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SPD: Subproductos de desinfeccion
S.T.D.: Solidos totales disueltos (ppm)
THM: Trihalometanos

TRH: Tiempo de retencién hidraulica (dias)
UFC: Unidades formadoras de colonias

UV-C: radiacion ultravioleta tipo C
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RESUMEN

Las descargas de aguas residuales (ARs) son un problema a nivel mundial, ya
que afectan los ecosistemas acuéticos contribuyendo a la eutrofizacion, lo cual genera
un desequilibrio en el ambiente pudiendo causar afectaciones sanitarias; debido a ésto
surgen tecnologias alternativas que ayudan a mitigar el grado de contaminacién de las
ARs para su descarga directa o ver si se pueden reutilizar. El presente trabajo de
investigacion consistié en el uso de la ecotecnologia fitorremediacion a escala piloto
con flujo discontinuo empleando Eichhornia crassipes y posterior radiacion UV-C para
la desinfeccién de ARs. Las muestras de ARs a tratar se tomaron del dltimo tanque
séptico del campus central de la Universidad Autbnoma de Chiriqui, previo a la
descarga en la cuenca media de la quebrada San Cristobal, posteriormente fue filtrada
utilizando gasa simple (4"x4"x12 capas) la cual fue colocada en un embudo.

Se emplearon diversos bioensayos en donde la primera parte consistio
Unicamente en el uso de radiacion UV-C (250 + 10 nm), con combinaciones de
distancias de radiacién de 2 como de 8 cm, y con tiempos de exposicion de 30 como
15 min. Se realizaron ocho repeticiones con las variables mencionadas. Para
determinar la concentracién bacteriana tanto antes como después de la aplicacion de
la radiacion, se llevo a cabo el método de vertido en placa y diluciones seriadas. Las
placas petri contenian agar BHI.

La segunda parte consistid6 en bioensayos con un TRH de 10 dias para la
muestra de AR con E. crassipes y un fotoperiodo de 12:12; ademas de bioensayos
con radiacion UV-C (250 £ 10 nm) con combinaciones de distancias de radiacion de 2

como de 8 cm, y con tiempos de exposicion de 30 como 15 min. Los bioensayos con

XXII



planta se repitieron siete veces y cada uno contaba con dos réplicas. El control
consistié en muestras de ARs sin planta. A las muestras obtenidas tanto antes como
después de tratamiento con la macrofita, se le realizaron andlisis fisico-quimicos,
determinacion de concentraciones de nutrientes (NOs, PO4* y NHs*) y DQO; a las
plantas se le midio la altura y la masa tanto al inicio como al finalizar el estudio. Luego
se realiz6 recuento bacteriano mediante vertido en placa a las muestras de ARs al
inicio del bioensayo, después de aplicar tanto la planta como la radiacion UV-C. Por
altimo, se realizaron pruebas confirmatorias y estriado en placa en agar MacConkey,
para identificar las especies bacterianas que crecieron en las placas petri empleadas
para recuento bacteriano.

En la seccion obtuvimos una desinfeccién del 100 % de UFC/mL en todas las
combinaciones de variables de tiempo y distancia.

En los bioensayos con E. crassipes, obtuvimos una remocién de parametros
fisico-quimicos como el amonio (83 %), ortofosfatos (57 %), DQO (34 %), pH (4 %),
temperatura (0.37 %) y S.T.D. (9 %). Por el contrario, se obtuvo un aumento en la
concentracion de los nitratos. En cuanto al parametro microbioldgico, se obtuvo una
eficiencia de remocion del 86 % de las UFC/mL. Luego, con la posterior desinfeccion
con radiacion UV-C a la carga bacteriana remanente de las muestras tratadas con E.
crassipes, se obtuvo un 100 % de desinfeccion en todas las combinaciones de las
variables de tiempo y distancia de estudio.

Con las pruebas confirmatorias se identificaron especies bacterianas como
Pseudomonas fluorecens, Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae y Klebsiella

pneumoniae.
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E. crassipes mostré ser eficiente en la mayoria de los parametros fisico-
quimicos y en los microbiolégicos, sin embargo, solo el pH obtenido esta dentro del
LMP establecido en la normativa panamefia DGNTI-COPANIT 35-2000.

La limpieza de las ARs empleando plantas con potencial biorremediador y el
uso de radiacién UV-C, constituyen una solucion para evitar la contaminacion de los

ecosistemas, ademas de proveer alternativas renovables de las fuentes hidricas.
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ABSTRAC

Discharges of sewage (SW) are a problem worldwide, as they affect aquatic
ecosystems contributing to eutrophication, which generates an imbalance in the
environment that can cause health effects; due to this, alternative technologies arise
that help mitigate the degree of contamination of SW for direct discharge or reuse. The
present research work consisted of the use of phytoremediation ecotechnology on a
pilot scale with discontinuous flow using Eichhornia crassipes and subsequent UV-C
radiation for the disinfection of SW. The samples of SW to be treated were taken from
the last septic tank of the central campus of the Autonomous University of Chiriqui,
prior to discharge in the middle basin of the San Cristobal creek, later filtered using
simple gauze (4"x4"x12 layers) which was placed in a funnel.

Several bioassays were used, the first part consisting only of the use of UV-C
radiation (250 + 10 nm), with combinations of radiation distances of 2 and 8 cm, and
with exposure times of 30 and 15 min. Eight repetitions were performed with the
aforementioned variables. To determine the bacterial concentration both before and
after the application of radiation, the method of plate pouring and serial dilutions was
carried out. The petri dishes contained BHI agar.

The second part consisted of bioassays with a hydraulic retention time (HRT) of
10 days for the AR sample with E. crassipes and a photoperiod of 12:12; as well as
bioassays with UV-C radiation (250 + 10 nm) with combinations of radiation distances
of 2 and 8 cm, and with exposure times of 30 as 15 min. The plant bioassays were
repeated seven times and each had two replicates. The control consisted of samples

of plantless SW. Physicochemical analyses were performed on the samples obtained
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both before and after treatment with the macrophyte, determination of nutrient
concentrations (NO?*, PO43 and NH**) and COD were performed; The plants' height
and mass were measured both at the beginning and at the end of the study. Bacterial
counting was then performed by plate pouring into the SW samples at the beginning of
the bioassay, after applying both the plant and UV-C radiation. Finally, confirmatory
tests and plate striation were performed on MacConkey agar to identify the bacterial
species that grew in the petri dishes used for bacterial counting.

In the section, we obtained 100% disinfection of CFU/mL in all combinations of
time and distance variables.

In the bioassays with E. crassipes, we obtained a removal of physicochemical
parameters such as ammonium (83%), orthophosphates (57%), COD (34%), pH (4%),
temperature (0.37%) and S.T.D. (9%). On the contrary, an increase in the
concentration of nitrates was obtained. Regarding the microbiological parameter, a
removal efficiency of 86% of CFU/mL was obtained. Then, with the subsequent
disinfection with UV-C radiation of the remaining bacterial load of the samples treated
with E. crassipes, 100% disinfection was obtained in all combinations of the time and
distance variables.

Confirmatory tests identified bacterial species such as Pseudomonas
fluorecens, Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae.

E. crassipes it was shown to be efficient in most of the physical-chemical and
microbiological parameters, however, only the pH obtained is within the LMP

established in the Panamanian regulations DGNTI-COPANIT 35-2000.
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The cleaning of SW using plants with bioremediation potential and the use of
UV-C radiation is a solution to avoid the contamination of ecosystems, in addition to

providing renewable alternatives to water sources.
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CAPITULO |

MARCO INTRODUCTORIO



1.1.INTRODUCCION

La contaminacion de los recursos hidricos por el aumento de las
descargas directa de aguas residuales (ARs) no tratadas a los cuerpos de agua
superficiales ha sido insostenible, ya que la misma no puede hacer frente a los
altos niveles de contaminacion, a través de su proceso natural de limpieza
(Rodriguez Pimentel, 2017). Un estudio realizado por Tuholske et al., (2021) en
donde utilizaron un modelo geoespacial de alta resolucion para mapear los
aportes de nitrégeno de las ARs en 135 000 cuencas hidrograficas de todo el
mundo, encontraron que éstas incorporan aproximadamente 6.2 millones de
toneladas anuales de nitrégeno a las aguas costeras del mundo; siendo este
uno de los contaminantes mas dafinos, ya que conlleva a los florecimientos
algales nocivos (FAN), eutrofizacion y zonas hipoxicas o andxicas. Debido a
esta insostenibilidad causada por las actividades antropogénicas se busca
implementar tecnologias eficientes y viables para tratar las ARs, ya sea para
reutilizarlas (Monroy Hermosillo, 2021) o para mitigar su impacto en el medio
ambiente (Rodriguez Pimentel, 2017). Una de las alternativas biotecnol6gicas
sustentables y econdmicas, es la fitorremediacion la cual es un conjunto de
tecnologias que emplean plantas y microorganismos asociados a éstas, para
degradar, extraer o inmovilizar contaminantes presentes en el suelo y el agua,
a traveés de procesos naturales (Uggetti, 2021). Esta fitotecnologia hace uso de
macrofitas como, por ejemplo, Azolla, Eichhornia, Lemna, entre otras especies,
las cuales reducen la contaminacion de las ARs por medio de la bioacumulacion

de los contaminantes en sus tejidos aun en altos niveles de estrés (Ansari et



al., 2020). Para aprovechar la capacidad biorremediadora de las plantas,
construyen humedales artificiales, en donde los de tipo flotantes (HAF) son los
mas empleados por sus numerosas ventajas en comparacion a otros tipos
(Delvalle-Borrero et al., 2022). En los HAF emplean distintos tipos de macrofitas
entre ellas la macrdfita flotante Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (jacinto de
agua), la cual ha demostrado ser eficiente en la disminucion de la concentracion
de nutrientes (Auchterlonie et al., 2021), materia organica, metales pesados
como el cadmio y cromo (Vargas-Perdomo et al.,, 2018), e incluso en la
eliminacion la bacteria Escherichia coli (Ledn Suarez, 2017), representando asi
una importante alternativa ecolédgica. Otra alternativa utilizada para tratar ARs
es el uso de radiacioén ultravioleta tipo C (UV-C), la cual es empleada para la
desinfeccién bacteriana (coliformes totales y termotolerantes) en un tiempo
minimo, lo cual conlleva a una disminucién del uso del cloro (Rossel Bernedo
et al., 2020). Este tipo de radiacion es considerada germicida, ya que puede
inactivar a los microorganismos expuestos hasta un 99 % (Correa et al., 2020).
El objetivo de este proyecto es evaluar la eficiencia de E.crassipes para
biorremediacion y la radiacion UV-C para desinfeccion, en el tratamiento de
ARs originadas por la Universidad Auténoma de Chiriqui. Se espera que los
resultados obtenidos aporten una base en la busqueda de alternativas
ecologicas, viables y accesibles que puedan ser implementadas dentro del
campus universitario, permitiendo que las ARs descargadas directamente

cumplan con el reglamento técnico de Panama DGNTI-COPANIT 35-2000



(Agua. Descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas de agua

superficiales y subterraneas, 2000).



1.2.HIPOTESIS
El uso de la macréfita E. crassipes y la radiacion UV-C disminuyen la
concentracion de nutrientes y carga bacteriana de las muestras de aguas

residuales estudiadas.



1.3.0BJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de la planta Eichhornia crassipes para
biorremediacién y posterior desinfeccion con radiacion UV-C
en el tratamiento de aguas residuales originadas por la

Universidad Autonoma de Chiriqui (UNACHI).

1.4.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las concentraciones de nutrientes (fosfatos, nitratos y
amonio) y parametros fisico-quimicos (temperatura, pH, S.T.D
y DQO) en las muestras de ARs tratadas con E. crassipes.
Realizar recuentos bacterianos tanto de las aguas tratadas con
E. crassipes como posteriormente a la aplicacion de UV-C en
la disminucion/eliminacion de bacterias en las muestras de
ARs.

Realizar ensayos aplicando radiacion UV-C utilizando
variables combinadas de distancia de la fuente de luz y tiempo
de exposicidn a las muestras de AR para verificar su eficiencia
de desinfeccion bacteriana.

Recomendar los usos posibles de las ARs evaluadas, de
acuerdo a los Reglamentos Técnicos (DGNTI-COPANIT 35-

2000 y 24-99) de la calidad del agua en Panama.



