo que en suma
aumenta el riesgo medioambiental (Mosse et al., 2010). Dentro de los compuestos
organicos presentes destacan azucares, acidos organicos (acético, tartarico y

propionico), esteres y polifenoles. En cuanto a los compuestos inorganicos
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destacan los iones de potasio, magnesio, calcio y sodio. Entre los constituyentes,
tanto organicos como inorganicos, los que pueden inducir efecto toxico son los
polifenoles y los iones sodio (Na*) (Malandra et al., 2003). Para su estudio, Mosse
et al. (2010), realizaron dos bioensayos, en un primer ensayo observo que si bien
hubo germinacion esta tardo en darse (aumento del tiempo de germinacion entre
12 y 55%). Esta demora en el desarrollo de la plantula estuvo relacionada con el
aumento de la concentracion de la muestra, con un alto contenido en sales de
sodio (Hidréxido de Sodio = 110mg/L; Tartrato sodico di-basico deshidratado =
350 mg/L y Citrato sodico tribasico deshidratado = 285 mg/L), es decir, a mayor
concentracion mayor tiempo de germinacion. En un segundo ensayo, se obtuvo
que el indice de germinacién vario entre un 50 y 95% conforme se incrementé la
concentracion del residual. Estos resultados permitieron concluir que el residual de
las bodegas (industria vitivinicola) tiene efectos inhibitorios tanto en la germinacion

como en el crecimiento vegetativo (Mosse et al., 2010).
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2 HIPOTESIS

De acuerdo a los indicadores de toxicidad las aguas servidas tratadas mediante
lodos activados poseen un mayor potencial de redso en agricultura que las aguas
servidas tratadas mediante humedales construidos.

3 OBJETIVOS
3.1. General:

- Evaluar el potencial reiso de las aguas servidas en la agricultura tratadas
mediante lodos activados y humedales construidos bajo distintos procesos de

desinfeccién usando indicadores de toxicidad.
3.2. Especificos:

- Evaluar la calidad fisicoquimica y microbiol6gica de las aguas servidas rurales
tratadas mediante lodos activados y humedales construidos sometidas a procesos

de desinfeccion.

- Evaluar la respuesta diferencial en bioindicadores de toxicidad irrigados en
placas con agua proveniente de tratamiento con lodos activados y humedales

construidos.

- Evaluar la respuesta diferencial en bioindicadores de toxicidad irrigados en suelo
con agua proveniente de tratamiento con lodos activados y humedales

construidos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Proceso de tratamiento de agua.
4.1.1. Obtencion del influente

Para llevar a cabo este estudio se utilizé la estacion experimental de humedales
construidos a escala piloto, localizada en la planta de tratamiento de aguas
servidas (PTAS) de la comuna de Hualqui, provincia de Concepciéon, Region del
Biobio (Chile), perteneciente a la Empresa de Servicios Sanitarios del Biobio
ESSBIO.S.A. (36°59°26.93” de la latitud sur, y 72°56’°47.23” de longitud Oeste)
(Figura 4).

Figura 4. Ubicacion de la planta piloto de HFSSH en la PTAS de Hualqui
(36°59'26.93” de la latitud Sur, y 72°56°47.23” de longitud Oeste).

La planta piloto se aliment6 con el influente de aguas servidas extraido desde la
PTAS Hualqui, con una bomba para aguas negras marca Pedrollo modelo

VXm8/35-1. Las aguas servidas se extrajeron a la salida del tratamiento preliminar,
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luego de haber sido pre-tratadas por una camara de rejas (Separacion de 40 mm)

y un desarenador (Lopez et al., 2015).

Por su parte, el influente que alimenta el tratamiento bioloégico aerdbico de cultivo
suspendido por lodos activados mediante aireacion extendida, proviene de un
tratamiento preliminar que se centra en la remocion de solidos gruesos y arenas

gue pudieran generar problemas en etapas posteriores del tratamiento.
4.1.2. Unidades de tratamiento
4.1.2.1. Humedal Construido con flujo Subsuperficial horizontal.

La planta piloto de tratamiento con HFSSH cuenta en su seccion inicial con
sistema de tratamiento primario que se compone de tanque
desarenador/desengrasador de 630 L, una fosa séptica de 1200 L y un tanque de
630 L, que actua como pozo de bombeo, desde el que se entrega el influente a las
6 celdas de HFSSH. Las celdas que componen el HFSSH poseen un area de 4,5
m? cada una y un volumen aproximado de 1,52 m3. El medio de soporte asociado
es gravilla de tamafo entre %” y 1”. Posee un tiempo de retencion hidraulico
(TRH) de 3 a 9 dias. Dos de las celdas estan plantadas con la especie de
macréfitas Phragmites australis, dos estan plantadas con la especie
Schoenoplectus californicus, mientras que una celda se encuentra plantada con la
especie Cyperus papyrus y la dltima celda cuenta con las especies Cyperus

papyrus y Zantedeschia aethiopica.

4.1.2.2. Tratamiento biolégico aerdbico de cultivo suspendido por lodos

activados mediante aireacion extendida

Esta unidad de tratamiento se divide en 3 secciones. Primero se encuentra el
selector biolégico, el cual es alimentado por la confluencia del efluente del
tratamiento preliminar y la recirculacion de lodos, y cuya finalidad es mitigar la

aparicion de bacterias filamentosas, lo que se logra mediante un tanque de base
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circular de hormigon armado que ademas cuenta con dos sistemas de agitacion. A
continuacion esta el estanque de aireacion, en el que se lleva a cabo la
biodegradacion de la materia organica, y que se compone de un dique excavado
en tierra, impermeabilizado con geomembrana de Polietileno de alta densidad
(HDPE por sus siglas en ingles) de 1,5 mm de espesor, rodeado por un muro
perimetral de hormigdn, un sistema de aireacion por difusion, lo que evita la
generacion de aerosoles y ruidos molestos al entorno, y ademas 2 agitadores de
eje horizontal. Finalmente, se encuentra el sedimentador secundario, que consta
de una base circular de hormigdon armado junto con un puente barredor de traccion
perimetral que actia tanto en los lodos de fondo como en las espumas

superficiales.
4.2. Proceso de desinfeccion
4.2.1. Desinfeccién mediante el uso de Cloro

Para la realizacion de la desinfeccion por cloro, se utiliz6 un reactor batch (500
mL) con el efluente procedente de los HFSSH. El efluente sera agitado (Agitador
Magnético VELP Scientifica), para luego aplicar la solucién de hipoclorito de sodio

(NaOCl) a 50 g/L, para obtener una dosis de cloracién de 200 mg-min/L (Figura 5).

BN

—

Figura 5. Sistema de desinfeccion con cloro (Acevedo, 2015)
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De acuerdo a la dosis anterior, se obtuvieron efluentes con carga de patdégenos
menores a 2 NMP coliformes fecales/100mL, segun lo determinado por Acevedo,
(2015).

4.2.2. Desinfeccion mediante el uso de UV

Para el proceso de desinfeccibn mediante UV se utilizo un sistema batch
conformado por una camara UV cerrada (Phillips home-Solaria). Las muestras
fueron dispuestas en una placa Petri de vidrio (200 mL) al interior de dicha
camara. La irradiacion fue aplicada por 4 lamparas UVC (A = 254 nm) de 8W
(Phillips-TUV) a una distancia de 25 cm de la muestra para obtener una intensidad

por tiempo de contacto de 12,5 mW-min/cm? (Acevedo, 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Sistema de desinfeccion con luz ultravioleta (Acevedo, 2015)
4.3. Bioensayos de toxicidad
4.3.1. Bioensayos en placas

Para los ensayos de germinacién en placa se utilizaron semillas de Raphanus
sativus y Triticum aestivum (Semillas corrientes desinfectadas, ANASAC Jardin)
(Figura 7.). Se usaron 10 réplicas de cada especie. Las semillas fueron dispuestas
en placas Petri (MiniPlast Ein-Shemer, 90x55 mm) con papel filtro (Whatman).
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Cada placa fue irrigada con 5 ml de efluente (HFSSH-UV, HFSS-CI, Tratamiento
de Lodos activados-UV y Tratamiento de Lodos activados-Cl) en distintas
diluciones (100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%). Posteriormente, las placas fueron
instaladas en una cdmara de incubacién a temperatura (22°C) y luz constante
(fluorescente de 18 watts) durante un periodo de 144 horas (6 dias). Se realizaron
mediciones diarias asociadas a la germinacion. Al final del ensayo (144 horas) se
procedio al recuento final de individuos germinados (N°), ademas de la medicion

de la longitud radicular (cm) (Villamar et al., 2015).

Figura 7. Semillas de a) Raphanus sativus y b) Triticum aestivum
4.3.2. Bioensayos en suelo

Los ensayos de germinacién en suelo artificial consistieron en plantar muestras
homogéneas (en peso y tamafio) de semillas de rabanito y trigo (Raphanus sativus
y Triticum aestivum, respectivamente) en suelo artificial. La composicion del suelo
artificial corresponde a una proporcion de 20 % de arcilla de caolin, 10 % de turba,
70 % de arena de acuerdo a Mancebo et al. (2008). Se utilizaron 300 g de suelo
artificial en recipientes de plastico (PS-6) de un litro. En cada recipiente se

sembraron 30 semillas (de cada especie) distribuidas segregadamente por
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especie y se irrigaron con 100-200 mL de muestra (blanco y concentraciones
100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%), para finalmente medir la germinacion
transcurridas 336 horas (14 dias) (OECD, 1984). Al termino del ensayo (336
horas) se procedid al conteo de ejemplares germinados (N°), la extraccion de los

individuos germinados para medicion de longitud radicular y del epicotilo (cm).
4.4. Metodologia para el andlisis de datos

En base a las mediciones y conteos hechos se obtuvo un set de datos para cada
tipo de semilla, cada tipo desinfeccion y cada tipo de tratamiento. EI niumero de
germinacion total permitio obtener el porcentaje de inhibiciébn de germinaciéon (PGI)

el cual se determin6 en base a:

PGI—G S><100
T GC

Doénde, GC fue la germinacion en el control y GS fue la germinacion en la muestra.
Por otro lado se puedo determinar de elongacion del epicotilo por medio de la
siguiente ecuacion:

C—ES

E
PEE = ————x 100
46,

Donde, EC es la elongacion detectada en el control y ES la elongacion detectada
en la muestra. Para ambos, un resultado positivo indico inhibicion, tanto de la
germinaciéon como de la elongacion del epicotilo, mientras que un resultado

negativo indico que no se presento inhibicion.

En cuanto al indice de germinacién (IG), este se determiné mediante la relacion
entre el porcentaje de germinacion relativo (PGR) y el crecimiento de la radicula

relativo (CRR) segun la metodologia descrita por Tiquia (2000).

- PGR X CRR
N 100
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Para determinar el porcentaje de germinacion relativo se utilizé la siguiente

ecuacion:

Donde NSGM corresponde al numero de semillas germinadas en la muestra y el
NSGC es el numero de semillas germinadas en el control. Para determinar el

crecimiento relativo de la radicula se utilizo la siguiente ecuacion:
CRR ERM 100
=——X
ERC

Donde ERM es la elongacion de la radicula en la muestras, mientras que el ERC

es la elongacién de la radicula en el control.