1.5.ALCANCE DEL TRABAJO
En el presente estudio se utilizé la macrofita E. crassipes y radiacion UV-C para el
tratamiento de las ARs las cuales fueron tomadas de la Universidad Autonoma de
Chiriqui (UNACHI), previo a su descarga directa en la cuenca baja de la quebrada San
Cristébal, David, Chiriqui. Sus coordenadas son 8°2549.51” latitud norte y
82°26’53.36” longitud oeste. Se desea conocer la eficiencia de estos tratamientos
como alternativas ecoldgicas y accesibles para depurar las ARs generadas por la
universidad.
e Delimitacion espacial

El sitio donde se realizé la presente investigacion fue en la UNACHI. Los

analisis biologicos se realizaron en el laboratorio de microbiologia y los fisico-

quimicos en el laboratorio del Centro de Investigacién de Productos Naturales

y Biotecnologia (CIPNABIOT). Los sistemas pilotos con la macréfita estuvieron

en el invernadero del Centro de Investigacion de Cultivos de Tejidos Vegetales

(CITEV). Todos los centros donde se realizaron los andlisis y montaje de los

sistemas, estan en la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas (FCNYE) dentro

del campus universitario.

Las muestras de ARs se recolectaron en el tanque séptico ubicado en la parte

de atras de FCNYE. Las ARs que llegan a este ultimo tanque no reciben ningun

tipo de tratamiento que disminuya la cantidad de nutrientes y carga bacteriana.

Estas ARs son descargadas directamente en la quebrada San Cristobal, a la

cual también llegan ARs de diferentes instituciones y barriadas desde los afios



50, por lo que su grado de contaminacién es alto, afectando al medio ambiente
y a las personas que residen a lo largo de la quebrada (Vasquez, 2015).

e Delimitacion temporal
La parte experimental se desarroll6 entre los meses de noviembre de 2022
hasta mayo de 2023. De esta manera, hubo una mayor generacion de ARs
domésticas de tal forma que facilité su colecta, debido al tiempo de gran auge
en la universidad. Los analisis de nutrientes y parametros fisico-quimicos
también se realizaron dentro de este rango de tiempo.

e Delimitacién del tema
Se realizaron pruebas ex situ de desinfeccion de ARs utilizando radiacién UV-
C. Mediante la técnica de recuento bacteriano se conocio la efectividad para
determinar el tiempo y distancia minima de exposicion a este tipo de radiacion
dentro del recipiente en donde se hicieron las pruebas. También se realizaron
pruebas ex situ con la macrdfita flotante E. crassipes, para comprobar su efecto
biorremediador mediante la caracterizacion de la calidad del agua tratada con
esta planta. Esto se realiz6 mediante analisis de parametros fisicoquimicos
como pH, temperatura, demanda quimica de oxigeno (DQO); nutrientes como
nitrdgeno total, nitrdgeno amoniacal, fosfato total, y parametros biolégicos como

coliformes totales y fecales.



1.6.LIMITACIONES

La presente investigacion tuvo limitaciones para adquirir una mayor cantidad de viales
de la marca HACH, lo cual impidio realizar pruebas fisicoquimicas de las ARs con la
E. crassipes durante cada dia de exposicion de estas. Por ende, estos analisis se
realizaron el dia cero y dia diez de exposicion. En dos de los ensayos se tuvo un
retraso en los analisis fisico-quimicos de las ARs tanto antes como después de
exposicion a la macrofita, debido a retrasos con los kits solicitados para sus analisis.
Se utilizaron cuatro plantas por cada sistema debido al espacio reducido para
colocarlos y a la dificultad de conseguir mas volumen de ARs del utilizado el cual fuera
homogéneo para cada sistema. Por otra parte, limitacion de controlar variables como
la concentracién de nutrientes y carga bacteriana presente en las ARs durante cada
muestreo, edad de las plantas, densidad de las raices, tamafio de las hojas, entre
otros, puede haber afectado los resultados en cada ensayo. También, factores del sitio
donde estuvieron los sistemas pilotos como la intensidad luminosa, temperatura,
humedad, entre otros, no se pudieron controlar.

Son pocos los estudios encontrados con E. crassipes en Panama, por lo que no se
tienen datos sobre su comportamiento y eficiencia al ser expuesta a ARs con las
condiciones abidticas del sitio. Sin embargo, (Delvalle-Borrero et al., 2022) menciona
a la E. crassipes dentro de las macrofitas presentes en Panama las cuales pueden ser
utilizadas en la construccion de humedales artificiales flotantes HAF por su potencial

biorremediador.



1.7.JUSTIFICACION

En Panam@ existen algunas plantas de tratamientos de ARs (PTAR), las cuales se
encuentran en las provincias de Panama, Panama Oeste y Herrera, siendo la més
importante la que estd ubicada en el corregimiento de Juan Diaz, provincia de
Panama. Esta planta pertenece al Programa Saneamiento de Panama. Esta PTAR es
de tipo bioldgico (lodos activados), es decir, utilizan microorganismos que viven en las
ARs las cuales utilizan los nutrientes presentes para su metabolismo. Ademas,
requieren la presencia de oxigeno (reacciones aerdbicas) (Programa Saneamiento de
Panama, s/f).

En la provincia de Chiriqui existen algunos proyectos de PTAR finalizados como el
ubicado en el distrito de Boquete, la cual cuenta con una capacidad para tratar 750 mil
galones por dia GPD de AR. La empresa Grupo PLODESA (s/f) cuenta con algunos
proyectos de PTAR, por ejemplo, los ubicados en la urbanizacién Brisas de Boqueron
con capacidad de 60.000 GPD, urbanizacién EIl Pinar con 50.000 GPD, urbanizacion
Valle Bonito con 90.000 GPD, entre otras. También existen otras PTAR en
construccion por otras empresas, como la que se ubicada en el Centro Femenino de
Rehabilitacion de Los Algarrobos, la cual tendra capacidad para atender a 500
personas. Actualmente cuenta con un avance del 50 % (Ministerio de Gobierno, 2022).
En el distrito de David se encuentran otras PTAR como la del Hospital Rafael
Hernandez, pero enfocadas en lodos activados a través de reactores biologicos
secuenciales (SBR), mediante la modalidad de aireacion extendida (Proyectos
Generales S. A. [PROGESA], 2022). También otros proyectos en fase de construccion

como el que se ubica en la ciudad de David, en la comunidad de San Cristobal proxima
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al rio David, estara equipado con un tratamiento secundario, digestion anaerdbica de
lodos con conversion de biogas (utilizando biodigestores LIPP) y un colector de ARs.
Esta PTAR tendra un caudal de disefio de 51.840 m3/dia. (Grupo IDP, s/f). Ademas de
las PTAR mencionadas, también existen lagunas de oxidacion como la ubicada en la
Ciudad de David, la cual beneficia a una poblacibn de 25 mil personas
aproximadamente (Rodriguez y Zarraonandia, 2016). Debido a los altos costos que
representa la construcciéon de PTAR (Andrade Avalos et al., 2021), en el presente
trabajo de investigacibn se propone un tratamiento mixto el cual consiste en la
depuracion y desinfeccion de las ARs de la UNACHI mediante el uso de la macrofita
E. crassipes y radiacion UV-C, respectivamente. Estas ARs son descargadas
directamente en la quebrada San Cristobal, por ende, se busca proporcionar
alternativas viables, accesibles y econémicas que puedan ser implementadas a gran
escala dentro del campus universitario para mitigar el impacto de las grandes
cantidades de ARs generadas, en el entorno. Ademas, permitira obtener datos
relevantes del uso combinado de la macrdéfita E. crassipes con radiaciéon UV-C para la
biorremediacion y desinfeccion como alternativa a otros métodos como la cloracion.
Las ARs tratadas brindard opciones a las personas para su reutilizacién o para que
las mismas sean descargadas directamente en la quebrada de acuerdo a los limites
méaximos permitidos (LMP) segun los reglamentos técnicos de Panama como el

DGNTI-COPANIT 35-2000 y DGNTI-COPANIT 24-99 (1999).
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MARCO TEORICO
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2.1.REVISION DE LITERATURA

2.1.1.Contaminacion por aguas residuales

La contaminacion de los cuerpos de agua se da de manera natural cuando el
agua subterranea fluye disolviendo diversos compuestos que se encuentran en las
distintas capas del suelo. Este proceso aumenta de la concentracion de
oligoelementos como el flior y el arsénico inorganico, considerado este ultimo por la
OMS como una de las 10 sustancias quimicas mas preocupantes para la salud
humana(Organizacion Mundial de la Salud [OMG], 2022); entre otros contaminantes
como el manganeso, aluminio, hierro, uranio, litio, entre otros (We Are Water, 2019;
Xiao et al., 2019). La contaminacion del agua también se puede dar por eventos como
la erosion y lixiviacion (Xiao et al., 2019) La contaminacion del agua también se da de
manera antropogénica la cual es causada por la descarga directa de ARs al medio
ambiente procedente de actividades humanas. Aproximadamente un 80 % de ARsS son
vertidas a los cuerpos de agua sin ningun tipo de tratamiento previo, afectando asi a
los ecosistemas y la salud humana (Lin et al., 2022). La descarga directa de ARs
provocan un aumento en la concentracion de muchos contaminantes en los
ecosistemas costeros, por ejemplo, las cuencas de la India, Corea del Sur y China son
las que mas aportan nitrégeno a estos ecosistemas. En China, solo la cuenca del rio
Yangtsé aporta el 11 % de nitr6geno de ARs a las aguas costeras del mundo (Tuholske
et al., 2021). Haga clic o pulse aqui para escribir texto.Haga clic o pulse aqui para
escribir texto.

Por otra parte, las industrias producen ARS, las cuales representa una de las

categorias mas peligrosas, ya que contienen metales pesados que son
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significativamente toxicos y altamente resistentes, representando un serio problema
para la salud humana y de los ecosistemas (Diaconu et al., 2023). La industria textil
es de las mas contaminantes debido al alto consumo del agua y las aguas residuales
que ésta genera con una alta carga de contaminantes como colorantes artificiales
(Brafiez Sanchez et al., 2018).

En la (tabla 1) se muestran otras industrias que utilizan pigmentos y colorantes.
Tabla 1

Concentraciones de color y cantidad de agua generada por algunas industrias

industria Cantidad de agua generada Concentraciones de color
(m3/Ton) (Unidades Hazen*)
Azucarera 0.4 cafia de azucar 150-200
Cervecera 0.25 cerveza producida 200-300
Destilera 12 de alcohol producido 200-300
Curtido 28 de papel 400-500
Papelera 175 de papel 100-600
Textilera 120 de fibra 1100-1300

Nota. Unidades Hazen o Platino-Cobalto son estandares basados en la escala de color

introducida en 1892 por el quimico Allen Hazen, por (Cortazar et al., 2009)
2.1.2.Aguas residuales

Son aguas que contienen materia disuelta y una variedad de

impurezas procedentes de los vertidos de fuentes como domésticas,

comerciales, agricolas, urbanas e industriales (Ecomar, 2020; Lin et al.,

2022). Estas contienen metales pesados, nutrientes, efluentes de sistemas

como tanques de tratamiento séptico y escorrentias pluviales, las cuales

pueden arrastrar sustancias nocivas (Tuser, 2021), por ejemplo,
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fertilizantes, herbicidas, pesticidas; petrdleo y productos proveniente de
industrias; bacterias, residuos de animales domésticos. entre otros
(Nufiez, 2022). También sustancias inorganicas Las ARs contienen
aproximadamente 99.9 % agua mientras que la parte restante incluye
soélidos de materia organica e inorganica, soélidos disueltos y suspendidos,
y microorganismos. Este 0.01 % es el que produce la contaminacion del
agua (von Sperling, 2007).

El flujo y composicion de las ARs cambia constantemente cada afio,
estacion, semana e incluso durante el dia (Monrroy Hermosillo, 2021,
Tuser, 2021). También dependera del uso que se le da al agua (von
Sperling, 2007).