Para el IG, valores = 80% indicaron que no hay sustancias tdxicas o estdn en muy
baja concentracion; el IG < 50% es indicador de que hay una fuerte presencia de
sustancias toxicas y si se obtiene un valor entre 50% y 80% se interpretaria como

la presencia moderada de estas sustancias (Zucconi et al., 1981).
4.5. Métodos analiticos
4.5.1. Parametros fisicoquimicos

a) pH, temperatura y conductividad eléctrica: Se utilizé un medidor multiparametro
portatil OAKTON (PC650-480485).

b) Oxigeno Disuelto (OD): Para determinarlo se utiliz6 un equipo portéatil (HANNA
OXI 330i/set HI 9146-04).

c) Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): Sera determinada mediante el método
colorimétrico de reflujo cerrado 5220-D del Standard Methods (APHA, 2005) a
600 nm, a través del equipo Thermo Spectronic, modelo Genesys 10 UV,

después de 2 horas de digestién a temperatura 150°C.
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d) Demanda Biolégica de Oxigeno (DBOs): Serad determinada mediante la
demanda biologica de oxigeno en 5 dias (DBOs) por medio de la metodologia
Winkler, luego de 5 dias de incubacion a 20°C.

e) Solidos Suspendidos Totales: Se determinaran a partir del método 2540-D del
Standard Methods (APHA, 2005).

f) Amonio (N-NH4"): Sera determinado mediante el método del fenol (4500-NHa4*)
indicado en el Standard Methods (APHA, 2005) el cual sera sometido a analisis
absorbancia a 640 nm.

g) Nitrégeno y Fosforo Totales: Se realizara la medicion de sus concentraciones
mediante kits especificos de Spectrocuant NOVA-60, de Merck. Para las
concentraciones de NT se utilizara el kit de cddigo 1.00613.0001 que detecta
concentraciones entre 0,5y 15,0 (mg N/I). Para determinar las concentraciones
de PT se empleara el kit de cédigo 1.14729.0001, que registra valores entre 0,5
y 25,0 (mg P/).

h) Cloro libre y Cloro total: Se midieron a través del método dietil-p-fenilen-
diamina (DPD) con ayuda de un colorimetro portatii marca HACH, modelo
DR/890.

4.5.2. Patdgenos

Los coliformes fecales y totales fueron determinados a través de la técnica de
tubos multiples mediante el nUmero méas probable (NMP), segun lo indicado en el
Standard Methods 9221-TC (APHA, 2005) y la Norma Chilena 2313/22 (Instituto
de normalizacién, 1995). La técnica de NMP se compone de dos etapas. Una
prueba presuntiva y una prueba confirmativa. En la prueba presuntiva se utilizan
tubos de cultivo que en su interior contienen el medio de cultivo Lauril Sulfato
Triptosa (LST) y una campana Durham. Para la prueba, se utilizan 15 tubos de
cultivo por muestra, debido a que son 3 diluciones que constan de 5 réplicas por
cada dilucién. Antes de efectuar los cultivos, la botella con la muestra y las
diluciones, deben ser agitadas vigorosamente. Posteriormente, las muestras se

inoculan en cada tubo de acuerdo a las diluciones seleccionadas y se incuban a
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una temperatura de 35 °C durante 24 - 48 horas. Después de 24 horas de
incubacion efectuar una primera lectura para observar si hay tubos positivos, lo
que se determina por aparicion de turbidez o produccion de gas en la campana.
Después de 48 + 2h a partir de la inoculacién, se hace la lectura final. De los tubos
gue en esta lectura den positivos, se procede a hacer las pruebas confirmativas
para coliformes totales y coliformes fecales. En la prueba confirmativa para
coliformes totales, se toman desde los tubos positivos, una a dos asadas las que
se depositan en tubos caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (BVB). Luego, se
incuban durante 48 £ 3 h a 35 £ 0,5 °C. Dentro de 48 = 3 h constituye un ensayo
confirmativo positivo. Para la prueba confirmativa de coliformes fecales, se toman
desde los tubos positivos, una azada la que se deposita en tubos de fermentacion
con caldo EC. Se incuba en bafio termoregulado durante 24 horas a 44 + 0,5 °C,

para luego observar presencia de turbidez y gas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.

Caracterizacion de la calidad fisicoquimica y microbiolégica de las

aguas servidas rurales tratadas mediante LA y HFSSH sometidas a

procesos de desinfeccion.

La Tabla 5 presenta la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del efluente

de HFSSH el cual fue sometido a dos tipos de desinfeccion (cloracion e irradiacion

uv).

Tabla 5. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del efluente de HFSSH

sometido a cloracion e irradiacion UV.

Sistema de tratamiento

HFSSH-CL HFSSH-UV
Parametros Unidades
Rango Rango
Promedio Promedio
Minimo Maximo Minimo Maximo
DQO (mg/L) 129,36 150,19 142,56 + 11,48 131,89 170,70 148,40 = 20,04
DBOs (mg/L) 21,00 27,00 24,00 = 4,24 24,00 30,00 27,00 £ 4,24
NT (mg/L) 73,00 79,00 77,00 + 3,46 74,00 94,00 83,33 + 10,07
N-NOs” (mg/L) <L/D <L/D <L/D <L/D <L/D <L/D
N-NH4* (mg/L) 4,26 73,02 47,46 + 37,62 62,60 89,10 75,81 + 13,25
NTK (mg/L) 16,11 96,43 64,62 + 42,68 83,22 99,46 91,34 + 11,48
PT (mg/L) 11,50 13,10 12,40 + 0,82 11,50 14,30 13,00 + 1,41
P-POs (mg/L) 4,42 12,87 9,80 + 4,68 8,75 13,01 10,87 + 2,13
SST (mglL) 1,00 25,25 10,64 + 12,87 486 17,69 11,60 + 6,44
SSV (mg/L) 1,00 25,25 10,64 + 12,87 4,86 17,69 11,60 + 6,44
CF (NMP/100mL) <L/D <L/D <L/D <L/D <L/D <L/D
Cloro Libre (mg/L) 0,96 3,24 2,15 + 1,14 N/D N/D N/D
Cloro Total (mg/L) 2,98 4,72 3,69 £ 0,91 N/D N/D N/D
Conductividad (us/cm) 1251,00 1306,00 1278,50 + 38,89 1224,00 1321,00 1272,50 = 68,59
pH 7,81 8,72 8,27 = 0,64 7,69 8,23 7,96 + 0,38
oD (mg/L) 6,90 7,70 7,30 + 0,57 5,70 6,60 6,15 + 0,64
Temperatura (°C) 0,03 19,90 9,61 + 9,96 0,02 19,90 9,61 + 9,96

<L/D: Bajo el limite de deteccion; N/D: No determinado.
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En lo que respecta a la materia organica, se evidencio que la DBOs, vario en
promedio un 13%, y las concentraciones fluctuaron entre 24,00 = 4,24 mg/L
(HFSSH-CI) y 27,00 # 4,24 mg/L (HFSSH-UV).

Las concentraciones de DBOs fueron superiores (20% y 35% para HFSSH-CI y
HFSSH-UV, respectivamente) a las descritas por Garcia et al. (2004) y Brix et al.
(2007) (< 20 mg/L) quienes describieron el tratamiento secundario con HFSSH,
luego de someter los influentes a procesos de filtrado y sedimentacion; y dentro de

los rangos obtenidos por Vera et al. 2011 (10,0 — 55,0 mg/L).

Mientras que la DQO presentd una variacion menor a un 4% entre los distintos
mecanismos de desinfeccidén aplicados. Las concentraciones de DQO fueron en
promedio 142,56 + 11,48 mg/L (HFSSH-CI) y 148,40 + 20,04 mg/L (HFSSH-UV).
Dichas concentraciones difieren entre un 7,2% y un 11,6%, respectivamente con
las descritas por Vymazal (2000), para los que se presenta una variacion de 35,7-
133 mg/L.

Por su parte, los solidos suspendidos totales de las muestras obtenidas en los
humedales para ambos tipos de desinfeccion, presentan una variacién promedio
en las concentraciones de un 9% (10,64 + 12,87 mg/L para HFSSH-Cl y 11,60 +
6,44 mg/L para HFSSH-UV). Dichas concentraciones se encuentran dentro de los

limites descritos por Vymazal et al., 2008 (< 20 mg/L).

En lo que respecta a nutrientes, desde la Tabla 5 se extrae que la mayor variacion
entre los tipos de desinfeccién para sistemas de HFSSH se evidenci6é para el N-
NHa* (60%) y N-NTK (41%). Ademas, menores concentraciones de N-NHs* en la
muestra desinfectada con cloro (47,76 + 37,2 mg/L) pueden estar dadas por la
formacion de cloraminas producto de la reaccion entre el nitrégeno amoniacal y el
HOCI (acido hipocloroso) el cual desencadena la formacion de monocloraminas
(NH2Cl) las cuales se forman a una tasa equivalente a un promedio de 0,15 mol de
cloraminas orgéanicas producidas por mol de cloro utilizado. Sucesivamente por

accion de HOCI pasan a dicloraminas (NHCI2) para luego formar tricloruro de
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nitrogeno (Lee y Westerhoff, 2009). A pesar de dicha variacion ambos
concentraciones de N-NH4" se encuentran dentro del intervalo 40 -100 mg/L

descrito por Rojas et al. (2013).

Por su parte, las concentraciones detectadas de N-NOs™ no superaron el limite de
deteccion (<0,5 mg/L). Esto se debe a que el proceso de nitrificacion, por medio
del cual se forma el nitrato, no se lleva a cabo debido a las condiciones
anaerobicas (potencial redox <300 mV) del sistema debido a la falta de oxigeno en
el lecho de filtracion como consecuencia de las condiciones de inundacion

permanente (Vymazal, 2007).

En cuanto al fésforo, mantuvo concentraciones similares en las distintas muestras
con una variacion de un 5% (fésforo Total). Las concentraciones de fésforo total
obtenidas son cercanas (HFSSH-CI: 12,4 mg/L; HFSSH-UV: 13,0 mg/L) a los
rangos reportados en otras investigaciones (1,5-9,3 mg/L) (Zhang et al., 2014;
Ahmed et al., 2008). El fésforo fue detectado en un 79% para HFSSH-Cl y un 83%
para HFSSH-UV en la forma P-POa4, con respecto a PT, presentando variaciones
maximas en promedio entre los distintos mecanismos de desinfeccion de un 10%.
A su vez, las concentraciones de P-PO4 presentaron una variacion entre un 35% y
un 28% (HFSSH-CI: 9,80 mg/L; HFSSH-UV: 10,87 mg/L) a las concentraciones
descritas por Nyakang'o y van Bruggen (1999) (15 mg/L). Finalmente, ambos
mecanismos de desinfeccién, tanto irradiacion UV como cloracion, lograron la
desinfeccién del efluente, no presentandose resultados positivos en la prueba
presuntiva de la técnica para la determinacién de coliformes totales (<1,8
NMP/100 mL).