Existen diferentes tipos de ARs de acuerdo a su origen siendo las
principales:

e Aguaresidual doméstica
Son producto de los residuos liquidos de zonas residenciales,
establecimientos comerciales e instituciones.

e Aguaresidual urbana
Son los residuos de actividades residenciales, recreativas e industriales
las cuales son transportadas por un sistema de alcantarillado.

e Aguaresidual industrial
Son originadas por procesos de fabricacion industrial o comercial, siendo

estas mas complejas para tratar, siendo esta la principal causa de
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contaminacion del agua (Fibras y Normas de Colombia S.A.S., s/f; Tuser,
2021).

2.1.3.Consecuencias de las ARs
e Salud humana

Aproximadamente 829 000 personas mueren por diarrea, lo cual representa
casi el 60 % de todas las muertes por esta enfermedad a nivel mundial, incluyendo
cerca de 300 00 niflos menores a cinco afos. Esta enfermedad se debe al consumo
de agua potable no segura, falta de saneamiento o la inadecuada higiene en las
manos. Ademas, esta relacionada con la desnutricion, ya que la diarrea y enteropatia
ambiental inhiben la absorcion de nutrientes (UNESCO, 2021).

Las ARs tratadas que no cumplen con los requisitos adecuados y que son
utilizadas para riego en la produccion agricola, provoca contaminacion de las verduras
y hortalizas con coliformes, estreptococos y salmonella lo que conllevaria a afectar la
salud de los consumidores (Sanchez et al., 2021).

e Ambiente

Las aguas residuales, principalmente industriales, liberan sustancias quimicas
toxicas, sustancias organicas e inorganicas, sustancias quimicas organicas volatiles,
lodos radiactivos, plomo, mercurio, benceno, nitratos, fosfatos, colorantes, entre otros
contaminantes; los cuales, al ser vertidos a los sistemas acuaticos sin tratamientos
previos o adecuados, los hacen insalubres para cualquier tipo de uso humano,

afectando el ecosistema (Chowdhary et al., 2020; Lin et al., 2022).
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El aumento en la concentracion de nutrientes provoca la proliferacién de algas
en los sistemas dulceacuicolas, lo cual provoca pérdidas econémicas, mortandad de
peces y cortes en los suministros de agua para el ganado (UNESCO, 2021).

2.1.4.Contaminacién por ARs en Panamé

Panama cuenta con abundantes recursos hidricos en donde el 80 % de éstos
poseen calidad catalogada como aceptable o poco contaminada. Segun Fabrega et
al., (2019), la mayor contaminacion se da en muchas regiones del Pacifico relacionada
con la incidencia en zonas marino-costeras, a causa de la gran concentracion
demografica y a la abundante cantidad de cuencas que las alimentan. Las cuencas de
la ciudad de Panama presentan problemas de contaminacién como consecuencia de
la concentracion de la poblacion y centros urbanos importantes, los cuales afectan las
cuencas cercanas por lo que estas zonas son consideradas focos de contaminacion
como resultado de la descarga directa de vertidos domésticos, urbanos e industriales
sin algun tipo de tratamiento; también por la deforestacién de los bosques y erosion
de los suelos. Del mismo modo, la ganaderia y la agricultura han contaminado cuencas
como las de Azuero, debido a la descarga de residuos agroquimicos, vertidos al suelo
procedentes de granjas, vertederos, entre otros (MiAmbiente, 2013), por lo que estas
cuencas presentan altos niveles de riesgos de calidad del agua (Fabrega et al., 2019).

2.1.5.Normativas Panamefas

El Ministerio de Ambiente es la entidad responsable de mantener un control de
calidad de los recursos hidricos de todo el pais; sin embargo, no estan exentas a
contaminacion por causa del vertido de ARs sin tratamiento previo. La concentracion

de nutrientes, carga bacteriana y parametros fisico-quimicos de las ARs tratadas,
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estan reguladas por reglamentos para garantizar que la misma sea apta para descarga
directa a cuerpos de agua o para reutilizar (Rodriguez y Zarraonandia, 2016). En la
(Tabla 2) se muestran algunos reglamentos encargados de establecer las
regulaciones a las ARs tratadas.

Tabla 2

Reglamentos relativos a la calidad de agua en Panama

Nombre (Institucion) Aspecto cubierto Referencia
Reglamento Técnico Reutilizacion de las o
) Gaceta Oficial N° 24.008 del
DGNTI-COPANIT 24- aguas residuales
13 de marzo de 2000.
99 (MICI) tratadas

Descarga de efluentes

o liquidos directamente a
Reglamento Técnico

DGNTI-COPANIT 35-
2000 (MICI)

cuerpos de agua y Gaceta Oficial N° 24.115 del
masas de aguas 10 de agosto de 2000.
superficiales y
subterraneas
Fuente: Fabrega et al., (2019)

2.1.6.Parametros para definir la calidad de las aguas residuales

Los parametros se pueden dividir en tres categorias, lo cual permite una mejor
comprensién de las caracteristicas y el potencial de contaminacion de las ARs (von
Sperling, 2007).

La (Tabla 3, 4 y 5) presentan las principales caracteristicas de las ARs.
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Tabla 3

Principales parametros fisicos de las ARs

Parametro Descripcion
¢ Influye en la actividad microbiana
Temperatura ) )
e Ligeramente superior al agua potable
¢ ARs frescas: gris claro
Color o .
e ARSsS septicas: gris oscuro a negro.
e ARs frescas: olor aceitoso, relativamente
desagradable.

Olor e ARs sépticas: Olor desagradable debido al gas
sulfuro de hidrégeno y de otros subproductos como
resultado de la descomposicion.

Turbiedad e Provocado por una variedad de solidos suspendidos.

Fuente: adaptado de von Sperling, (2007)
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Tabla 4

Principales parametros quimicos de las ARs

Parametro

Descripcion

Solidos totales

Orgénicos e inorganicos; suspendidos y disueltos.

Materia organica

Mezcla heterogénea de diversos compuestos organicos

como proteinas, carbohidratos y lipidos.

Determinacion

indirecta

e DBOs

e DQO

Determinacioén directa

e COT

Demanda bioquimica de oxigeno. Medida del oxigeno
consumido por los microorganismos a los cinco dias, en
la estabilizacidén bioquimica de la materia.

Demanda quimica de oxigeno. Representa la cantidad de
oxigeno necesario para estabilizar quimicamente la
materia organica carbonosa. Utiliza agentes oxidantes

fuertes en condiciones acidas.

Carbono orgéanico total. Mide directamente la materia
organica carbonosa. Es determinado mediante la

conversion de carbono organico en dioxido de carbono.

Nitrogeno total

Esencial para el crecimiento de microorganismos en el

tratamiento biol6gico de ARs.

Fosforo total

Existe en formas organicas e inorganicas. Es esencial en

el tratamiento biol6gico de ARs.

pH

Indicador de las condiciones pacidas o alcalinas del ARs.

Fuente: adaptado de (von Sperling, 2007)
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Tabla b

Principales organismos presentes en las ARs

Organismo Descripcion

« Responsables de la estabilizacion de la materia

_ organica.
Bacterias }
« Algunas son patdégenas causando enfermedades
intestinales.
Archaea < Importante en los procesos anaerébicos.
= Importante en la produccion de oxigeno en cuerpos de
Algas agua y en algunos procesos de tratamiento de ARs.
» Pueden causar florecimientos.
e Importantes en la descomposicion de la materia
Hongos o
organica.
- Esencial en tratamientos biol6gicos para mantener el
Protozoos o )
equilibrio entre varios grupos.
Virus - Patdégeno y dificilmente de eliminar en ARs
_ « Los huevos presentes en algunas ARs provocan
Helmintos

enfermedades.

Fuente: adaptado de von Sperling (2007)

2.1.7.Principales parametros predominantes y con mayor relevancia a

considerar en las ARs

Nitr6geno

Es un elemento importante en todas las formas de vida y esencial tanto
en proteinas como de los acidos nucleicos (Microlab Industrial, 2017).
Puede estar presente en diferentes formas en las ARs, y puede tener
varias transformaciones durante los procesos de tratamiento de la

misma, por ende, permite convertir el nitrdgeno amoniacal en otros que
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pueden ser separados del agua residual con mas facilidad (Agua,
2018).Este proceso se conoce como nitrificacion y desnitrificacion. En la
primera se reduce la demanda de oxigeno del amoniaco al ser oxidado
a nitrato; el segundo consiste en reducir los nitratos en nitrdgeno gas, lo
cual facilita que sean eliminados del ARs (iAgua, 2018; von Sperling,
2007).
o Nitrégeno organico
Corresponde a los grupos aminos. Esta forma del
nitrégeno predomina en contaminaciones recientes o ARs
crudas y junto con nitrdgeno amoniacal dan lugar al
nitrégeno total Kjeldahl (von Sperling, 2007).
o Amoniaco
El amoniaco ionizando o i6n amonio (NHs*) y el
amoniaco no ionizado (NHs*) estan relacionados a través
del equilibrio quimico NH4* + OH~ <> NH3 + H20 < NHs+
H20 (Camargo y Alonso, 2007). Al ser hidrolizado
rapidamente, su presencia no es rara en ARs crudas (von
Sperling, 2007). Al aumentar la concentracién implica una
variedad de procesos biolégicos incluido la amonificacion,
fijacion biologica de nitrégeno y la eutrofizacion. El
amoniaco en concentraciones muy bajas es muy toxico

para la vida acuatica (von Sperling, 2007; Zhang et al.,
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Fosforo

2023), siendo también un factor importante de estrés
ambiental en la acuicultura (Liu et al., 2020)
Nitrito

El anidn nitrito (NO2") es la etapa intermediaria en la
descomposicion biolégica del amoniaco y se encuentra de
manera insuficiente en ARs sin tratar (von Sperling, 2007).

El nitrito se convierte facilmente a nitrato (NO3") de manera

natural, por lo que las muestras a analizar apenas
presentaran una concentracion cuantificable (Bolafios-
Alfaro et al., 2017).

Nitratos
El nitrato (NO3") el producto final de la oxidacion del

amoniaco. Se encuentra ausente en las ARs sin tratar (von
Sperling, 2007). El nitrato presenta menor toxicidad que el

nitrito y el amoniaco (Camargo & Alonso, 2007).

En ARs esté presente en la forma de fosfatos (PO4>) y puede ser de dos

tipos:

o Fosforo inorganico: Polifosfatos y ortofosfatos.

o Fosforo organico: unido a componentes organicos (von

Sperling, 2007).

El i6bnn fosfato es un nutriente esencial para el crecimiento de algas

(Guldhe et al., 2017), por lo que un aumento en la concentracion,
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contribuye a la proliferacion de algas, lo cual puede conllevar a la
eutrofizacion de las aguas superficiales (Bolafios-Alfaro et al., 2017).
También, es esencial para el crecimiento de otros microorganismos
responsables de la estabilizacion de la materia organica (von Sperling,
2007).
Materia organica (MO)
Es una de las principales causas de contaminacion del agua debido al
consumo de oxigeno disuelto por los microrganismos en la estabilizacion
de la materia organica. Estd compuesta por una variedad de
componentes como  particulas  macroscépicas, coloides o0
macromoléculas disuelta (Fuentes et al., 2015; von Sperling, 2007). La
MO influye en la ecologia de los ecosistemas acuaticos, ya que intervine
en el transporte de nutrientes y metales, asi como en las tramas tréficas
microbianas (R. Garcia, 2019).
La concentracion se determina de manera directa con la medida del
carbono organico total COT, o indirectamente midiendo la capacidad
reductora del carbono mediante la cuantificacién de la demanda quimica
de oxigeno (DQO) y la demanda bioquimica de oxigeno. No obstante,
no se logra cuantificar de manera exacta el tipo de compuesto presente
en la materia organica (Fuentes et al., 2015).
o Demanda quimica del oxigeno (DQO)
Es un método indirecto para la medicion del

consumo de oxigeno como resultado de la oxidacion
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quimica de la materia organica, obtenido por una fuerte

oxidacion (dicromato de potasio) en medio acido ((von

Sperling, 2007).

e Indicadores de contaminacion fecal

Permiten realizar un control y monitoreo confiable, breve y
econdmico de la calidad microbiolégica de aguas superficiales. De
esta manera, permiten clasificar las aguas residuales para
distintos usos, tratamientos, identificacion de contaminantes,
entre otros (Larrea-Murrell et al., 2013). Los microorganismos
utilizados para determinar contaminacion fecal por humanos y
animales son del grupo de los coliformes. Estos son bacilos
anaerobios facultativos, gramnegativos, no formadores de
endosporas, fermentan la lactosa con produccion de gas en 48
horas en incubacion a 36 °C (Madigan et al.,, 2009). Estos
presentan una alta resistencia ligeramente mayor a la de bacterias
patbgenas estéricas, siendo €sto una caracteristica importante
(von Sperling, 2007).

Los indicadores de contaminacion fecal mas usados son:

o Coliformes totales (CT)
Podrian entenderse como coliformes ambientales
debido a que pueden estar presente en aguas y suelo no
contaminados, por lo que son considerados

microorganismos de vida libre. Por ende, no deben
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utilizarse como indicadores de contaminacion fecal.
Podrian sugerir un exceso de nutrientes en ARs tratada
(von Sperling, 2007).

Coliformes fecales o termotolerantes (CTE)

Son el grupo predominante dentro de los coliformes
torales. Los CTE tienen la particularidad de soportar altas
temperaturas hasta 44 °C, por lo que es una caracteristica
que permite diferenciarlas de las bacterias de origen no
fecal denominados coliformes totales (von Sperling, 2007).
La Escherichia coli forma parte de este grupo, mientras que
los deméas coliformes termotolerantes (Citrobacter,
Enterobacter y Klebsiella) se pueden encontrar en aguas
enriquecidas de manera organica por efluentes
industriales, material vegetal o suelos en descomposicion
(Gianoli et al., 2018; Larrea-Murrell et al.,, 2013). La
presencia de estos organismos indica la presencia de
contaminacion fecal, ya sea de origen humano o animal,
debido a que las heces contienen CTE las cuales se
encuentran en el microbiota intestinal (Larrea-Murrell et al.,
2013).

Escherichia coli (E. coli)
Es una bacteria Gram negativa, anaerobia

facultativa la cual pertenece a la familia
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Enterobacteriaceae. Es la principal bacteria del grupo de
CTE y estd presente en grandes cantidades en heces
humanas y de animales. Forma parte de la microflora
entérica normal del col6n y de animales homeotermos, por
lo que su deteccibn no garantiza que el origen de la
contaminacion sea humano(Larrea-Murrell et al., 2013; von
Sperling, 2007). La mayoria de las cepas de E. coli se
caracterizan por su capacidad de producir enterotoxinas
muy potentes causando enfermedades intestinales y
extraintestinales (Larrea-Murrell et al., 2013; Madigan et
al., 2009). La mayoria de las cepas fermentan la lactosa y
producen indol, por lo que permite identificarlas de otras
especies. (Ryan & Ray, 2017). La presencia de esta
bacteria en ARs indica contaminacién fecal reciente, ya
que es el organismo predominante (von Sperling, 2007).
2.1.8. Fitorremediacién
Es el conjunto de tecnologias que utiliza plantas acuéticas y los
microorganismos asociados para degradar, contener, extraer e
inmovilizar contaminantes del suelo y agua. Esta técnica se fundamenta
en los procesos naturales de las plantas aun en condiciones de estrés
con elevadas concentraciones de contaminantes organicos e
inorganicos (Ansari et al., 2020; Delvalle-Borrero et al., 2022). Algunas

especies de plantas acuaticas como Azolla, Eichhornia, Lemna,
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Spirodela y Wolfia han sido reportadas como fitorremediadoras con una
eficiente reduccion de la contaminacion acuatica mediante la
bioacumulacion de los contaminantes en sus tejidos. También son
eficientes en la reduccion del porcentaje de DBO, DQO, metales
pesados, varias formas idnicas de nitrégeno y fosforo (Ansari et al., 2020;
Meeinkuirt et al., 2018).
Las plantas acuaticas fitorremediadoras deben cumplir con
caracteristicas como el répido crecimiento y desarrollo, facil
manipulacion y cosecha. Otros factores como la fotosintesis y grado de
contaminacion son indispensables para el éxito de los sistemas de
fitorremediacion (Ansari et al., 2020).
El uso de las fitotecnologias dependera del tipo de contaminante y
condiciones del sitio a tratar. Las mas empleadas son:
e Fitoestabilizacion
Las raices de ciertas especies de plantas acumulan,
adsorben y precipitan contaminantes en el suelo y el agua
mediante procesos de inmovilizacién. Este es un método
importante para eliminar contaminantes organicos e inorganicos
existentes en el suelo, sedimentos y medios de lodo (Ansari et al.,
2020).
e Fitoextraccion
Los contaminantes son absorbidos e hiperacumulados en

diferentes tejidos y partes de la planta (McGrath & Zhao, 2003).
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Fitovolatizacion

Las plantas tienen una gran capacidad para consumir y
volatilizar los contaminantes directamente a la atmdésfera (Girdhar
et al., 2014).
Fitodegradacion

También es conocida como fitotrasnformacion. Las plantas
metabolizan los contaminantes mediante compuestos producidos
dentro de los tejidos vegetales, a través de procesos metabdlicos
dentro de la planta (Girdhar et al., 2014).
Rizofiltracién
Implica la adsorcion y precipitacion de los contaminantes en el
sustrato de crecimiento que rodea las zonas de las raices (Ansari

et al., 2020)

2.1.9.Humedales artificiales (HAS)

Para aprovechar la capacidad biorremediadora de las plantas se construyen
humedales artificiales los cuales se basan en procesos naturales, por lo cual son
considerados amigables con el medio ambiente. Los HAs se disefian de tal manera
que puedan simular las zonas humedas naturales dentro de un ambiente controlado.
La construccion de los HAs no representa un costo alto en mantenimiento y operacion,
y mantienen una eficiente remocioén de materia organica, contaminantes inorganicos y
microorganismos patdgenos procedentes de ARs sin tratamiento previo o escaso. Los

HAs han demostrado ser eficientes para el tratamiento de diferentes tipos de ARs
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como domeésticas, textiles, industriales, agricolas, entre otras (Castillo-Valenzuela et
al., 2017; Delvalle-Borrero et al., 2022; Uggetti, 2021).

Los HAs pueden ser de flujo libre superficial, flujo subsuperficial, flujo horizontal,
flujo vertical, sistemas hibridos, humedales artificiales flotantes (HAF) (Delvalle-
Borrero et al., 2022; Vargas-Perdomo et al., 2018).

2.1.10. Lirio acuatico. Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, 1883

El lirio acuético es originario del rio Amazonas en Brasil, pero se ha extendido
hasta convertirse en mala hierba causando graves infestaciones en el sur de EEUU,
Centroamérica, Africa, sudeste asiatico y Australia. Se encuentra en cuerpos de agua
tropicales y subtropicales con altas concentraciones de nutrientes como nitrdgeno,
fésforo y potasio, debido a la escorrentia agricola, tratamiento insuficiente de ARs,
entre otros. Una sola planta puede provocar la invasién completa en cuerpos de agua.
Esto provoca que debajo del manto de las colonias del lirio, el oxigeno disminuya hasta
cero, lo cual provoca dafios en los ecosistemas acuaticos (Ansari et al., 2020;
Rodriguez-Lara et al., 2022; Vargas-Perdomo et al., 2018; Verdejo et al., 2006).

El lirio acuatico presenta un desarrollo éptimo entre 6 y 8 de pH, y su rango de
temperatura va desde 1° hasta 40 °C; sin embargo, su desarrollo favorable es entre
25y 27.5 °C. Altas concentraciones de sal (6-8), puede inhibir el crecimiento del lirio
(Rodriguez-Lara et al., 2022).

Presenta un gran sistema radicular la cual representa casi 50 % de la biomasa
de la planta. Sus raices adventicias y fibrosas pueden llegar a medir 50 cm e incluso
un metro; éstas se encuentran sumergidas con libre flotacion. La raiz contiene

pigmentos solubles los cuales ayudan a protegerla de los herbivoros. La macrdfita
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origina un rizoma que puede llegar a 30 cm de longitud el cual tienen varios entrenudos
cortos de donde sale una hoja y raiz. Las hojas sobresalen por encima de la superficie
del agua; estas son gruesas, brillantes, aspecto ceroso, con forma oval o eliptica y
pueden llegar a medir entre 2 a 15 cm de longitud, y 2 a 1 cm de ancho. Los peciolos
sSon gruesos y esponjosos, alargados hinchados en el medio y pueden formar un bulbo
flotante con tejido esponjoso. El peciolo puede desarrollar una estipula ancha
membranosa la cual forma una vaina alrededor en la siguiente hoja. Los tallos son
pubescentes y tienen dos bracteas y una estipula la cual da lugar a las flores.
Producen entre 8 y 25 flores en espigas solitarias o ramificadas. Cada flor tiene 6
pétalos azulados o violadceos con formas ovales u oblongas; cada uno tiene una
longitud de 4 cm y el pétalo superior (I6bulo principal) presenta una mancha amarillo
brillante rodeada por un borde purpura intenso. El fruto es una capsula la cual puede
contener hasta 450 semillas (Verdejo et al., 2006).

La reproduccién es sexual y vegetativa, siendo esta Ultima mediante estolones
los cuales pueden crecer hasta 30 cm de longitud antes de desarrollar una roseta hija.
Esta caracteristica le permite duplicar la superficie entre 6 y 15 dias (Ayanda et al.,
2020; Verdejo et al., 2006)

2.1.11. Taxonomia

El lirio acuatico (E. crassipes) es macréfita acuatica monocotileddénea
perteneciente a la familia Pontederiaceae. Pertenece al género Eichhornia el cual
comprende siete especies. E. crassipes se distingue de otras plantas acuaticas por
sus hojas brillantes y sus flores color azul o violaceo (Ayanda et al., 2020; Rodriguez-

Lara et al., 2022; Rojas-Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2022).
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En la tabla 6 se muestra la clasificaciéon taxonémica del lirio acuatico:
Tabla 6

Clasificacion taxonémica del lirio acuético

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Filo Espermatofitos
Subfilo Angiospermas
Clase Monocotiledoneas
Orden Pontederiales
Familia Pontederiaceae
Género Eichhornia
Especie Eichhornia crassipes

Fuente: (Rojas-Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2022)

2.1.12.Usos del lirio acuético

El lirio acuatico ha sido empleado en el tratamiento de ARs de distintas fuentes,
remediacion de metales pesados, produccién de etanol, papel, biogas, alelopatia,
alimento humano, forraje animal, produccion de artesanias y para la extraccion de
acidos grasos volatiles (Alade & Ojoawo, 2009; Ansari et al., 2020; Ayanda et al., 2020;
Castillo-Araya, 1990; Kahol et al., 2018; Meeinkuirt et al., 2018; Rodriguez-Lara et al.,
2022; Rojas-Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2022).

Se han realizado estudios de sistemas empleando combinaciones de plantas
acuaticas y sistemas planta-bacteria obteniendo como resultado una sinergia en la
disminucién de los parametros fisico quimicos (Jia et al., 2023; Prihatini y Soemarno,
2023), sin embargo, no se han realizado estudios de la combinacién de planta y

posterior radiacién UV-C como método de desinfeccion de ARs.
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2.1.13.Radiacion ultravioleta UV

La radiacion ultravioleta (UV) tiene longitudes de onda mas corta a la de la luz
visible en donde las energias van de los 3.2 eV hasta 1.2x10% eV. Esta radiacién
equivale al 7.2 % de la radiacion solar, en donde el 5.1 % equivale a la UV-A, 1.3 % a
la UV-Byel 0.8 % ala UV-C (Bohérquez-Ballén et al., 2007). Segun Bohorquez-Ballén
et al., (2007), la radiacion UV comprende las siguientes categorias:

e UV-A: Conocida como longitudes de onda larga, comprende
aguellas entre 400 y 315 nm. Es el menos dafino para el ser
humano.

e UV-B: Longitudes de onda media entre 315 y 280 nm. Tiene la
energia suficiente para deshacer capas biologicas.

e UV-C: Comprende longitudes de onda corta entre 280 y 100 nm.
La mayor parte es absorbida por parte del ozono estratosférico

2.1.14.Desinfeccién con radiacion UV-C

La radiacion UV-C, conocida como luz germicida, comprende longitudes de
onda corta la cual es letal para bacterias, algas, protozoos y otros organismos. Se ha
estudiado la aplicabilidad de este tipo de radiacién para la desinfeccion del agua en
donde revelan que aproximadamente a los 265 nm se obtiene un mayor efecto de
inactivacion de los microorganismos comparado a otras longitudes de onda
(Rattanakul & Oguma, 2018). Este tipo de radiacion causa dafios en la estructura del
ADN de cualquier organismo que esté dentro del rango de exposicion (Correa et al.,
2020). La accion consiste en una reaccion de fotosensibilidad del microorganismo la

cual provoca la inactivacion mediante la induccion de la formacion de dimeros de
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pirimidina (union de dos bases con un doble enlace). Estos dimeros alteran las hélices
del ADN vy los bloques de replicacién, por consiguiente, alteran la capacidad de
reproduccion de las células (Correa et al., 2020).