La Tabla 6 presenta la caracterizacion para el efluente de tratamiento
convencional (Lodos Activados con aireacion extendida) sometido a mecanismos

de desinfeccién (Cloracion e Irradiacion UV).

Las concentraciones obtenidas de materia organica presentan diferencias de un
28% en la DQO entre LA-CL (79,35 + 2,90 mg/L) y LA-UV (81.01 + 5,05 mg/L).
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Esta variacion puede atribuirse al efecto oxidante del agente desinfectante (NaOCI

o cloro comercial) el cual ha reportado reducciones en la DQO que varian entre un

33-55% (Aslam et al., 2004). Dichas concentraciones ademas varian entre un 20 a

un 30% (19-63 mg/L) respecto al rango descrito por Helmreich et al. (2000) para

sistemas de tratamiento de reactores discontinuos con lodos activados con cargas
de DQO en influente entre 300-750 mg/L para poblaciones de entre 400 a 2500

habitantes.

Tabla 6. Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del efluente de tratamiento

con lodos activados sometido a cloracién e irradiacion UV.

Sistema de tratamiento

LA-CL LA-UV
Pardmetros Unidades
Rango Rango
Promedio Promedio
Minimo Maximo Minimo Maximo
DQO (mg/L) 77,30 81,40 79,35 + 2,90 77,45 84,56 81,01 = 5,05
DBOs (mglL) 5,00 54,00 24,67 + 25,89 5,00 51,00 23,67 = 24,19
NT (mg/L) 3,90 15,40 7,87 + 6,53 4,00 15,50 8,20 + 6,35
N-NOs” (mg/L) 0,40 2,50 1,20 + 1,14 0,90 2,10 1,33 + 0,67
N-NH4* (mg/L) 1,12 8,45 4,18 + 7,24 0,92 7,07 3,54 + 6,03
NTK (mg/L) 0,17 13,10 4,76 + 3,81 0,42 11,62 4,72 + 3,17
PT (mg/L) 5,10 7,10 6,30 + 1,06 5,10 6,80 6,20 + 0,95
P-PO4 (mg/L) 3,26 6,49 473 + 1,64 3,08 6,66 501 + 1,81
SST (mg/L) 4,10 9,68 6,19 + 3,04 2,97 11,38 6,31 + 4,46
SSV (mg/L) 4,10 9,68 6,19 + 3,04 2,97 11,38 6,31 + 4,46
Coliformes (NMP/100
<L/D <L/D <L/D <L/D <L/D <L/D
fecales mL)
Cloro Libre (mg/L) 3,60 5,08 4,20 + 0,78 N/D N/D N/D
Cloro Total (mg/L) 5,20 11,80 8,63 + 3,31 N/D N/D N/D
Conductividad  (us/cm) 639,10 703,40 671,2 + 4547 603,10 687,80 645,4 + 59,89
pH 7,33 7,67 7,50 + 0,24 7,16 7,64 7,40 + 0,34
oD (mg/L) 7,19 7,50 7,35 + 0,22 7,13 7,20 7,17 + 0,05
Temperatura (°C) 7,20 19,40 13,30 + 8,63 7,30 20,20 13,75 £+ 9,12

<L/D: Bajo limite de deteccion; N/D: No determinado
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La variacion entre las concentraciones para DBOs en las muestras LA-Cl y LA-UV
fueron menores al 4%. Dichas concentraciones mostraron variaciones de un 25%

con respecto a los intervalos descritos por Lopez et al. (2006) (6-18 mg/L).

Por otra parte, en los SST existe una baja variacion (2%) entre las
concentraciones de LA-Cl y LA-UV. Al igual que en los HFSSH, los sélidos
suspendidos volatiles corresponden a la totalidad de los SST (6,19+3,04 y
6,31+4,46 mg/L para LA-Cl y LA-UV, respectivamente). Estudios indican que la
eliminacién de SST para la tecnologia de lodos activados alcanza eficiencias de
entre un 70-90% obteniéndose concentraciones que se encuentran entre 4,56-
47,12 mg/L y dicha eliminacion se lleva a cabo en la etapa de sedimentacion de
los lodos (Sharafi et al.,, 2012; Sukumaran et al., 2015). Las eficiencias de
eliminacién para SST, se encuentran determinadas por las caracteristicas del
influente a tratar (concentraciones) y las caracteristicas de funcionamiento de la
planta, como tiempos de retencion, edad del lodo y eficiencia en la floculacion

sedimentacion del lodo (Sharafi et al., 2012).

Respecto a los nutrientes, las concentraciones detectadas de nitrogeno, en sus
distintas formas (NT, N-NOs", N-NH4*, NTK), varian entre un 1 y un 18%, entre LA-
UV y LA-Cl. La variacion mas alta (18%) se observd para N-NTK donde se
obtuvieron concentraciones de 4,18+3,81 y 3,54+3,17 mg/L para LA-Cl y LA-UV,
respectivamente. Las concentraciones de nitrdgeno obtenidas en esta
investigacién se encuentran dentro de los rangos descritos por Carey y Migliaccio
(2009) (NT: 15-35 mg/L; N-NH4*: 1-10 mg/L) para el efluente de un tratamiento de
lodos activados con sistema de remocion de nutrientes por nitrificacion. Por otro
lado, las concentraciones de fosforo total detectada se encuentra (para ambas
muestras) dentro del rango 1-10 mg/L descrito por Carey y Migliaccio (2009). Por
su parte, el fésforo se encuentra en la forma P-POa4, en un 75 y 80% para LA-Cl y
LA-UV, respectivamente.
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En cuanto a la comparaciéon de las dos tecnologias de tratamiento (HFSSH y LA)
descritas en la Tabla 5 y Tabla 6, se observa que las mayores diferencias entre las
concentraciones de los efluentes HFSSH y LA, se dieron a nivel de eliminacién de
nutrientes (NT, N-NOs, NTK, N-NH4*, PT y P-POa4), con variaciones que oscilan
entre un 50-95%. Para los lodos activados se han establecido eficiencias entre un
20-25 % para NT (Adonadaga, 2014), mientras que para HFSSH existen registros
de eficiencias entre 10-70% (Zhang et al.,, 2014). Una menor eficiencia de
eliminacion de nitrégeno en el HFSSH pudo deberse a las condiciones
anaeroébicas del sistema (potencial redox <300 mV), las cuales no permiten que se
lleve a cabo la nitrificacion, proceso esencial en la eliminacion de nitrégeno
(Vymazal, 2005). Por su parte, las menores concentraciones de nitrdgeno
detectadas en el efluente LA (para ambos procesos de desinfeccién) puede
explicarse basandose en que a temperaturas calidas (20-30°C) existe una mayor
eficiencia en la eliminacion de nutrientes (90% para NTK y N-NH4*), debido a un
aumento en la actividad microbiana con la temperatura (Tandukar et al., 2007), lo
que concuerda con las mediciones de temperatura promedio para el intervalo
Noviembre-Enero, en la zona de muestreo. Otro factor que puede influir en las
eficiencias de eliminacion son las caracteristicas de las aguas servidas. Mara y
Horan, (2003) determinaron que este factor puede variar las concentraciones entre
60-80%, debido a que las aguas servidas domesticas estan sometidas a
variaciones tanto en el flujo como también en las concentraciones de materia
organica (500-1600 mg/L) y nutrientes (NT: 39-84 mg/L; PT: 2-14 mg/L) (Oliveira,
2006). Sin embargo, las tecnologias utilizadas fueron alimentadas por un mismo
influente, razén por la cual, las eficiencias de eliminacion logradas se encuentran
mayormente relacionadas con la operacibn y no con las caracteristicas del

influente.

A nivel microbiolégico, se observa (Tabla 5. y Tabla 6.) que se logré la
inactivaciéon de los agentes patégenos con una reduccion de los coliformes fecales

a concentraciones inferiores a 1,8 NMP/100mL. Dichos resultados, presentaron
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diferencias respecto a los resultados obtenidos por Acevedo (2015) quien utilizo
una dosis de 200 mg-min/L de Cloro comercial, obteniendo 2 NMP/100 mL; y 12,5
mW-min/cm? de intensidad por tiempo de contacto de exposiciéon UV, obteniendo
7,8 NMP/100 mL, ambas aplicadas a un efluente de HFSSH. Las diferencias entre
los resultados obtenidos en esta investigacion y los de Acevedo (2015) (10% vy
76% de diferencia para desinfeccion por cloracibn e irradiacion UV,
respectivamente) pueden estar dadas por las caracteristicas variables del influente
del humedal, los episodios de rebrote de agentes patdgenos que pueden darse en
el humedal y las actividades de animales (Wu et al., 2016). Ademas, la eliminacién
puede verse afectada con parametros operacionales como el tiempo de retencion
hidraulico, pues se ha establecido que en algunos casos en intervalos de 48 horas
se han generado rebrotes de patdégenos; la vegetacion y la variacion estacional,
pues la temperatura y la intensidad solar inciden en el comportamiento bacteriano
(Wu et al., 2016). Relacionado con estas variables se han descrito eficiencias de
eliminacion para patdégenos entre 65-99% con la configuracion HFSSH (Weber y
Legge, 2008).

Por su parte, la desinfeccion por parte de LA-CL también fue efectiva (Tabla 5 y
Tabla 6), es decir, no se detectaron concentraciones de coliformes. Lo anterior,
concuerda con las eficiencias asociadas al desinfectante descritas por Farooq et
al. (2007) (~99%), con concentraciones de salida de coliformes fecales e un rango
de 1,1-23,0 NMP/100 mL, para un efluente desinfectado con concentraciones de
cloro residual entre 0,1-2,1 mg/L. Por otro lado, en cuanto a la inactivacién de
patdgenos por irradiacion UV, esta fue igualmente efectiva que la cloracién antes
mencionada. Dichos resultados si bien concuerdan con otras investigaciones
(Mezzanotte et al., 2007), en las que se alcanzaron eficiencias de casi un 100% a
intensidades similares (10-20 mW-min/cm?), sin embargo, esta puede ser una
sobre estimacion de la efectividad de los mecanismos de desinfeccion utilizados
debido a las bajas concentraciones de patégenos en los influentes tratados (Dizer

et al., 1993). Esta reduccion en la concentracion de patdogenos puede estar dada
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por el aporte de los sistemas de lodos activados en la eliminacion de patdgenos la
cual se lleva acabo principalmente por adsorcion en el lodo activado y
posteriormente por precipitacion en la etapa de sedimentacién de los lodos
(Omura et al., 1989; Tapia, 2012).

5.1.1.Comparacion de la caracterizacion de efluentes HFSSH y LA, respecto

a la bibliografia relacionada al relso de aguas servidas tratadas.

Considerando los resultados obtenidos de las caracterizaciones, fisicoquimicas
como microbioldgicas, presentados en la Tabla 5 y Tabla 6, se pudo realizar una
comparaciéon entre las concentraciones presentes y las descritas por distintas

normativas como adecuadas para aguas utilizables en relso agricola.

En la Tabla 7 se describen los valores presentados por la U.S. EPA (2012a) para

reuso en el riego de cultivos.