La efectividad germicida de la luz UV-C es proporcional a la dosis de exposicion.
Esta dosis es la cantidad de energia éptima para eliminar o inactivar microorganismos
mediante emision de luz UV-C. Por ende, la dosis es el producto de la intensidad de
la radiacion por el tiempo de exposicion, permitiendo calcular la efectividad del
tratamiento en los sistemas en donde sea aplicado (Correa et al., 2020; Rattanakul &
Oguma, 2018).

2.1.15.Desinfeccion con UV-C en medio liquido

La radiaciéon UV-C se ha empleado para la desinfeccion de ARs llegando a
inactivar totalmente coliformes totales y termotolerantes en un corto tiempo de
exposicion (Rossel Bernedo et al., 2020). Esto lo convierte en una alternativa para la
disminucién del cloro, ya que genera y aumenta la concentracion de subproductos de
desinfeccién (SPD) al reaccionar con la materia organica presente en el agua. Los
principales SPD son los trihalometanos (THMs), &cidos haloacéticos y halégenos
organicos disueltos (Lahora Cano et al.,, 2019). Las concentraciones de estos
subproductos pueden superar el limite maximo permisible; y pueden permanecer
después de la post-cloracion (Saldafia-Gonzélez y Franco-Avila, 2022) en
concentraciones significativas de hasta 57, 70 pg/L (Bracho et al., 2009). Los THMs
son los subproductos de la cloracibn con mayor concentracion, por lo que son
indicadores para la mayoria de subproductos de la cloracion (Lahora Cano et al.,

2019). El cloroformo y el bromodiclorometano han sido clasificadas por la Agencia
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Internacional para la investigacion del Cancer (IARC) en el grupo 2B las cuales agrupa
a las sustancias posiblemente carcinogénicas en humanos (Hernandez Sanchez et al.,
2011; Lahora Cano et al., 2019). Por lo cual, la desinfeccién con luz UV-C es una
alternativa viable, ya que no genera SPD (Lahora Cano et al., 2019), no hay necesidad
de almacenar o manejar reactivos quimicos, se requiere poco tiempo de exposicion,
se reduce el tamafio de los tanques de tratamiento y, por ende, el costo (Rossel
Bernedo et al., 2020).

En la tabla 7 se muestra los THMs mas comunes generados durante el proceso
de cloracion del agua.
Tabla 7

THMs mas comunes

Formula Molecular Nombre IUPAC Nombre comun
CHCIs Triclorometano Cloroformo
CHBTrCl2 Bromodiclorometano
CHBr2ClI Dibromoclorometano
CHBr3 Tribromometano Bromoformo

Fuente: Hernandez Séanchez et al., 2011

2.1.16.Antecedentes del estudio
Quispe et al., (2017), realizaron un estudio para evaluar la eficiencia de
remocién de parametros fisicoquimicos y metales pesados, empleando la
macrofita Eichhornia crassipes (jacinto de agua). También evaluaron el
crecimiento de la macrofita en funcién al tiempo y adopcién al medio en la
laguna de la Universidad Peruana Union. Adaptaron la macroéfita durante tres
semanas hasta ver el crecimiento medio de éstas. Luego disefiaron sistemas

flotantes empleando tubos PVC de dos pulgadas, mallas metalicas y mallas de

35



tela. Realizaron el muestreo por dos meses en funcién al ingreso de agua a la
laguna y el tiempo de retencion fue de tres a cinco dias. De acuerdo a sus
resultados, obtuvieron una eficiencia del 31 % de la remocion de parametros
fisicoquimicos como conductividad (Us/cm), oxigeno disuelto (mg/L), sélidos
totales (mg/L), turbiedad (UNT), pH, temperatura (°C), DBOs (mg/L), DQO
(mg/L), fosfato (mg/L). En cuanto al crecimiento de la macrdfita, fue mas rapido
dentro de los sistemas flotantes en donde duplic6 en 15 dias la cantidad de
plantas. También aument6 en tamafio debido a la alta concentracion de
nutrientes.

Ledn Suérez (2017), su estudio consistié en encontrar plantas acuaticas
con potencial biorremediador en ARs contaminadas con E. coli y coliformes
totales. Realiz6 muestreos en rio Guayas, rio Daule y Estero Cedefio, en donde
seleccioné las especies Azolla caroliniana Wild., Eichhornia crassipes Solms
1883, Pistia stratiotes L., Salvinia auriculata Aubl., Spirodela intermedia W. D.
J. Koch y Lemna minor L. Otra de las plantas que seleccioné fue Ceratopteris
thalictroides Brongn, El muestreo de las aguas negras consistio en cuatro
puntos de muestro a lo largo de una zanja de aguas negras ubicada dentro del
campus Mapasingue de la Universidad de Guayaquil, Ecuador. Las plantas
seleccionadas las reprodujo in vitro e hizo bioensayos previos por triplicado en
0, 5 litros de agua con fertilizante (Multiflor®) al cual le inoculéd cepas de E. coli
ATCC25922, con el fin de verificar la capacidad de eliminarlas. Realiz6 un
control negativo en donde inoculd la bacteria E. coli y coliformes fecales, pero

sin planta. Como control positivo utilizo la planta Lemna minor con la muestra
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de agua inoculada con E. coli. Después de 7 dias de exposicion del agua con
la planta, determiné la carga bacteriana remanente mediante los andlisis de E.
coli utilizando la técnica ISO 9308-1 (APHA/AWWA/WEF). En los bioensayos
de fitorremediacién para E. coli ATCC 25922, obtuvo que las especies S.
intermedia, S. auriculata, P. stratiotes, E. crassipes y C. thalictroides, redujeron
la poblacion en un 100 %. Por otra parte, A. caroliniana y L. minor redujeron E.
coli en un 99 %. Realiz6 un analisis de los resultados de los cultivos de
coliformes y encontrd que E. crassipes obtuvo la menor tasa de eliminacion de
coliformes totales en comparacion a las otras especies. De igual manera, E.
crassipes realizé una reduccion significativa en comparacion al control. En los
bioensayos con aguas negras obtuvo que todas las plantas redujeron
significativamente tanto coliformes como E. coli. S. auriculata y A. caroliniana
redujo al 100 % los coliformes fecales. Con las demas especies de plantas
obtuvo porcentajes menores de eficiencia. Siguiendo el orden en forma
descendente estan C. thalictroides, P. stratiotes, L. minor, S. intermedia y E.
crassipes.

Atencio et al., (2024) realizaron un estudio para evaluar el potencial de
remocion de fosfato de la Salvinia minima empleando humedales artificiales
debido al aumento desorbitado de la eutrofizaciébn en las cuencas bajas
panamefas. Emplearon un TRH de 13 dias. Obtuvieron una remocion de 10.60
% a 25.81 % de fosfato. Esto demuestra que el uso de plantas acuaticas es una
alternativa sostenible para disminuir las concentraciones de fosforo y otros

nutrientes en ARS.
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Rossel Bernedo et al., (2020) en su estudio evaluaron la presencia de bacterias
totales y termotolerantes, en el tratamiento del agua mediante el uso de la
radiacion ultravioleta clase C (UV-C). Su estudio lo realizé en el Laboratorio de
Control de Calidad de la Planta de Tratamiento de Agua Potable de la EPS,
EMSA Puno. Las normas vigentes exigen que las lecturas de coliformes totales
y termotolerantes en el agua potable debe ser de cero UFC/100 ml, por lo que
la UV-C es una alternativa para la disminucion en el uso del cloro. El
experimento lo llevé a cabo con una dosis de 0.00176 W/cm?/s de radiacion UV-
C con unalongitud de onda de 254 nm. Las muestras de agua fueron sometidas
al, 2, 3y 4 segundos de exposicion. Para determinar la presencia bacteriana
en agua opto por la metodologia de filtro de membrana. El conteo de coliformes
totales de acuerdo al orden del tiempo mencionado fue de 200, 165, 59 y 0O
UFC/100 mL; mientras que para el conteo de coliformes termotolerantes fue de
4, 3, 1y 0 UFC/100 mL. Concluy6 que para la inactivacion total de coliformes
totales y termotolerantes presentes en las muestras de agua, requirié de un

tiempo minimo de 4 s de exposicion a UV-C.
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CAPITULO 1lI

MATERIALES Y METODOS
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3.1.0BTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1.Lirio acuatico
La planta empleada fue la macrdfita flotante E. crassipes conocida cominmente como
lirio o0 jacinto de agua. Estas plantas se recolectaron a orillas del Rio Chiriqui Viejo,
Distrito de Barl, corregimiento de Progreso. Las coordenadas del punto uno es
8°28'13" latitud norte y 82°49'52" longitud oeste; mientras que las del punto dos es
8°28'13" latitud norte y 82°49'53" longitud oeste.

Se seleccionaron plantas adultas, tomando en consideracion aquellas que
presentan flores. Las plantas empleadas en cada muestreo tenian un tamafio similar
entre si. Las raices de las mismas fueron lavadas con agua corriente y luego agua
destilada para quitar el exceso de materia organica que causaran alteracién en los
resultados. Se midi6 el pH y temperatura del agua, en cada punto de recolecta
utilizando un multiparamétrico de bolsillo marca Thermo Scientific™ Eutech™ modelo
PCTestr35. Asi mismo, la irradiancia empleando un luxémetro marca LI-COR modelo
LI-250 A. Los muestreos se realizaron tanto en época seca como lluviosa.

3.1.2.Muestras de ARs

La muestra de ARs se tomaron del tanque séptico ubicado en la parte de atras
de los laboratorios de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas (FCNYE). Desde
este tanque se hace la descarga directa de las ARs a la quebrada San Cristébal. Esta
guebrada se ubica al noreste de la ciudad de David, corregimiento de San Pablo Viejo,
Distrito de David. Sus coordenadas son 8°25'53” latitud norte y 82°26’59” longitud

oeste, con altitud de 60 m.s.n.m.
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A las muestras de ARs se le realiz6 una previa filtracion para disminuir la
cantidad de S.T.D. y larvas. Para ello, se empled un embudo al cual se le coloco doble
gasa simple (4’x4’x12 capas). Al agua también se le realiz6 andlisis de pH y
temperatura. Los muestreos se realizaron entre agosto y abril lo cual comprende tanto
la época seca como la lluviosa
Figura 1

Puntos de colecta de las plantas macrofitas

. K
Nota: Coordenadas del punto 1 (8°28'13" N 82°49'

82°49'53" O)
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Figura 2

Punto de colecta de la muestra de AR
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Nota: Coordenadas 8°25'58"N y 82°27'07" O
3.1.3.Bioensayos preliminares.
El estudio comprendié dos partes para facilitar el trabajo y la comprension de
los datos generados.
e Parte A. Desinfeccion de ARs mediante radiacién UV-C
Se realizaron bioensayos preliminares para evaluar la capacidad de
desinfeccién en ARs mediante analisis microbiol6gicos de las muestras
utilizadas, y para seleccionar la dosis minima de radiacion UV-C en
distintos tiempos de aplicacion y distancia de la fuente de luz. También,
para verificar la funcionalidad de lamparas de radiacion UV-C obtenidas.
Bioensayo preliminar uno
La finalidad de este bioensayo fue determinar la radiacién

UV-C minima de desinfeccion utilizando distintos tiempos de
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aplicacion para esto se utilizd6 una lampara de pecera marca
Coospider de 11 W modelo HUV-11 con 26 cm de largo y 2 cm de
ancho. El envase donde se colocé la muestra de AR y la ldmpara,
tenia capacidad para dos galones (gal). A este se le agreg6 un gal
de AR previamente filtrada. Se contabiliz6 una baja o casi nula
cantidad de colonias en los distintos tiempos de exposicion, por lo
que se selecciond 30 minutos de aplicacion como la dosis minima.