Tabla 7. Caracteristicas de la calidad del agua para diferentes opciones de relso

en riego agricola

Categoria de reliso Caracteristicas del agua

pH=6,0-9,0
DBOs < 10 mg/L
Turbidez £ 2 NTU
Coliformes fecales no detectables
Cloro residual = 1 mg/L

Cultivos consumibles de manera
directa

pH=6,0-9,0
DBOs < 30 mg/L
Cultivo consumibles procesados y SST < 30 mg/L
cultivos no consumibles Coliformes fecales < 200 coliformes/100
mL
Cloro residual = 1 mg/L
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Adaptado de U.S.EPA (2012a)

En base a lo expuesto en la Tabla 7, considerando los datos de la Tabla 5
podemos afirmar que ambos efluentes (HFSSH-ClI y HFSSH-UV) pueden ser
utilizados en para el riego de cultivos que se consumen procesados 0 que no se
consumen. Esto se debe a que, si bien el pH se encuentra en el rango 6.0-9.0, la
DBOs (24,00 mg/L y 27,00 mg/L para HFSSH-Cl y HFSSH-UV, respectivamente)
se encuentra por sobre el limite que se describe para la primera categoria de
reuso (£ 10 mg/L). En el caso de los Coliformes, no se puede indicar que los
resultados obtenidos entren en la categoria de no detectables indicada en la tabla
7 pues el limite de deteccion del método utilizado para determinar la presencia de
Coliformes fecales es 1,8 NMP/100mL lo que solo nos permite afirmar que la

concentracion de coliformes es inferior a este valor (APHA et al., 1998).

Solo el cloro residual excede los requisitos para un potencial reuso del efluente,
debido a que el valor obtenido (2,15 mg/L) es un 115% superior al indicado por
U.S.EPA (2012a) (1 mg/L). En altas concentraciones (>100 mg/L) se ha
evidenciado que el cloro libre puede ser toxico para las plantas, reduciendo su
crecimiento (reduccion de elongacion de epicotilo de un 50%) e incluso puede
resultar letal para la planta dependiendo en su sensibilidad a la actividad i6nica
(Ibrahim et al., 2015). Esta concentracién puede reducirse utilizando una menor
concentracion de desinfectante o bien implementando sistemas de decloracion
(EPA, 1999). Este problema no se ve en el efluente desinfectado mediante
irradiacion UV, en cual las concentraciones obtenidas también lo hacen apto para
el rediso en cultivos que se consumen procesados 0 que no se consumen. Debido
a que la mayoria de bacterias y levaduras son capaces de reparar dafios UV en

sus acidos nucleicos (Sommer et al., 2000), la principal preocupacion asociada al

73



uso de irradiacion UV es la reparacion o reactivacion de los microorganismos
conocida como fotoreactivacion o bien si se da en condiciones de oscuridad
“reparacion oscura” (EPA, 1999). En cuanto a la fotoreactivacion, se ha indicado
que a tiempos de exposicion luminica de 120 minutos se logra una reduccion de la
efectividad de la inactivacion de patégenos del orden de 3 unidades logaritmicas
(Sommer et al., 2000), desde una eficiencia inicial de 6 unidades logaritmicas,
logradas mediante la aplicacién de irradiacién UV con intensidades que oscilaron
entre los 12 J/m? y 125 J/m? Para la reparaciéon oscura, no se obtuvieron

resultados de reactivacion luego de 48 horas de oscuridad (Sommer et al., 2000).

De igual modo, las caracteristicas de los efluentes descritos en la Tabla 6 cumplen
con la categoria de retso en cultivos consumibles procesados y no consumibles.
Sin embargo, la muestra LA-CI presenté una concentracién de cloro (4,20 mg/L)

que supera en un 300% la concentracion de cloro permitida (Tabla 7).

A nivel nacional, si bien, se carece de una normativa netamente enfocada en el
redso, se tiene la Norma Chilena 1333, la cual especifica requisitos de la calidad
del agua para diferentes usos y que para el caso del riego se resumen en la Tabla
8.

Tabla 8. Caracteristicas de calidad de agua para uso en riego agricola

Parametro Valor
pH 55-9,0
Conductividad < 750 uS/cm
Solidos suspendidos <500 mg/L
: <1000 NMP / 100
Coliformes fecales mL

Adaptado de Norma Chilena 1333. INN (1978).

Para el efluente de HFSSH (Tabla 5), se observa que se supera en un 70% el
indicador de conductividad (1278,50 + 38,89 para HFSSH-Cl y 1272,50 + 68,59
para HFSSH-UV) por lo que se considera que el efluente puede tener efectos
perjudiciales en plantas sensibles (conductividades mayores a 750 uS/cm) (INN,
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1978). La conductividad es indicador de la salinidad de las aguas. Un problema
relacionado con la salinidad se produce cuando se genera un aumento en la
salinidad de los suelos, lo que produce reducciones en la germinacion y el
desarrollo de las especies regadas (Marchese et al., 2008). De acuerdo a Abrol et
al. (1988), la utilizacion de agua con conductividades superiores a 2000 pS/cm
mediante riego por goteo generd un aumento en la conductividad del suelo de
6000 pS/cm (100 dias desde la siembra), lo que afecto el desarrollo y
productividad de los cultivos adversamente (Abrol et al., 1988); a nivel de brotes
se observo una reduccion en el peso seco de entre 25-30% (100 dias después de
la siembra); mientras que a nivel de fruto el peso seco de este se redujo en casi
0,5 g (100 dias después de la siembra) (Marchese et al., 2008). No obstante, bajas
concentraciones pueden afectar la capacidad de infiltracién de los terrenos por lo

gue se hace importante que la salinidad este en equilibrio (Grattan, 2002).

Por su parte, el efluente de tratamiento secundario con lodos activados (Tabla 6),
para los parametros indicados presento resultados de 7,50; 671,25 uS/cm; 6,19
mg/L para LA-Cly 7,40; 645,45 uS/cm; 6,31 mg/L para LA-UV (pH, Conductividad
y SST, respectivamente) lo que nos indica que dichos efluentes si podrian ser
utilizados en el riego. Sin embargo, esta comparacion es solo tedrica pues como

ya se menciond, en nuestro pais no existe normativa asociada al reuso.

5.2. Evaluacion de la respuesta diferencial en bioindicadores de toxicidad
irrigados en placas proveniente de LA y HFSSH, sometida a procesos
de desinfeccidn.

5.2.1. Parametros morfolégicos

La Figura 8, muestra el crecimiento del epicotilo para el bioensayo realizado en
placas utilizando la especie Raphanus Sativus para las distintas muestras de

efluente.
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El crecimiento del epicotilo observado en las placas irrigadas con efluente de LA-
UV y LA-CI presento un aumento directamente proporcional a la concentracion del
efluente aplicado (Figura 8a y 8b). Si bien los promedios de crecimiento de
epicotilo a la maxima concentracion para ambos efluentes (LA-UV y LA-CI) fueron
mayores (36-57%, respectivamente), respecto al control (1,66 cm), no existidé una
variacion significativa en las distintas concentraciones con respecto al control (p >
0,05).
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Figura 8. Crecimiento del epicotilo para Raphanus Sativus irrigado en placas con:
a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-
Cl.

Las semillas irrigadas con la muestra LA-Cl (concentracion 100 %) alcanzaron un

valor promedio de 2,62 cm, 16% superior al registrado para la muestra
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desinfectada por irradiacion UV (2,26 cm) a igual concentracion. Esta diferencia
puede relacionarse con la presencia de cloro. Debido a que este agente oxidante
afecta las comunidades microbianas presentes en la semilla que actian como
inhibidores tanto de la germinacion y crecimiento (Hong et al., 2003). Ibrahim et al.
(2015), describié un crecimiento superior (9-12%) al control en el epicotilo a bajas

concentraciones de cloro libre (0,5-1,0 mg/L).

Los resultados obtenidos en las placas irrigadas con el efluente de HFSSH (Figura
8c y 8d) presentaron variaciones significativas (p < 0,05) entre las especies
irrigadas con la concentracion 6,25% (HFSSH-UV= 1.5 cm; HFSSH-CI= 1.7 cm) y
las irrigadas a la concentracién 100% (HFSSH-UV= 2.6 cm; HFSSH-Cl= 2.7).
Dichas variaciones fueron de un 73% en la muestra HFSSH-UV y 59% en la
muestra HFSSH-CI. Este incremento en el desarrollo sugiere que la especie
Raphanus sativus experimentd una respuesta positiva al aporte de N-NHs*
presente. Esto concuerda con lo descrito por autores que han indicado que un
aporte de N-NHs* en concentraciones en el rango de 18,04-90,2 mg/L, pueden
generar aumentos en el crecimiento entre 0,8-2,2 cm (Andriolo et al.,, 2006;

Jampeetong et al., 2009).

La Figura 9, muestra el crecimiento de la raiz para Raphanus Sativus en placas
irrigadas con los efluentes LA y HFSSH bajo distintos mecanismos de
desinfeccién. Las placas irrigadas con el efluente de tratamiento con LA (Figura
9a. y 9b.) mostraron un comportamiento distinto en el crecimiento de la raiz
observandose variaciones significativas con respecto al control (5.9 cm) solo a la
concentracion 6,25% de LA-UV aplicada (p < 0,05). Para la muestra LA-UV (Figura
9a.) se observé una tendencia al incremento de tamafio proporcional al aumento
de la concentracion (4,6 a 6,4 cm promedio). Sin embargo, en la concentracion
mas alta (100%) se produjo una disminucion (26%) en la elongacion de la raiz
alcanzando 4,75 cm promedio. Por su parte, para la muestra LA-CI (Figura 9b) se
observaron crecimientos mayores (7,47 cm) a la concentracién 6,25%. Rehman y

Bhatti (2009) describieron que el tamafio de raiz aumenta un 45% (variacién de
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1,2 cm) al irrigar semillas con efluente con DQO cercana a 50 mg/L para
Raphanus Sativus pero este fenomeno tiende a decrecer a concentraciones
cercanas 180 mg/L alcanzando diferencias de un 32% (variacién de 0,9 cm), sin
gue se generen crecimientos inferiores al control (Rehman y Bhatti, 2009), a pesar
de que se considera que concentraciones de DQO superiores a 150 mg/L pueden
inhibir el desarrollo de las plantas (CPP, 1999).
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Figura 9. Crecimiento de la raiz para Raphanus Sativus irrigado en placas con: a)
Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-CI

Las semillas irrigadas con efluente de HFSSH también presentaron un crecimiento
de la raiz segun el mecanismo de desinfeccién aplicado. Para HFSSH-UV (Figura
9c.), si bien en las concentraciones 6,25% y 12,5%, la variacion respecto al control
(5,10 cm) fue inferior al 15%, dicha variacion aumento entre 25-63% conforme
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aumento la concentracion, alcanzando un valor promedio para la concentracion
mas alta (100%) de 8,3 cm. Lo anterior, puede estar relacionado a la disponibilidad
de nitrégeno en forma de amonio (HFSSH-UV= 75.81 mg/L; HFSSH-Cl= 47.46
mg/L, concentraciones de N-NHs4*) en este efluente (Tabla 5), el que, al
encontrarse en forma de amonio es facilmente asimilable por algunas plantas
(Miller y Cramer, 2005). En el caso de la muestra HFSSH-CI (Figura 9d.), las
semillas presentaron crecimientos significativamente superiores (66-74%) al
control en las concentraciones 6,25% y 12,5% (p < 0,05). Por su parte, para las
concentraciones 50% y 100%, las variaciones en el crecimiento de la raiz no
superaron el 15%. Ibrahim et al. (2015), describe que a concentraciones de cloro
entre 1,5-2,0 mg/L, la elongacion de la raiz se redujo entre un 25-45%. Esto puede
deberse a que, asi como el cloro inhibe el crecimiento en los cultivos también
puede tener un efecto en los microorganismos que potencia la germinacion y
desarrollo. Dichos microorganismos se conocen como biofertilizantes, los que
actian colonizando la rizosfera o el interior de las plantas y promueven el
crecimiento mediante el incremento de suministro o la disponibilidad de nutrientes
primarios para la planta huésped (Vessey, 2003). Dentro de las capacidades de
estas bacterias, se encuentran, el potenciamiento de la fijacion biolodgica de N2, la
solubilizacion de fosfatos y el incremento del area de contacto a nivel de raices
(Vessey, 2003). Ejemplo de este tipo de bacterias es la cepa Azospirillum
brasilense cuyo efecto en la raiz ha reportado incrementos del orden de 10 veces

el tamafio de la raiz con respecto al control (Molla et al., 2001)

La Figura 10, presenta el crecimiento del epicotilo observado en el bioensayo en
placas realizado irrigando semillas de la especie Triticum aestivum. El tamafio del
epicotilo de las semillas de Triticum aestivum irrigadas con el efluente de lodos
activados (LA-UV y LA-CI) oscilaron en promedio, entre 1.1 y 2.4 cm. Para la
muestra LA-UV (Figura 10a.), en las concentraciones 6,25% (2,0 cm), 50% (2,1
cm) y 100%(2,0 cm), se observaron crecimientos superiores a la media del control

(1,94 cm). Sin embargo, esta variacion no fue significativa obteniéndose una
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diferencia de un 8% (p > 0,05). Por su parte, en las concentraciones que se
observé un crecimiento inferior a la media (12,5% y 25%), la variacién no supero el

4% (p > 0,05) con mediciones de 1,9 cm para ambas concentraciones
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Figura 10. Crecimiento del epicotilo para Triticum aestivum irrigado en placas con:
a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-
Cl

En las semillas irrigadas con la muestra LA-Cl (Figura 10b.), la elongacion del
epicotilo presenté un crecimiento inferior al control, sin embargo, la variacién no
superd el 9% (p > 0.05) con elongaciones que estuvieron en el rango 1,8-1,9 cm.
El menor crecimiento se dio en la concentracion 6,25% y dicho crecimiento
aumento proporcionalmente al incremento en la concentracion de efluente

aplicado. Podemos observar una influencia del aporte de nutrientes en forma de
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amonio, la que se expresa en el incremento del tamafio del epicotilo a mayores
concentraciones de N-NH4*. Se ha descrito que para concentraciones de N-NH4*
menores a 18,02 mg/L se han reportado existe un variaciones positivas en la
longitud de un 18% (0,2 cm) en el desarrollo del epicotilo, ademéas de la rapida
asimilacion de nitrégeno que se da cuando este nutriente se encuentra en forma

de amonio (Miller y Cramer, 2005; Jampeetong y Brix, 2009).

En cuanto al efluente de HFSSH (UV y CI) se obtuvieron tamafios de epicotilo
entre los 1.1 y 2.4 cm. Para la muestra HFSSH-UV (Figura 10c.), solo en la
concentracion 6,25% se obtuvo una elongacién del epicotilo un 3% (variacién de
0,1 cm) superior a la media control pero esta variacién no fue significativa con
respecto al control (p > 0,05). EI comportamiento del epicotilo fue inversamente
proporcional al aumento de la concentracion, obteniéndose reducciones del
tamafio del epicotilo desde un 4% en la concentracion 12,5% (1,8 cm promedio),
un 10% en la concentracidon 25% (1,7 cm promedio), hasta un 14% en la
concentracion 100% (1,67 cm promedio). Para las semillas irrigadas con HFSSH-
Cl el crecimiento se mantuvo cercano al control no detectandose variaciones
superiores al 5%. Si bien existio un aumento el tamafio con respecto al control en

las concentraciones 6,25 y 12,5%, dicha variacion no supero 0,1% (p > 0,05).

La Figura 11 muestra las longitudes de la raiz de las semillas de la especie
Triticum aestivum, para el bioensayo en placas. Las semillas irrigadas con efluente
de LA (Figura 1la. y 11b.) presentaron un crecimiento en la raiz entre 3,0y 12,1
cm. Para las semillas irrigadas con LA-UV (Figura 1la.) se observa que en las
concentraciones 6,25%, 25% y 50%, se obtuvieron valores medios superiores al
control de 13%, 8,6% y 10%, respectivamente. Sin embargo, en la concentracion
100% la elongacién de la raiz fue de 5,92 cm, 16% menos que el control (7,0 cm).
Lo anterior, puede deberse a que en condiciones de campo donde el suministro de
N es limitado, las plantas pueden aumentar su tamafo de raiz para asimilar N mas
soluble del suelo (Villagarcia et al., 1998). Sin embargo, cuando el suministro es

suficiente, no es necesario que las plantas tengan sistemas radiculares grandes y
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el crecimiento de las raices puede ser restringido. Por ende con el aumento de la

concentracion el crecimiento se restringe (Wang et al., 2008).

Por su parte, para la muestra LA-CI (Figura 11b.) los resultados obtenidos indican
una tendencia a la reduccion del tamafio en funcibn del aumento de la
concentracion alcanzando un tamafio de 6,0 cm en la concentracion 100%, un
13% menor al control. Solo la concentracion 6,25% superé el tamafio medio del
control (7,0 cm) y esta variacion alcanzo un 10%, sin embargo no fue

estadisticamente significativa (p > 0.05).
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Figura 11. Crecimiento de la raiz para Triticum aestivum, irrigado en placas con:
a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-
Cl.
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Lo anterior, puede deberse al efecto del cloro en las plantas, de acuerdo a Ibrahim
et al. (2015) quienes describieron reducciones en la elongacion de la raiz entre un
25-45% a concentraciones de cloro entre 1,5-2,0 mg/L, Dichas concentraciones de
cloro libre son entre 52-64% inferiores a las obtenidas para la muestra LA-CI.
(Tabla 6).

En cuanto a la aplicacion del efluente HFSSH (Figura 11c. y 11d.) la elongacion de
la raiz en las semillas irrigadas vario entre 2.2 y 9.4 cm. Las semillas irrigadas con
HFSSH-UV (Figura 11c.) presentaron los menores crecimientos respecto a la
media del control (7,00 cm) en la concentracién 25% (4,69 cm promedio) con una
variacion significativa estadisticamente superior al 30% (p < 0,05). Por otra parte,
un comportamiento similar fue descrito por Jampeetong y Brix (2009), quienes
indicaron que entre 4,5-90,2 mg/L de amonio existi6 una variacion con una
reduccion de tamafio de 0,5 cm en una concentracion intermedia (18,04 mg/L)
para luego 0.3 cm, en la concentracion 90.2 mg/L.

Para la muestra HFSSH-CI (Figura 11d.), las mediciones obtenidas presentaron
valores menores conforme se aumento la concentracion, obteniéndose variaciones
de un 3%, 6%, 14% y 31% entre las concentraciones 12,5%, 25%, 50% y 100%,
respectivamente. La concentracion 6,25% fue la Unica en presentar crecimientos
superiores a la media control pero esta variacién no fue significativa (p > 0,05) con
respecto al control. Dicho comportamiento puede deberse a la presencia de cloro,
por el efecto oxidante de este agente desinfectante sobre los potenciadores de
crecimiento presentes en las semillas y que a concentraciones superiores a 2,0
mg/L a presentado reducciones en la elongacion de la raiz de un 14% (Ibrahim et
al., 2015) como también efecto que puede tener el nitrgeno amoniacal en las
plantas. Dicho compuesto es absorbido en una porcion reducida por su toxicidad
(Salsac et al., 1987). Ademas, debido a que las raices de las plantas se
desarrollan en funcion de la oferta de nutrientes y agua, una alta concentracion de
nutrientes podria explicar la reduccion de tamafio de las raices (Andriolo et al.,
2006).
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5.2.2. Indicadores de germinacion y crecimiento

En la Figura 12 se describen los indicadores de toxicidad, asociados a la inhibicion
de germinacién y elongacion de la radicula para las muestras aplicadas en la

especie Raphanus sativus para el bioensayo en placas.
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Figura 12. Porcentajes de elongacion de Epicotilo-PEE (figuras izquierda) e
inhibicién de la germinaciéon-PIG (figuras derecha) de Raphanus sativus para el
bioensayo en placas. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV
y d) Muestra HFSSH-CI.

El PEE (Figura 12) fue negativo para todas las muestras excepto para la muestra
HFSSH-UV en la concentracion 6,25%, pero en esta, la reduccion de la elongacion
con respecto al control (1.7 cm) no supero 6% equivalente a una diferencia 0.1 cm.

Por lo cual, se puede inferir que a nivel de epicotilo no existe efecto inhibitorio del
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crecimiento. Por el contrario, se observa que con un aumento de la disponibilidad
de nutrientes (principalmente N-NH4*), el PEE alcanza valores entre un -36% y un
-59% (PEE negativo = estimulacién del crecimiento) en la concentracion 100%
(Villamar et al., 2015). Siendo el efluente HFSSH el que genero PEE entre -56% y
-59%. Esto se asocia a las mayores concentraciones de N-NH4* (HFSSH-UV=
75,81 mg/L; HFSSH-Cl= 47.46 mg/L) presentes. En otros estudios se ha indicado
gue en presencia de concentraciones de N-NHs4* entre 18,04-90,2 mg/L se han
reportado aumentos en el tamafio del epicotilo de la especie Raphanus sativus
(Andriolo et al., 2006; Jampeetong y Brix, 2009).

En cuanto al PIG (Figura 12), se observa que este disminuye en los efluentes LA-
UV (Figura 12a) y HFSSH-UV (Figura 12c) conforme aumenta la concentracion de
estos. Para LA-UV, los PIG obtenidos en las concentraciones 6,25%, 12,5% y 50%
estuvieron en el rango 10%-25% lo que indica que la muestra puede ser toxica
para las plantas (Villamar et al., 2015). Por su parte, para la muestra HFSSH-UV,
el PIG optimo (PIG < 10%) (Villamar et al., 2015), solo se logré en la concentracion
100%. No obstante, solo en la concentracion 6,25% de la muestra HFSSH-UV, se
observé un PIG > 10% y ademas, un PEE positivo, lo que indicaria un efecto
toxico tanto en la germinacibn como en el desarrollo del epicotilo, segun lo

descrito por Villamar et al. (2015).