Bioensayo preliminar dos

Para determinar los tiempos minimos y méaximos de
radiacion UV-C para desinfeccion se utilizé un rango de tiempo
comprendido entre 15 y 30 minutos. Se utiliz6 la misma cantidad
de AR, asi como los materiales del bioensayo preliminar uno. Para
cada tiempo de exposicion, se realizaron bioensayos combinados
de distancias de la fuente de luz para determinar la distancia
minima y méaxima de efectividad de la lampara. Los resultados de
desinfeccién presentados en la Tabla 8, fueron similares en
ambos tiempos de exposicion, asi como entre diferentes

distancias utilizadas.

Parte B. Fitorremediacién en combinacidn con la desinfeccién con

Se realizaron bioensayos preliminares para evaluar la eficiencia del lirio
de agua como biorremediador de ARs. También, para evaluar la
capacidad de desinfeccidon de las ARs, permitiendo optimizar las

variables a implementar en los bioensayos.
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o Bioensayo preliminar uno.
Se colocaron dos plantas por 1 gal de AR previamente filtrada.
Esta se agregd en envases de plastico con capacidad para 2 gal.
La muestra de AR fue expuesta durante siete dias a la macrdfita.
Pasado este tiempo, se le realizaron analisis fisico-quimicos
(nitratos, fosfatos, amonio, DQO, pH y temperatura) y biolégicos
(recuento bacteriano). Se obtuvo una disminucion tanto de los
parametros fisico-quimicos como de la carga bacteriana.
o Bioensayo preliminar dos.
Se utilizaron cuatro plantas en 2.5 gal. Se emplearon los mismos
materiales y andlisis empleados en el bioensayo uno. El tiempo
de exposicion de la muestra de AR con la planta fue de 10 dias.
Se obtuvo mayor porcentaje de disminucion de la concentracion
de nutrientes y carga bacteriana en comparacion a los analisis
realizados antes de la planta. Cada bioensayo se realiz6 por
duplicado.
3.2.Disefio Experimental
Se seleccionaron los valores de las variables que mostraron tener efecto sobre
la fitorremediacion y desinfeccion en las muestras de AR. El disefio de los ensayos se
realizo de tipo factorial con tres factores y dos niveles. Esto se realiz6 con el software
Minitab version 19.1.01. Dicho arreglo permitid una aleatorizacion, donde cada
bioensayo tuvo su réplica. Los factores fueron: presencia de planta, tiempo de

aplicacion y distancia de la luz UV-C.
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Tabla 8
Matriz experimental para las combinaciones a realizar en cada bioensayo (Minitab

version 19.1.01)

Orden Orden Tiempo Distancia

Estandar Corrida PtCentral Blogues (minutos) (centimetros) Planta
10 1 1 1 30 2 Si
13 2 1 1 15 2 No
4 3 1 1 30 8 Si
1 4 1 1 15 2 Si
6 5 1 1 30 2 No
5 6 1 1 15 2 No
3 7 1 1 15 8 Si
11 8 1 1 15 8 Si
8 9 1 1 30 8 No
14 10 1 1 30 2 No
15 11 1 1 15 8 No
2 12 1 1 30 2 Si
9 13 1 1 15 2 Si
12 14 1 1 30 8 Si
16 15 1 1 30 8 No
7 16 1 1 15 8 No
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Figura 3

Procedimiento para los tratamientos con la macrdfita y radiacion UV-C
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3.3.Parte A. Desinfeccion de ARs mediante radiacién UV-C

Los bioensayos finales consistieron en la combinacion de las variables de
tiempo de exposicion y distancia de la fuente de UV-C, con las dosis minimas
obtenidas de los bioensayos preliminares. Se utilizaron los mismos materiales y
volumen de ARs descritos en el bioensayo preliminar dos y tres. Se tomaron los
valores de pH y temperatura tanto antes como después a la exposicion de la radiacion
UVv-C.

Para determinar las dosis aplicadas en cada bioensayo se utilizaron las
siguientes ecuaciones:

Area lateral la ldampara (Al) = 2mrh
Area de las bases de la ldampara (Ab) = 2mr?

Area superficial total: Al + Ab

P
Intensidad = —
ntensidad = —+

Dosis =1xt
Donde r es el radio de la circunferencia, h la altura de la lampara, | la intensidad
de la lampara (Ws/cm?), P, es la potencia de la lampara, A es el area de irradiacion

(cm?), t es el tiempo de exposicion en segundos (s) (Correa et al., 2020).
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Tabla 9

Bioensayos con las combinaciones para cada variable (Minitab 19.1.01)

Bioensayos

Tiempo (min)

Distancia (cm)

O~NO O WNE

15
30
15
30
30
15
30
15

2

00 00 00O N OO NN
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3.4.Parte B. Fitorremediacion en combinacién con la desinfeccion con UV-C

Se implementé la técnica de fitorremediacion ex situ. Las variables, materiales
utilizados y parametros medidos, se seleccionaron de acuerdo a los descritos en el
bioensayo preliminar dos parte B. Para la construccion de los sistemas en donde se
colocaron las plantas, se utilizaron dos envases de plastico color &mbar cuyas medidas
fueron 425 cm x 31 cm x 19 cm, con capacidad para 15.4 L de volumen cada uno. A
cada envase se le adapto6 un sistema de rejillas de plastico al cual se le realizé un corte
para el sistema radicular de cada planta, de tal forma que soélo la raiz estuviera en
contacto con la muestra de AR y no toda la planta, ya que en los bioensayos
preliminares se observé que la planta empezaba a descomponerse. A cada borde del
envase se le adapt6 un tubo de 50 cm de altura con el fin de servir de soporte de la
malla contra insectos, evitando la entrada de mismos y que la malla tuviera mayor
contacto con las plantas.

Cada envase se colocé en muebles en donde cada uno tenia adaptado en la
parte superior un tubo led lineal de 6500 Ky 9 W. Con ayuda de un timer digital, se
programé el encendido y apagado de las lamparas con un fotoperiodo de 12:12
durante los 10 dias de exposicion del AR con la planta.

Las muestras de ARs antes y después del tratamiento con planta se colocaron
en envases plasticos con capacidad para 100 mL, para su analisis. También se tomo
1 gal de las muestras de AR tratada para realizar el procedimiento de la parte A. Se
realizaron siete bioensayos en donde cada uno contaba con su réplica. La muestra

control contd con AR filtrada sin exposicion a planta.
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Tabla 10
Bioensayos con las combinaciones de las variables empleando UV-C y los analisis

fisico-quimicos (Minitab 19.1.01)

Tiempo Distan Temp

Bioensayo (min) cia NHs* NOs= POs3 DQO pH er:;tur S.T.D UFC
1 30 2 v v v v v v v v
2 30 8 v v v v v v v v
3 15 2 v v v v v v v v
4 15 8 v v v v v v v v
5 15 8 v v v v v v v v
6 30 2 v v v v v v v v
7 15 2 v v v v v v v v
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3.4.1.Analisis fisico-quimicos de la muestra de AR

Las concentraciones de los nutrientes presentes en las muestras de agua se
determinaron utilizando el espectrofotometro marca HACH modelo DR 3900. Para el
andlisis de la concentracion de nitratos se utilizé el método 8039 HR, para fosfatos el
TNT 846 y amonio el TNT 830y 832. También se midié el DQO empleando el método
TNT 822, se preparo en el termostato marca HACH modelo DRB 200 y posteriormente
se analizo en el espectrofotometro. Los viales y métodos de andlisis empleados para
realizar estas pruebas fueron de la marca HACH.

Los parametros pH y temperatura se midieron con un multiparametro de bolsillo
marca Thermo Scientific™ Eutech™ modelo PCTestr35.

3.4.2.Recuento de colonias

Se utilizé6 el método de vertido en placa en la cual se empled jeringuillas
desechables de 5 mL para tomar 1 mL de la muestra de AR y se procedio a realizar
diluciones seriadas de 1/10, 1/10?, 1/10°3, 1/104,1/10° y 1/10°¢ en agua estéril. Este
procedimiento se realiz6 para las muestras de AR tanto antes como después de
tratamiento. La dilucién se mezcl6 en un vortex y se sembrd en platos petri estériles
(90 x 14 mm). Luego se verti6 15 mL de agar BHI de la casa Condalab y se
homogeniz6 con la muestra con movimientos suaves del plato petri sobre la superficie
antes de dejar solidificar. Esto se realizé dentro de la camara de flujo laminar, para
evitar contaminacion. Los platos petri se colocaron en una incubadora durante 24
horas a 37° C.

Pasado el lapso de tiempo de incubacion, se seleccionaron los platos petri

tomando como criterio aquellos donde el numero de colonias oscilaba entre 25y 250.
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El nimero de colonias contabilizadas en el contador de colonias, se multiplicé por el
factor de dilucién de los platos seleccionados, obteniendo asi las UFC en 1 mL de AR
Este método se realizé en la seccidén Ay B tanto antes y después de la muestra
de AR expuesta a radiacion UV-C o planta. Sin embargo, en la seccion B, también se
realizé con la muestra de AR tratada con planta la cual se expuso a radiacién UV-C.

Numero de colonias por placa * factor de dilucion

UFC/mL =
/m mL de la muestra

El agar infusibn cerebro corazéon (BHI) fue el medio empleado para el
crecimiento general de bacterias presentes en las muestras de AR, ya que es rico en
nutrientes.

3.5.Medios selectivos para el aislamiento e identificacion de grupos de
microorganismos

Para esta seccion, se utilizaron los platos petri empleados para recuento
bacteriano especificamente los que contenian colonias alejadas entre si. Se
seleccionaron algunas de las colonias presentes y se realizé el método de aislamiento
por rayado en placa de acuerdo al método descrito por Rodriguez (2005). Los platos
se colocaron en la incubadora durante 24 horas a 37° C. Las colonias de color brillante
y de aspecto mucoso se seleccionaron para realizar el estriado en agar MacConkey y
agar eosina-azul de metileno (EMB); y para las colonias amarillas el agar Manitol
Salado (MSA). ElI método de estriado mencionado anteriormente se realizd
nuevamente con las colonias aisladas las cuales se utilizaron para pruebas
bioquimicas para la identificacién.

Las placas con los medios de cultivo fueron facilitadas por la técnica encargada

del laboratorio de microbiologia. Los medios de cultivo son de la casa Condalab. Para
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el medio EMB utiliz6 36 gramos del medio por litro de agua destilada; en agar
MacConkey 50 gramos de medio en un litro de agua destilada y para MSA 111 gramos
en un litro de agua destilada.
3.6.Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias

Las colonias aisladas de los medios MacConkey y EMB se le realizaron pruebas
bioquimicas para la identificacion de las bacterias. En la Tabla 12 se muestran las
pruebas realizadas para la identificacion de las bacterias.
Tabla 11

Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias

Prueba Repeticiones Procedimiento
Agar Triple Azucar Hierro

(TSN 2 MacFaddin (2003)

Agar Citrato de Simmons 2 MacFaddin (2003)

Sulfuro Indol Movilidad (SIMS) 2 MacFaddin (2003)

Ureasa 2 MacFaddin (2003)

Voges Proskauer 2 MacFaddin (2003)
Catalasa 2 Madigan et al. (2009)

3.7.Anélisis estadistico

Se utilizé Microsoft Excel 2019 para ordenar los datos, realizar tablas y calcular
porcentaje de descontaminacion.

Para realizar la comparacion antes y después de tratamiento, se aplico la
prueba de normalidad de Ryan-Joiner e indice de confianza (IC) para dos varianzas.
Para los datos con distribucion normal se aplicé la prueba paramétrica t de Student de
dos muestras (a=0.05) para comparar la media antes y después de tratamiento. Para
las muestras que no presentaron distribucibn normal, se aplicé la prueba no
paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon. Se aplicé la prueba de ANOVA de un

factor para determinar si hay diferencia significativa entre los tratamientos. En todas
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las pruebas se trabajé con un nivel de significancia de a=0.05. Se utiliz6 el Software
Minitab version 19.1.01.
Los gréficos, promedios + desviacion estandar, R-cuadrado e IC simultaneos

de Tukey, se realizaron ambos softwares.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1.RESULTADOS
4.1.1.Bioensayos preliminares
Tabla 12
Bioensayo 1. Uso de una lampara con radiacion UV-C a distintos tiempos de

exposicion para eliminacion de bacterias.
Tiempo de exposicion (min)
30 60 120
1 v v v

Bioensayo

Tabla 13
Bioensayo 2. Uso de lampara de pecera con radiacion UV-C a diferentes distancias y

con dos tiempos de exposicion

Tiempo de Distancia (cm)
exposicion (min) 2 4 6 8
15 v v v v
30 v v v v

Tabla 14
Maximos y minimos de las variables de tiempo de exposicién de la radiacién UV-C y

la distancia de La fuente de luz.

Tiempo de Distancia (cm)
exposicion (min) 2 8
15 4 v
30 v v

En la Tabla 14 se muestran las combinaciones de los maximos y minimos a

implementar en cada bioensayo.
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4.1.2.Desinfeccién de ARs mediante radiacion UV-C

Se realizo el célculo de porcentaje de desinfeccion en donde se obtuvo 100 %
de disminucion en cada tratamiento independientemente de los valores utilizados en
cada una de las variables aplicadas (Tabla 15). En la Figura 4 se observan los
resultados obtenidos en placas petri tanto antes como después la aplicacion de la
radiacion UV-C a la muestra de AR. La UFC disminuyeron considerablemente luego
de la aplicacion de la radiacion, obteniendo una media de 31+82 UFC/mL después del
tratamiento (Tabla 16; Figura 5). Los valores de pH y temperatura no presentaron
variacion considerable (Tabla 17 y 18; Figura 6y 7).

Se realizdé el test de normalidad a los datos obtenidos de UFC, pH y
temperatura. Los datos de UFC no siguen una distribucion normal, por consiguiente,
se hizo la prueba de Wilcoxon para muestras emparejadas indicando que hay
diferencias significativas (W= 36; p= 0.014). Los datos de pH y temperatura siguen
una distribucién normal, por lo que se les aplicé la prueba t de Student de muestras
emparejadas obteniendo que para el pH no hay diferencias significativas (T= 0.16; p=
0.875); mientras que para la temperatura hay diferencias significativas (T=-4.04;

p=0.005).
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Figura 4

Recuento bacteriano antes y después de la exposicion de la AR a radiaciéon UV-C.

Sin UV-C S T Con UV-C

Figura 5
Gréfica de caja de las unidades formadoras de colonias (UFC) de las muestras de AR

antes y después de la exposicion a radiacion UV-C (Minitab version 19.1.01)
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Nota. El * indica valor atipico. La linea roja el LMP.
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Tabla 15

Célculo del porcentaje de desinfeccion con los distintos tratamientos con UV-C

_ _ UFC
Bioensayos UFC Pretratamiento

posttratamiento

Porcentaje de

desinfeccién (%)

1 (15min-2cm) 6.50E+03 0 100.00
2 (30min-2cm) 8.90E+06 16 100.00
3 (15min-2cm) 8.78E+05 0 100.00
4 (30min-8cm) 4.5E+05 235 99.95
5 (30min-2cm) 2.2E+06 100.00
6 (15min-8cm) 6.5E+03 100.00
7 (30min-8cm) 3.0E+05 100.00
8 (15min-8cm) 6.30E+05 100.00

Promedio 1.68E+06 31 99.99

Tabla 16

Estadistica descriptiva de la medicion de las UFC antes y después del tratamiento con

radiacion UV-C (Minitab version 19.1.01)

Error
wW N Media Desv.Est. estandar de
la media
UFC Antes 8 1676500 3004845 1062373
urFC 31 82 29
Después
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Figura 6
Gréfica de caja del pH medido antes y después de exposicidon de las muestras de AR

a radiacién UV-C (Minitab version 19.1.01)
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Tabla 17
Estadistica descriptiva del pH medido antes y después del tratamiento con radiacion

UV-C (Minitab version 19.1.01)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
pH Antes 8 7.117 0.252 0.089
pH Después 8 7.115 0.242 0.086
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Figura 7
Gréfica de caja de la temperatura medida antes y después de exposicion de las

muestras de AR a radiacion UV-C (Minitab version 19.1.01)
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Nota. El * indica valor atipico.
Tabla 18
Estadistica descriptiva de la mediciébn de la temperatura antes y después del

tratamiento con radiacion UV-C (Minitab versién 19.1.01)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
Temperatura
Antes 8 24.60 1.20 0.43
Temperatura g 55 47 1.15 0.41
Después

61



4.1.3.Fitorremediacion sobre nutrientes con E. crassipes

Una vez obtenidas las plantas se adaptaron a los sistemas para comprobar su
eficiencia en la asimilacion y disminucion de los nutrientes presentes en las muestras
de AR durante 10 dias de exposicion a la macrdfita. Se realizaron siete bioensayos. A
todos los datos obtenidos se les realiz6 test de normalidad.

Para el analisis del amonio se obtuvo una disminucion del 83 % con una media
después de tratamiento de 7.4+13.10 mg/L (Tabla 19y 46; Figura 8). Se aplico el test
de Wilcoxon de muestras emparejadas en donde no se encontré diferencias
significativas tanto antes como después de la aplicacion de la planta (W=28; p=0.156).
Cabe recalcar que durante los bioensayos cuatro y cinco, los analisis para amonio se
realizaron semanas después por falta de reactivos. Ademas, en los bioensayos uno,
dos y tres, las concentraciones medidas antes de tratamiento salieron por debajo del
rango medible, por lo que también se hizo un andlisis estadistico solo con los
bioensayos seis y siete, los cuales tenian una concentracién medible segun el método
TNT 830 y 832. Segun el andlisis se obtuvo un 56 % de disminucion luego del
tratamiento y una media de 25.2+12.3 mg/L (Tabla 20 y 46; Figura 9). Segun el test
realizado no presenta diferencia significativa (W=3; p= 0.5).

Se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar si habia
diferencias en la concentracion de amonio entre los tratamientos (Tabla 21). Segun el

test, las medianas son significativamente diferentes (H=12.57; p=0.05).
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Figura 8

Gréfica de caja de la concentracion (mg/L) de amonio (NH4*) analizado antes y

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01)
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Tabla 19

Estadistica descriptiva de la concentracién (mg/L) de amonio antes y después de la
aplicacion de la macrofita (Minitab version 19.1.01)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
[NH4*] Antes 7 25.4 25.5 9.6
[NH4*]Después 7 7.4 13.1 5.0
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Figura 9

Gréfica de caja de la concentracion de amonio de analizado antes y después de la
aplicacion de la macrofita en los bioensayos con concentracion medible segun el

método TNT 830 y 832 (Minitab version 19.1.01)
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Tabla 20

Estadistica descriptiva de la concentracion de amonio analizados antes y después de

la aplicacion de la macrdfita en los bioensayos con concentracion medible segun el

método TNT 830 y 832 (Minitab version 19.1.01)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
[NH4*] Antes 2 55.15 8.13 5.8
[NH4*|Después 2 25.2 12.3 8.7
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Tabla 21
Andlisis de varianza entre tratamientos para las concentraciones de amonio mediante

la prueba Kruskal-Wallis (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Mediana Clasificacién de medias VaZIor
El 2 0.0088 3.5 -1.46
E2 2 0.0045 15 -2.19
E3 2 0.0132 55 -0.73
E4 2 0.4158 8.5 0.37
E5 2 1.0375 8.5 0.37
E6 2 33.8250 135 2.19
E7 2 16.4750 11.5 1.46

General 14 7.5
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En los nitratos el porcentaje de descontaminacion fue negativo, ya que en la
mayoria de los analisis se obtuvo una mayor concentracion después del tratamiento
con planta. La media obtenida fue de 152+104 mg/L (Tabla 22 y 46; Figura 10). Los
datos obtenidos siguen una distribucién normal por lo que se aplico el test t de Student
de dos muestras emparejadas, indicando que no hay diferencias significativas (T=-
1.02; p=0.347). Se realiz6 un segundo test estadistico sin contar los bioensayos cuatro
y cinco debido a que no se disponia de los reactivos los cuales se adquirieron después
de varias semanas. Se obtuvo una disminucion del 11 % y una media de 114+101
mg/L (Tabla 23 y 46; Figura 11). Segun el test estadistico no hay diferencias
significativas (T=0.06; p=0.953).

Se realizo6 la prueba ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias
en la concentracion de nitratos entre los tratamientos (Tabla 24). En la Tabla 25 y
Figura 12 se muestra la comparacién multiple entre las medias de los bioensayos y la
informacion agrupada mediante el método de Tukey. Segun el test, las medias son
significativamente diferentes (F=64.27; p=0.00).

Tabla 22
Estadistica descriptiva de la concentracion (mg/L) de los nitratos (NO3") analizados

antes y después de la aplicacion de la macréfita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
[NOs3] Antes 7 109.3 62.4 24
[NOs]Después 7 152 104 39
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Figura 10

Gréfica de caja de la concentracion (mg/L) de los nitratos (NOz) analizados antes y

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01.)
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Figura 11

Grafica de caja de la concentracion de nitratos analizados antes y después de la

aplicacion de la macrdfita en los bioensayos uno, dos, tres, seis y siete (Minitab version

19.1.01.)
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Tabla 23
Estadistica descriptiva de la concentracion de los nitratos antes y después de la

aplicacion de la macréfita en los bioensayos uno, dos, tres, seis y siete (Minitab version

19.1.01.)
Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
[NOs] Antes 5 116.3 47.9 21
[NO3]Después 5 114 101 45
Tabla 24

Andlisis de varianza entre tratamientos para las concentraciones de los nitratos

(Minitab version 19.1.01.)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ensayo 6 130935  21822.60 64.27 0.000
Error 7 2377 339.50

Total 13 133312

Tabla 25
Informacién agrupada de los bioensayos para las concentraciones de los nitratos

empleando el método de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab version 19.1.01.)
Ensayo N Media Agrupacion

ES 2 25367 A

E2 2 24250 B

E4 2 235.80 B

E7 2 177.00 B C

E6 2 124.30 C

El 2 2470 D
E3 2 2.63 D

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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Figura 12

Comparacion multiple de las medias obtenidas en los bioensayos para la

concentracion de nitratos (Minitab versién 19.1.01.)
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En el andlisis de fosfatos, se obtuvo una media de 8.75+4.20 mg/L lo cual
represento una disminucién del 57 % (Tabla 26 y 46; Figura 13). Se aplico la prueba
paramétrica t de Student de dos muestras emparejadas la cual indicé diferencias
significativas entre el antes y después de la aplicacion de la planta (T=3.70; p=0.010).
Se realiz6 la prueba ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias en la
concentracion de fosfatos entre tratamientos (Tabla 27). En la Tabla 28 y Figura 14
se muestra la comparacion multiple entre las medias de los bioensayos y la
informacion agrupada mediante el método de Tukey. Segun el test las medias son
significativamente diferentes (F=76.76; p=0.00).

Figura 13
Gréfica de caja de la concentracion (mg/L) de fosfatos (PO4%) analizados antes y

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01.)
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Tabla 26
Estadistica descriptiva de la concentracion (mg/L) de fosfatos analizados antes y

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
[POs*>] Antes 7 24.2 10.1 3.8
[PO4>] Después 7 8.75 4.20 1.6

Tabla 27
Andlisis de varianza entre tratamientos para las concentraciones obtenidas de fosfatos

(Minitab version 19.1.01.)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Ensayo 6 212.03 35.34 76.76 0.00
Error 7 3.22 0.46

Total 13 215.256

Tabla 28
Informacion agrupada de los bioensayos para las concentraciones de fosfatos

empleando el método de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Media Agrupacion

El 2 1355 A

E2 2 10.67 B

E7 2 9.98 B

E4 2 9.71 B

ES5 2 9.27 B

E6 2 8.01 B

E3 2 0.03 C

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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Figura 14

Comparacion multiple de las medias obtenidas en los bioensayos para la

concentracion de fosfatos (Minitab version 19.1.01.)
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4.1.4.Efecto en los parametros fisico-quimicos

Se analizé la demanda quimica de oxigeno (DQO) para cada bioensayo en
donde se obtuvo una disminucion del 34 % con una media de 267+384 mg/L (Tabla
29y 46; Figura 15). Los datos siguen una distribucion normal por lo que se realizé la
prueba t de Student en donde se obtuvo que no se encontraron diferencias
significativas (T= 1.31; p= 0.24). En los bioensayos cuatro y cinco se obtuvo un bajo
porcentaje de disminucién los cuales coinciden cuando no se disponia de los kits para
realizar los andlisis. Se realiz6 un segundo andlisis sin estos bioensayos obteniendo
una disminucion del 54 % del DQO (Tabla 46); sin embargo, al realizar el test
estadistico no se encontraron diferencias significativas (T=1.23; p=0.285).