Para los efluentes LA-Cl (Figura 12b) y HFSSH-CI (Figura 12d), el aumento del
PIG fue directamente proporcional al incremento de la concentracion teniendo
valores de 27%para LA-Cly 37% para HFSSH-CI en la concentracion 100% y PIG
< 10% en la concentracion 6,25%. Esto puede deberse al aporte iénico del agente
desinfectante. Se ha estudiado que la presencia de sales, iones y materia organica
afecta negativamente de la germinacion y el crecimiento temprano de las plantas
por el estrés osmotico inducido por la sal que varia de una especie a otra (Ashraf,
2004). Asi se han reportado reducciones que van desde un 5-80% para distintas
especies de la familia Brassicaceae (Bojovic et al., 2010), siendo Raphanus

Sativus, parte de dicha familia.
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En la Figura 13 se describen los indicadores de toxicidad, asociados a la inhibicion
de germinacién y elongacion de la radicula para la especie Triticum aestivum en

placas.
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Figura 13. Porcentajes de elongacion de Epicotilo-PEE (figuras izquierda) e
inhibicién de la germinacion-PIG (figuras derecha) de Triticum aestivum para el
bioensayo en placas. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, c) Muestra HFSSH-UV
y d) Muestra HFSSH-CI.

Se observa que para el efluente LA (Figura 13ay 13b), el PEE se reduce a medida
gue aumenta la concentracion alcanzando valores de 2,9% y -4,3% a la
concentracion 100% de LA-UV y LA-CI, respectivamente. Por otro lado, los
mayores PEE se presentan para la muestra HFSSH-UV (Figura 13c) con valores
10%, 13,7% y 13,8% para las concentraciones 25%, 50% y 100%,
respectivamente. Pese a esto la variaciones en los tamafios de epicotilo registrado

no fueron estadisticamente significativas (p > 0.05). Por su parte, la muestra
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HFSSH-CI (Figura 13d), produjo en las semillas un aumento en el PEE
directamente proporcional. Dicho indicador presento valores de 4.8%, 3.6% y 4.8%
para las concentraciones 25%, 50% y 100%, respectivamente. Esto indica que
hubo una incidencia de las concentraciones de N-NHs*, en el desarrollo del
epicotilo. En mayores concentraciones de N-NH4* (efluente HFSSH) el epicotilo
fue de menor tamafio (PEE = valor positivo) mientras que a menores
concentraciones de N-NH4" (efluente LA), si bien el PEE mantuvo su valor positivo,
lo que indica un crecimiento menor al control, estos valores fueron inferiores al 8%
lo que indica que la reduccion del epicotilo fue menor (PEE cercano a 0) o bien
hubo una estimulacién en el crecimiento de este (PEE = valor negativo). Dicho
comportamiento concuerda con lo indicado en la bibliografia. Se ha descrito que
ha concentraciones de 18.04 mg/L (N-NH4*) el desarrollo del epicotilo Triticum
aestivum alcanza diferencias de hasta un 27% (incremento de 0,5 cm), respecto al
control (Cox y Reisenauer, 1962). Otros autores han descrito que a
concentraciones de hasta los 25 mg/L (N-NH4"), se han alcanzado elongaciones
del epicotilo superiores al control de un 30% en algunos cultivos de Fragaria x

ananassa (Tabatabaei et al., 2006).

En la Figura 13 se observa que el PIG en las concentraciones 6.25%, 12.5%, 50%
y 100%, alcanza valores de 17%, 13%, 38% y 21%, respectivamente. Estos
valores indican un efecto toxico de la muestra LA-UV (Figura 13a), sobre la
germinacion de la especie Triticum aestivum (PIG > 10%) Los efluentes LA-CI,
HFSSH-UV y HFSSH-CI presentaron PIG iguales a 0 en la concentracién 100% lo
gue indica que la cantidad de germinados fue igual a los germinado en el control.

Es decir, en la concentracién 100% no se observé un efecto en la germinacion.

La Figura 14 presenta el indicador de germinacion para la especie Raphanus
sativus, que relaciona los datos de porcentaje de germinacion relativo (PGR) con
los datos de crecimiento de la radicula relativo (CRR) para el bioensayo en placas.
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Figura 14. Indicadores de germinacion de Raphanus sativus para el bioensayo en
placas. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra
HFSSH-CI.

Se pueden observar que para los efluentes desinfectados con irradiacion UV
(Figura 14a y 14c) el indice de germinacion presenta un incremento entre la
concentracion 6,25% y la concentracion 100%. En su mayoria, los IG para dichos
efluentes superan el 80% por lo que es descartable la presencia de agentes
fitotoxicos o bien, estos se encuentran en muy baja concentracién (Zucconi et al.,
1981).

En las Figuras 14b y 14c se observa que el IG se reduce al aumentar la
concentracion sin embargo no se obtuvieron valores de IG inferiores al 80% por lo
que se descarta la accion fitotoxica (Zucconi et al., 1981). EI comportamiento
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descrito se relaciona por los efectos que la cloracion y el aumento de la

concentracion de iones tienen tanto a nivel de desarrollo de la raiz como en la

inhibicién de la germinacion (Ashraf, 2004; Bojovic et al., 2010; Ibrahim et al.,

2015).

La Figura 15 presenta el indicador de germinacion para la especie Triticum

aestivum gque relaciona los datos de porcentaje de germinacion relativo (PGR) con

los datos de crecimiento de la radicula relativo (CRR) para el bioensayo en placas.
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Figura 15. Indicadores de germinacion de Triticum aestivum para el bioensayo en
placas. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra

HFSSH-CI.
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Los valores del IG obtenidos para Triticum aestivum en el bioensayo en placas
para la muestra HFSSH-UV (Figura 15c), estuvieron en el rango 50-80%, lo que
segun la categorizacién propuesta por Zucconi et al. (1981), supone la presencia
de efecto toxico en la germinacion. Esto indicaria que la especie Triticum aestivum
presenta una sensibilidad negativa hacia las concentraciones de nitrégeno en la
forma N-NH4*. Sin embargo, el valor del IG se incrementa en casi un 10% desde la
concentracion 6.25% (IG = 68,9%) a la concentracién 100% (IG = 79,1%). Se ha
estudiado que en presencia de concentraciones de N-NH4" mayores a 18 mg/L la
velocidad de germinacion de la especie Triticum aestivum puede verse reducida lo
gue explicaria el menor IG (Cox y Reisenauer, 1973). Sin embargo, también se ha
relacionado la reduccién en la germinacién y crecimiento de las plantas con
factores como la intensidad de la luz, la temperatura del medio de la raiz, el pH del

medio y el suministro de iones Potasio (Guo et al., 2007).

5.3. Evaluacion de la respuesta diferencial de bioindicadores de toxicidad
irrigados en suelo proveniente de LA y HFSSH, sometida a procesos
de desinfeccion.

5.3.1. Parametros morfolégicos

La Figura 16 describe el crecimiento del epicotilo para el bioensayo realizado en
suelo utilizando la especie Raphanus Sativus para las distintas muestras de

efluente.

En su mayoria (80% de las concentraciones entre ambos efluentes), se observa
que hubo un efecto negativo sobre el crecimiento del epicotilo (Figura 16). Para el
efluente LA con desinfeccion (Cl y UV) se obtuvieron tamafios entre 2,3-8,0 cm.
Para las muestras LA-UV y LA-CI, se observa que el crecimiento del epicotilo
aumenta conforme aumenta la concentracion de efluente aplicado (Figura 16a. y
16b.). Se obtuvo, que la variacion del crecimiento del epicotilo con respecto al

control fue significativa en todas las concentraciones para la muestra LA-UV.
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Figura 16. Crecimiento del epicotilo para Raphanus Sativus irrigado en suelo con:
a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-
Cl.

Mientras que para la muestra LA-Cl la Unica variacion significativa se observé a la
concentracion 6.25% con un 17% (0,8 cm) de crecimiento inferior al control.
Mendoza-Espinosa et al. (2008) determinaron que existe un incremento en el
crecimiento de las plantas irrigadas con aguas servidas debido al aporte de
nutrientes, en especial el nitrogeno total (N-NO3z = 1-18mg/L; N-NH4* = 1-10 mg/L)
ademas de fosfato. Dichas concentraciones son cercanas a lo determinado por la

caracterizacion de esta investigacion.

Por su parte, las semillas de Raphanus Sativus irrigadas con el efluente de

HFSSH (Figura 16c¢. y 16d.) tuvieron crecimientos de epicotilo entre 2,3-10,4 cm.
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Para la muestra HFSSH-UV (Figura 16c.), se observaron tamafios promedio de
epicotilo de 6,07 cm; 7,49 cm; 6,50 cm; 7,16 cm y 7,94 cm. Dichos mediciones
corresponden a las concentraciones 6,25%; 12,5%; 25%; 50% y 100%,
respectivamente. Para las concentraciones 50 y 100% se detectaron crecimientos
superiores al control (4 y 15 %, respectivamente), sin embargo, estos cambios no
fueron significativos estadisticamente (p > 0.05). Por su parte, para las semillas de
Raphanus Sativus irrigadas con la muestra HFSSH-CI (Figura 16d.), se detecto
que solo la concentracion 100% presentd crecimientos un 14 % superiores al
control (6,8 cm) (p < 0.05). Esta estimulacion en el desarrollo puede estar dada
por las concentraciones de N-NH4* tanto en efluente HFSSH-UV (75.81 mg/L)
como en HFSSH-CI (47.46 mg/L) (Tabla 5). Dichas concentraciones, superan la
concentracion limite (18.04 mg/l) de N-NHs4* a la cual se presentan efectos
positivos en la elongacion del epicotilo segun lo descrito por Jampeetong y Brix,
(2009) por lo que podria esperarse que se genere un efecto toxico sobre las
plantas, lo que eventualmente podria traducirse en una reduccion del crecimiento.
Sin embargo, se ha descrito que en condiciones de suelos salinos (CE > 750
puS/cm) donde prevalece el amonio como fuente principal de nitrégeno, las semillas

lo absorben generandose plantas mas vigorosas (Wang et al., 1993).

La Figura 17, presenta los valores de la medicion de raices realizada al bioensayo

en suelo utilizando la especie Raphanus Sativus.

En la Figura 17 se puede observar que el crecimiento de la raiz varia respecto al
control, con diferencias entre 2-55% menor al control. Para las plantas irrigadas
con efluente de LA los tamafos oscilan entre 1.2-6.5 cm y se observa que el
crecimiento de la raiz aumenta a mayores concentraciones. En el caso de las
plantas irrigadas con efluente LA-UV las diferencias con respecto al control oscilan
entre 1,5-20% con las mayores elongaciones de raiz observadas en la
concentracion 100% (Figura 17a.), cuya Vvariacion fue significativa
estadisticamente (p < 0.05). A pesar de gque en los efluentes LA-UV y LA-CI se

obtuvieron concentraciones similares con variaciones que no superaron en
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promedio un 8% (Tabla 6), los crecimientos de raiz fueron mayores en las semillas

irrigadas con efluente LA-UV (Figura 17a).
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Figura 17. Crecimiento de la raiz para Raphanus Sativus irrigado en suelo con: a)
Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-CI.

Dicho comportamiento sugiere la accion de algun agente externo relacionable con
la concentracibn de materia organica y la presencia de cloro (principales
diferencias a nivel de concentraciones). Sin embargo, se ha establecido que
debido al riego con aguas servidas tratadas la materia organica del suelo
aumenta solamente en el suelo superior (Mohammad y Mazahreh, 2003), con
porcentajes de retencidn entre un 56-88% para cargas de DQO de 285 mg/L y 967
mg/L (Chartier et al., 2014). Ademas de no generar un efecto que altere las

condiciones de la materia organica ya presentes en el suelo (Vasquez-Montiel et
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al.,, 1996). Por ende, este comportamiento podria estar explicado por la
concentracion de Cloro presente la cual puede condicionar el crecimiento al actuar
sobre los microorganismos presentes en las cercanias o incluso en la corteza de

la semilla (Ibrahim et al., 2015).

En cuanto al efluente HFSSH (Figura 17c. y 17d.), las longitudes variaron entre
2.0-7-5 cm. Para la muestra HFSSH-UV (Figura 17c.) el crecimiento promedio de
la raiz fue de 5.4 cm (concentracion 100%), 4% mayor que la media control (5.2
cm), sin embargo esta variacion no fue significativa en comparacion al crecimiento
observado a la concentracion 6,25% con una variacion del 26% con respecto al
control (p < 0.05). Por su parte, las semillas irrigadas con efluente HFSSH-CI
(Figura 17d.) muestran una comportamiento inversamente proporcional entre la
longitud de la raiz, a menores concentraciones (3.2-4.3 cm). Al igual que en el
efluente LA, el mayor desarrollo de raices se dio en el efluente desinfectado con
UV. Si bien se ha reportado que la concentracion de nutrientes suele estimular el
desarrollo de las raices (Villagarcia et al., 1998), el amonio aportante de nitrégeno
a concentraciones inferiores a 90 mg/L puede actuar como potenciador del
crecimiento otorgando vigorosidad a los 6rganos de la planta (Wang et al., 1993;
Jampeetong y Brix, 2009).

La Figura 18, presenta el crecimiento del epicotilo observado en el bioensayo en

suelo realizado irrigando semillas de la especie Triticum aestivum.

Con excepcion de la Figura 18a, se observa una tendencia al aumento de tamafio
del epicotilo conforme la concentracion de efluente aumenta. En el cultivo irrigado
con efluente LA-UV se obtuvo un crecimiento del 18% sobre el control a la
concentracion 6.25%, reduciéndose los tamafios en los cultivos irrigados con la
concentracion 100% en un 48% (p < 0,05). En las plantas irrigadas con efluente
LA-CI (Figura 18b.), el rango de crecimiento estuvo entre 2.0-6.5 cm, sin embargo,
en promedio el crecimiento en todas las concentraciones estuvo por debajo de la

media control (5.1 cm) entre un 1-17%, no obteniéndose diferencias significativas
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respecto al control (p > 0.05). Las variaciones en el crecimiento del epicotilo de
Triticum aestivum irrigado con LA-CI (Figura 18b.), dado que son inferiores a 1 cm,
pueden ser atribuibles a la expresion fenotipica de las semillas (Colema et al
1994).
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Figura 18. Crecimiento del epicotilo para Triticum aestivum irrigado en suelo con:
a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-
Cl.

Sin embargo, podemos observar que en la muestra irrigada con LA-CI, el
crecimiento es mayor, esto puede estar relacionado con la mayor concentracion
de nutrientes de rapida asimilacion presentes en dicho efluente (N-NH4*:4,18
mg/L) (Wang et al., 1993; Jampeetong y Brix, 2009).
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Para las semillas irrigadas con la muestra de HFSSH mostraron un crecimiento de
epicotilo que vario entre 1.8-6.9 cm, pero en ninguna de las muestras se
obtuvieron variaciones estadisticamente significativas (p > 0,05). Sin embargo, las
semillas irrigadas con la muestra HFSSH-CI presentaron crecimientos superiores
al control entre un 7% (concentracion 6.25%) y un 15% (concentracion 50%)
(Figura 18d). En cuanto a las semillas irrigadas con la muestra HFSSH-UV, el
crecimiento de estas fue inferior al control. Asi, en la concentracion 6,25% la
variacion fue de un 26%, la cual se redujo conforme aumento la concentracion,
llegando a un 2% en la concentracion 25%. Si bien el aporte de nutrientes
incrementa el crecimiento de las plantas, a concentraciones superiores a 90-110
mg/L se ha descrito reducciones en el desarrollo del epicotilo de un 7% con
respecto al control (Andriolo et al., 2006; Jampeetong y Brix, 2009).

La Figura 19, muestra la medicion de la longitud de la raiz de las semillas de la

especie Triticum aestivum, para el bioensayo en suelo.

La longitud de la raiz presentd una tendencia similar para ambos sistemas de
tratamiento y tipos de desinfeccion (Figura 19). Si bien los tamafios de raiz
aumentan conforme aumenta la concentracion de la muestra aplicado, en su
mayoria los tamafos de raiz son inferiores entre un 0,8-3% respecto a la media
control (6.2 cm). Para las semillas de Triticum aestivum irrigadas con efluente LA,
los tamafios de raiz obtenidos oscilaron entre 3,0-9,2 cm, reportdndose promedios
superiores al control en las concentraciones 50 y 100% (6,9 y 6,6 cm,
respectivamente) de los cultivos irrigados con la muestra LA-UV (Figura 19a.). Por
su parte, la muestra LA-CI (Figura 19b.) generé crecimientos inferiores al control
entre 20-3% para la concentracion 6.25% vy la concentracion 100%,

respectivamente.

Para el efluente de HFSSH se reportaron tamafnos entre 3,2-9,1 cm. Para los

cultivos irrigados con efluente HFSSH-UV, los tamafios de raiz detectados se
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mantuvieron inferiores a la media control con variaciones significativas (p < 0,05)

en la concentracion 25% (5,17 cm) respecto al control (6,2 cm) (Figura 19c.).
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Figura 19. Crecimiento de la raiz para Triticum aestivum, irrigado en suelo con: a)
Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-CI.

Por su parte, los cultivos irrigados con HFSSH-CI presentaron crecimientos
superiores al control en las concentraciones 50 y 100%, con valores medios de 6,3
y 6,5 cm, respectivamente sin registrarse variaciones estadisticamente

significativas en ninguna de las concentraciones.

Se puede observar que, en la muestra de LA, los mayores crecimientos de la raiz
se dan en ausencia de cloro. Sin embargo, en el efluente de HFSSH los mayores

crecimientos se dan en presencia de este agente oxidante. Esto se debe a que, a
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menores concentraciones de N-NH4* (LA-Cl = 3.54 mg/L y LA-UV = 4.18 mg/L) las
raices se desarrollan mas en busca de dichos nutrientes (Jampeetong y Brix,
2009). Ademas, en presencia de cloro y bajas concentraciones de amonio, el cloro
libre puede incidir en el crecimiento y desarrollo de las raices en mayor medida
debido a la menor formacion de cloro combinado (Lee y Westerhoff, 2009; Ibrahim
et al., 2015). Por su parte, el efluente de HFSSH posee una mayor concentracion
de nutrientes, que en valores cercanos o superiores a 90 mg/L puede resultar en
un descenso del desarrollo (Andriolo et al., 2006). Sin embargo, para la muestra
HFSSH-CI, la concentracion de amonio resulta ser menor (37%) que en HFSSH-
UV por la combinacion con el cloro libre (Lee y Westerhoff, 2009), lo que permite
potenciar el crecimiento por presencia de amonio siempre que este se encuentre a
concentraciones menores a 54 mg/L (Andriolo et al., 2006; Jampeetong y Brix,
2009).

5.3.2. Indicadores de germinacion y crecimiento

En la Figura 20 se describen los indicadores de toxicidad, asociados a la inhibicién
de germinacién y elongaciéon de la radicula para las muestras aplicadas en la

especie Raphanus sativus.

El PEE fue positivo, lo que es indicador de una reduccion la elongaciéon del
epicotilo respecto al control, para todas las concentraciones tanto para la muestra
LA-UV como para LA-CI (Figura 20.a y 20.b). Las mayores reducciones en la
elongacion del epicotilo se observaron en la concentracion 100% para los
efluentes LA-UV y LA-CI con PEE de 45%(-3 cm respecto al control) y 12%(-1 cm

respecto al control), respectivamente.

Por su parte, los cultivos irrigados con los efluentes HFSSH-UV y HFSSH-CI
(Figura 20.c y 20.d) presentaron PEE negativos (-16% y -14% para HFSSH-UV y
HFSSH-CI, respectivamente) en la concentraciéon 100% lo que indica un aumento
significativo (p < 0,05) en el crecimiento respecto al control (1,1 cm y 1,2 cm de

aumento respecto al control).
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Figura 20. Porcentajes de elongacion de Epicotilo-PEE (figuras izquierda) e
inhibicion de la germinacién-PIG (figuras derecha) de Raphanus sativus para el
bioensayo en suelo. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y
d) Muestra HFSSH-CI.

En general el comportamiento de PEE es similar al descrito para Raphanus
sativus en la Figura 20 (PEE y PIG para bioensayo en placas), sin embargo, el
efecto estimulador de los efluentes se ve reducido, pues los nutrientes son
absorbidos por la raiz desde la fase liquida, la cual, se encuentra mas reducida en
la composicion de suelo y se ven afectados de mayor forma los mecanismos de
flujo de masa y difusion los cuales rigen el movimiento de los nutrientes por
transpiracion y agitacion térmica de las moléculas (Movimiento Browniano),
respectivamente (Jungk, 2001). Una alta concentracion de nutrientes puede
afectar la conductividad del suelo, lo que se traduce en una reduccion del

intercambio catidnico a nivel de suelo (Hamilton et al., 2007). Se ha reportado que
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concentraciones de NT cercanas a los 30 mg/L han provocado desarrollo tardio en
algunas especies como Helianthus annuus L. (Marecos Do Monte, 1998). Este
retraso en el crecimiento puede atribuirse a que a conductividades eléctricas
superiores a 2000 uS/cm se producen variaciones en el equilibrio osmatico, lo que
afecta el flujo de nutrientes segun el anién o catibn dominante a pH neutro (6-8),
ademas de reducir en un 5% la absorcion de agua por parte de las semillas, lo que
tiene incidencia directa en el desarrollo de la planta (Rengasamy, 2006;
Rengasamy, 2010).

A nivel de PIG, los valores obtenidos oscilan entre -11% y 44% para los efluentes
LA-UV y LA-CI (Figura 20a y 20b). Para la aplicacién de ambos efluentes en la
especie Raphanus sativus, no se presentaron efectos toxicos en la concentracion
25%. Sin embargo, en la concentracion 100% la germinacién se redujo un 20% y
un 60% para los efluentes HFSSH-UV y HFSSH-CI, respectivamente. Se ha
descrito que en general los efluentes de tratamiento de aguas servidas tienden a
alterar los sistemas de riego (Hamilton et al., 2007), debido a la carga i6nica (CE
> 750 uS/cm) en el agua o en el suelo, lo que reduce la germinacion de las plantas
por el estrés osmético que pueden causar algunas sales (Ashraf et al., 2004).
Dicha condicion se da en el efluente HFSSH el cual posee una conductividad de
1200 uS/cm y aunque en este estudio no se analizé el efecto de los efluentes
aplicados al suelo, investigaciones sostienen que un aumento en la conductividad
por sobre los 1200 uS/cm de este, puede generar efectos en la estructura fisica
del suelo, como la dispersion de los agregados de suelo, lo que se traduce en una
menor permeabilidad reduciendo el paso del agua y la luz, factores de suma

importancia en la etapa de geminacion de las plantas (Rengasamy, 2006).

En la Figura 21 se describen los indicadores de toxicidad, asociados a la inhibicion
de germinacion y elongacion de la radicula para las muestras aplicadas en la

especie Triticum aestivum.
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Figura 21. Porcentajes de elongacion de Epicotilo-PEE (figuras izquierda) e
inhibicion de la germinacion-PIG (figuras derecha) de Triticum aestivum para el
bioensayo en suelo. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y
d) Muestra HFSSH-CI.

El PEE asociado al crecimiento de las semillas de Triticum aestivum irrigadas con
la muestra LA-UV (Figura 21a), presento valores desde los -13% (PEE negativo =
estimulaciéon del crecimiento) en la concentracion 6,25%, los cuales aumentaron a
un 23% (concentracion 25%), para finalmente alcanzar un PEE de 38% en la
concentracion 100% (p < 0,05). Esto indica un efecto toxico relacionado con la
reduccion en el crecimiento. Esto ademas se ve confirmado con el
comportamiento del PIG (Figura 2la.), el cual, indicO una reduccion de la
germinacion de un 67% en la concentracién 100%. Este comportamiento, tanto de
reduccion de tamafio de epicotilo junto con la reduccién de los individuos

germinados no es atribuible a la concentracion de nutrientes, debido a que estos
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son bajos en este efluente y previamente se ha descrito que a bajas
concentraciones de nitrégeno (N-NH4*), la especie Triticum aestivum, suele tener
mayores tasas de desarrollo y crecimiento (Tabatabaei et al., 2006), ni tampoco a
un aumento en la conductividad, la que es cercana la del agua cominmente usada
para riego (Hamilton et al., 2007), por lo cual se puede inferir que se debe a
factores externos, tales como la intensidad de la luz, la temperatura del medio a

nivel de la raiz, el pH del medio, entre otros (Guo et al., 2007).

Por su parte, la muestra LA-CI (Figura 21b) presentd una proporcionalidad directa
entre el incremento en la elongacion del epicotilo y la concentracion de la muestra,
pasando desde un PEE de 17% en la concentracion 6.25% a un PEE de 1% a la
concentracion 100%. De igual modo, para los casos en gue se irrigé con efluente
HFSSH-UV (Figura 21c), el PEE fue bajo alcanzando un valor de PEE igual al
0.06% en la concentracion 100%. Finalmente, las semillas de Triticum aestivum
irrigadas con la muestra HFSSH-CI (Figura 21d) fueron las Unicas de dicha
especie en presentar PEE negativos. Lo anterior, indica que existié estimulacion
del crecimiento (p < 0,05). Si bien, la concentracion de N-NH4* en la muestra
HFSSH-UV fue de 75,8 mg/L, esta es superior al rango de concentracion de N-
NHs4* (18-50 mg/L) en el que se ha descrito mayor crecimiento de epicotilo
(Andriolo et al., 2006; Tabatabaei et al., 2006), razén por la cual, la muestra
HFSSH-CI presenté los menores PEE lo que indica un mayor desarrollo del

epicotilo alcanzando un valor de -14 en la concentracion 50%.

El PIG en las semillas de la especie Triticum aestivum irrigadas con efluente LA-CI
(Figura 21b) aument6 desde un 7% en la concentracion 6.25% a un PIG de 33%
en la concentracion 100%. Un comportamiento similar se observé en las semillas
irrigadas con efluente HFSSH-CI (Figura 21d) donde se presentaron valores
superiores al 10% en las concentraciones 25%, 50% y 100% lo que indica un
efecto fitotoxico (Villamar et al., 2015). Esto puede atribuirse al efecto que el cloro
y el aumento de la concentracibn de iones tienen en la inhibicibn de la

germinacion, la que en algunos casos se ha visto reducida entre un 5-80%
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(Ashraf, 2004; Bojovic et al., 2010; Ibrahim et al., 2015). Solo en las semillas de la
especie Triticum aestivum irrigadas con la muestra HFSSH-UV (Figura 21c) se
observé una disminucion en el PIG, desde un 20% (concentracién 6.25%) hasta

un 6% en la concentracion 50% y cercano a 0% en la concentracion 100%.

La Figura 22 presenta el indicador de germinacién para la especie Raphanus
sativus que relaciona los datos de porcentaje de germinacion relativo (PGR) con

los datos de crecimiento de la radicula relativo (CRR).
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Figura 22. Indicadores de germinacion de Raphanus sativus para el bioensayo en
suelo. a) Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra
HFSSH-CI.
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En la concentraciéon 100% el IG alcanzo un valores de 56% y 65% para los
efluentes LA-CL y LA-UV (Figura 22a y 22b), respectivamente. Dichos valores se
encuentran en el rango 50%-80%, el cual, segun Zucconi et al. (1989), es
indicador de una presencia leve de toxicidad. Por su parte, el IG fue inferior 50%
en la concentracion 100% de la muestra HFSSH-CI. Segun Zucconi et al. (1981),
un IG inferior al 50 % es indicador de toxicidad presente en la muestra. Esta
reaccion sumada a los bajos IG detectados en las semillas irrigadas con la
muestra HFSSH-CI a menores concentraciones puede estar relacionado con el
efecto que puede tener el cloro (2.15 mg/L) y el aporte de la conductividad en el
suelo (1278,5 uS/cm). Un aumento en la conductividad por sobre los 2000 uS/cm
0 en la salinidad (SAR > 6), puede generar una menor permeabilidad en suelo lo
que impide el paso tanto del agua como de la luz, elementos esenciales en el
desarrollo de los cultivos lo cual se traduce en una menor germinacion (~20%)
(Ashraf et al., 2004; Rengasamy et al., 2006; Hamilton et al., 2007; Dash, 2012).

La Figura 23 presenta el indicador de germinacion para la especie Triticum
aestivum gue relaciona los datos de porcentaje de germinacion relativo (PGR) con

los datos de crecimiento de la radicula relativo (CRR).

La mayor variacion de IG en las semillas de Triticum aestivum irrigadas con
efluente LA se obtuvo en la muestra LA-UV (Figura 23a). En los cultivos se
observé un aumento en el tamafio de las raices pero una reduccion (50%) en los
individuos germinados lo que se tradujo en un IG de 36% para la concentracion
100%. Como el IG es inferior al 50% se presume que la muestra tuvo un efecto
toxico sobre la germinacion (Zucconi et al., 1989). La baja disponibilidad de
nutrientes (N-NH4*) en los efluentes LA-UV y LA-CI, genera el desarrollo de raices
mas largas debido a la busqueda de nutrientes por parte de éstas (Andriolo et al.,
2006). Este comportamiento justificaria el desarrollo de las raices en dicho
efluente sin embargo, la baja germinacién solo podria atribuirse a variables
externas asociadas al comportamiento del suelo como la intensidad de la luz, la

temperatura, el pH y el suministro de Potasio (Guo et al., 2007).
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Figura 23. Indicadores de germinacion de Triticum para el bioensayo en suelo. a)
Muestra LA-UV, b) Muestra LA-CI, ¢) Muestra HFSSH-UV y d) Muestra HFSSH-CI.

Por su parte, en las semillas irrigadas con efluente HFSSH-UV (Figura 23c) se
obtuvieron IG de 98% y 99% en las concentraciones 50% y 100%,
respectivamente. Esto considerando las longitudes de raiz cercanas al control
(variacion de 0 y 5 mm, respectivamente) observadas y el PIG cercano a O
obtenido, indica que la muestra afect6 a las semillas de manera positiva
aumentando el crecimiento y la germinacion. Esto se contradice con el efecto
descrito por Cox y Reisenauer (1973) y Tabatabaei et al. (2006), quienes indicaron
que a bajas concentraciones de N-NHs* (18-25 mg/L), se observan diferencias de
crecimiento de hasta un 70%. Dichas condiciones son diferentes a las detectadas

en el efluente HFSSH. Sin embargo, en otras investigaciones se ha evidenciado
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gque un aumento en la conductividad del orden 2000 uS/cm puede afectar la
permeabilidad del suelo, debido a la variacion de los equilibrios iénicos por el
cambio en la carga cationica o anidnica (Hamilton et al., 2007; Rengasamy, 2010).
Dicho aumento sumado a la baja retencion de las formas de nitrdgeno en algunos
tipos de suelo (Hermon et al., 2006) podria traducirse en una reduccion en la
proporcion disponible de N-NHs*, alcanzando la concentracion de este niveles en

los que se obtiene un efecto positivo en la germinacion.

106



6. CONCLUSIONES

1-

Los efluentes LA-UV y HFSSH-UV cumplieron con las condiciones de
calidad de agua para reusdé en cultivos alimentarios consumibles
procesados o0 no consumibles definidos por la U.S.EPA (2012). Dichos
parametros son DBOs, SST, Coliformes fecales y pH.

La muestra LA-UV cumplié con las condiciones de calidad de agua para
riego descritas por la NCh. 1333 (Modf. 1987). Dichos pardmetros son
DBOs, SST, Coliformes fecales, pH y conductividad.

El bioensayo en placas indic6 que la especie Raphanus sativus se ve
estimulada por el aporte de nitrégeno de las distintas muestras lo que se
traduce en aumentos del indice de germinacién entre 99-151% para
irradiacion UV. Sin embargo, en la desinfeccion por cloro el IG se redujo
entre 55-87%. Por su parte, la especie Triticum aestivum demostré ser
sensible a la aplicacion de los efluentes principalmente por la presencia de
nitrégeno. Solo en la muestra HFSSH-CI se observaron indices de
germinacién de 108%, 98% y 97%, sin embargo estos se dieron en las
concentraciones 6.25%, 12,5% y 25% respectivamente.

El bioensayo en suelo indico que la especie Raphanus sativus se ve
estimulada en el crecimiento del epicotilo por los efluentes HFSSH-UV y
HFSSH-CI con crecimientos superiores a la media en un 16 y 14%,
respectivamente. Pero la germinacion se vio afectada en la muestra
HFSSH-CI en un 50%, debido al efecto de la conductividad y el aumento en
la salinidad. Por su parte, los indices de germinacién obtenidos para la
especie Triticum aestivum indican una influencia positiva sobre la
germinacion y desarrollo de la semilla en los efluente HFSSH-UV y HFSSH-
Cl, pero para este ultimo, solo en los casos en que este se encontraba en
dilucion.

La hipétesis se acepta parcialmente ya que si bien se cumplieron los

parametros de riego solo en la muestra LA-UV, los indices de germinacion

107



mas altos se dieron en las semillas irrigadas con los efluentes de HFSSH,
principalmente HFSSH-UV.
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