Se realiz6 la prueba ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias
del DQO entre tratamientos (Tabla 30). En la Tabla 31 y Figura 16 se muestra la
comparacién multiple entre las medias de los bioensayos y la informacion agrupada
mediante el método de Tukey. Segun el test, las medias son significativamente
diferentes (F=76.76; p=0.00).

Tabla 29
Estadistica descriptiva del analisis del DQO antes y después de la aplicacién de la

macrofita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
DQO Antes 7 354 267 101
DQO Después 7 267 384 145
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Figura 15
Gréfica de caja para el andlisis del DQO antes y después de la aplicacion de la

macrdfita (Minitab version 19.1.01.)
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Tabla 30
Andlisis de varianza entre tratamientos para el analisis del DQO obtenido (Minitab

version 19.1.01.)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Ensayo 6 1770646 295108 767.73 0.00
Error 7 2691 384

Total 13 177337
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Tabla 31
Informacién agrupada de los bioensayos para el analisis del DQO empleando el

método de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab versién 19.1.01.)

Ensayo N Media Agrupacion

E3 2 13,55 A

E6 2 10.67 B

El 2 9.98 B

E7 2 9.71 B C
E4 2 9.27 B C
E5 2 8.01 B C
E2 2 0.03 C

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
Figura 16
Comparacion multiple de las medias obtenidas en los bioensayos para el andlisis del

DQO (Minitab version 19.1.01.)
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Los datos de pH siguen una distribucién normal por lo que se realizé la prueba
paramétrica t de Student de muestra emparejada para comparar las medias antes y
después de tratamiento con la planta obteniendo que no hay diferencias significativas
(T=1.20; p=0.276). Se obtuvo una media de 7.70+0.44 la cual es menor al control
8.13+0.26 representando un 4 % de disminucién (Tabla 32y 46; Figura 17).

Se realizo la prueba ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias
de pH entre tratamientos (Tabla 33). En la Tabla 34 y Figura 18 se muestra la
comparacién multiple entre las medias de los bioensayos y la informacion agrupada
mediante el método de Tukey. Las medias son significativamente diferentes (F=4.98;
p=0.027).

Figura 17
Gréfica de caja para el andlisis del pH antes y después de la aplicacion de la planta

(Minitab version 19.1.01.)
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Tabla 32
Estadistica descriptiva del analisis del pH antes y después de la aplicacién de la

macrdfita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
pH Antes 7 7.990 0.284 0.11
pH Después 7 7.703 0.441 0.17

Tabla 33

Andlisis de varianza entre tratamientos para el analisis del pH (Minitab versién

19.1.01.)
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Ensayo 6 2.3288 0.38813 4.98 0.027
Error 7 0.5457 0.07796
Total 13 177337
Tabla 34

Informacién agrupada de los bioensayos para el andlisis del pH empleando el método

de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Media Agrupacion
E3 2 8.33 A
E2 2 8.03 A B
E6 2 7.97 A B
El 2 7.68 A B
E7 2 7.61 A B
E4 2 7.22 B
ES5 2 7.11 B

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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Figura 18

Comparacion multiple de las medias obtenidas en los bioensayos para el pH (Minitab

version 19.1.01.)
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En la medicion de la temperatura de la muestra de AR, se obtuvo una media de
28.14+1.62 °C después de tratamiento lo que representd una disminucion de 1 %
(Tabla 35 y 46; Figura 19). Los datos siguen una distribucién normal por los que se
realizo la prueba t de Student obteniendo que no hay diferencias significativas (T=0.35;
p=0.741).

Se realizo6 el test ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias de
la temperatura entre tratamientos (Tabla 36). En la Tabla 37 y Figura 20 se muestra
la comparacion multiple entre las medias de los bioensayos y la informacion agrupada
mediante el método de Tukey. Las medias son significativamente diferentes (F=30.57;
p=0.00).

Figura 19
Gréfica de caja para la temperatura (°C) medida antes y después de la aplicacion de
la macrofita (Minitab versién 19.1.01.)
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Tabla 35
Estadistica descriptiva de la temperatura medida antes y después de la aplicacion de

la planta (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
Temp. Antes 7 28.45 3.04 1.2
Temp. Después 7 28.14 1.62 0.61

Tabla 36
Andlisis de varianza entre tratamientos para el andlisis de la temperatura (Minitab

version 19.1.01.)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Ensayo 6 31.385 5.2308 30.57 0.000
Error 7 1.198 0.1711

Total 13 32.583

Tabla 37
Informacién agrupada de los bioensayos para el andlisis de la temperatura empleando

el método de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Media Agrupacion
E6 2 30.75 A
E4 2 29.00 B
E5 2 28.85 B
E7 2 27.95 B C
E3 2 27.70 B C
El 2 27.16 C D
E2 2 25.60 D
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Figura 20
Comparacion mudltiple de las medias obtenidas entre los bioensayos para la
temperatura (Minitab versién 19.1.01.)
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En los S.T.D. se obtuvo una media de 399.6+162 ppm antes de tratamiento y
373.6£161 ppm después de la aplicacion de la planta. Esto representé un 9 % de
disminucién (Tabla 38 y 46; Figura 21). Los datos siguen una distribucién normal por
lo que se realiz6 la prueba paramétrica t de Student emparejada. No hay diferencias
significativas (T=1.50; p=0.185).

Se realizo6 el test ANOVA de un factor para determinar si habia diferencias en
los S.T.D. entre tratamientos (Tabla 39). En la Tabla 40 y Figura 22 se muestra la
comparacién multiple entre las medias de los bioensayos y la informacion agrupada
mediante el método de Tukey. Las medias son significativamente diferentes (F=30.57;
p=0.00).

Figura 21
Gréfica de caja para para los S.T.D. analizados antes y después de la aplicacién de la
macrofita (Minitab version 19.1.01.)
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Tabla 38
Estadistica descriptiva de los S.T.D. medidos antes y después de la aplicacion de la

macrdfita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
S.T.D. Antes 7 399.6 162.0 61.2
S.T.D. Después 7 373.6 160.8 60.8

Tabla 39

Analisis de varianza entre tratamientos para el andlisis de S.T.D. (Minitab version

19.1.01.)
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Ensayo 6 309621 51604 41.31 0.000
Error 7 8745 1249
Total 13 32.583
Tabla 40

Informacién agrupada de los bioensayos para el analisis de los S.T.D. empleando el

método de Tukey y una confianza de 95 % (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Media Agrupacion

E6 2 552,50 A

El 2 520.90 A

E2 2 437.00 A B

E7 2 370.00 B

ES 2 355.50 B

E4 2 310.50 B

E3 2 69.00 C
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Figura 22
Comparacion multiple de las medias obtenidas entre los bioensayos para los S.T.D.
analizados (Minitab version 19.1.01.)
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51 un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

84



4.1.5.Efecto de las plantas y posterior UV-C sobre las bacterias en AR

En el tratamiento con planta se obtuvo una disminucién del 86 % con una media
de 5.2x10%°/mL UFC (Tabla 41; Figura 23). Se aplicé la prueba de normalidad

obteniendo que los datos no siguen una distribucion normal, por lo que se aplico la
prueba no paramétrica de Wilcoxon de muestras emparejadas en donde se obtuvo
que hay diferencias significativas en la mediana de las UFC antes y después de la
aplicacion de la planta (W=28; p=0.022).

Se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si habia diferencias de
UFC entre tratamientos (Tabla 42). Las medianas de las muestras son
significativamente diferentes (H=12.40; p=0.054).
Tabla 41
Estadistica descriptiva para las UFC/mL calculados a partir de las muestras antes y

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
UFC. Antes 7 1.63x10’ 2.04x10’ 7.70x108
UFC Después 7  5.19x10° 8.76x10° 3.31x10°
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Figura 23

Gréfica de caja para para las UFC calculadas a partir de las muestras tanto antes como

después de la aplicacion de la macrdfita (Minitab version 19.1.01.)
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Tabla 42

11000

Andlisis de varianza entre tratamientos para las UFC mediante la prueba Kruskal-

Wallis (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Mediana Clasificaciéon de medias Valor Z
El 2 2800000 13.5 2.19
E2 2 22150 4.5 -1.10
E3 2 18250 4.5 -1.10
E4 2 4300 1.5 -2.19
E5 2 1110005 8.0 0.18
E6 2 201500 9.0 0.55
E7 2 905000 11.5 1.46

General 14 7.5
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Luego del tratamiento con planta, a las muestras de AR se les aplicé radiacion
UV-C. Se realizaron ensayos empleando la combinacién de las variables presentadas
en la Tabla 14. En la muestra de AR post planta se obtuvo una media de 5.2x10°
+8.8x10° UFC/mL, y 0.29+0.76 UFC/mL con posterior radiacion UV-C (Tabla 43;
Figura 24 y 25). Esto representé aproximadamente 100 % de desinfeccion de las
muestras (Tabla 44). Los datos no presentaron distribucién normal por lo que se
realizo la prueba no paramétrica de Wilcoxon de muestras emparejadas. Se obtuvo
diferencias significativas entre las medianas después del tratamiento con planta y
posterior desinfeccion UV-C (W=28; p=0.015).

Se realizo la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si habia diferencias de
UFC entre tratamientos (Tabla 45). Las medianas no son significativamente diferentes
(H=5.42; p=0.492).
Tabla 43
Estadistica descriptiva para las UFC/mL calculados a partir de las muestras obtenidas

post planta y después de aplicarle UV-C (Minitab versién 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
UFC.Post - 519x105  8.8x10° 3.3x10°
planta
UFC conUV-C 7 0.29 0.756 0.29
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Tabla 44

Eficiencia de la radiacion UV-C en las muestras de AR obtenidas luego del tratamiento

con la macrdfita. (Minitab version 19.1.01.)

Bioensayo UFC/mL pre- UFC/mL post o
Eficiencia (%)
UVv-C Uv-C

1 2.37x10° 2 100 %
2 2.22x104 0 100 %
3 1.83x10% 0 100 %
4 3.82 x103 0 100 %
5 1.11x10° 0 100 %
6 2.02 x10° 0 100 %
7 9.05 x10° 0 100 %

Promedio 5.19 x10° 0.29 100.00%

Nota: El LMP es de 1000 células en 100 mL.

Estos resultados indican que en todas las combinaciones realizadas de tiempo y

distancia se obtuvo una alta eficiencia de desinfeccion alcanzando un 100 % de

mortalidad de microorganismos.

Tabla 45

Andlisis de varianza entre tratamientos para las UFC mediante

Wallis (Minitab version 19.1.01.)

Ensayo N Mediana Clasificacion de medias Vazlor
El 2 1 10.00 0.91
E2 2 0 6.5 -0.37
E3 2 1 10.00 0.91
E4 2 0 6.5 -0.37
ES 2 0 6.5 -0.37
E6 2 0 6.5 -0.37
E7 2 0 6.5 -0.37

General 14 7.5

la prueba Kruskal-
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Figura 24
Gréfica de caja para las UFC calculadas a partir de las muestras obtenidas post planta

y posterior desinfeccion con UV-C (Minitab version 19.1.01.)
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Figura 25
Recuento bacteriano de las muestras de AR antes de tratamiento con la planta (A),

TRH de 10 dias (B) y posterior desinfeccion con UV-C (C).
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Tabla 46

Caracterizacion del agua con y sin tratamiento con E. crassipes (TRH= 10 dias)

_ _ Limite
) Promedio Promedio o _ o
Parametros o ) Eficiencia (%) maximo
inicial (n=2) final (n=2) o
permisible
_ 25+26 7+13 83
Amonio (mg/L) 3
55+£8** 25+12** 54**
_ 109+62 152+104 -338
Nitratos (mg/L) 6
116+48 114+101* 11*
Fosfatos (mg/L) 24110 9+4 57 5
354+267 267+384 34
DQO (mg/L) 100
294.43 125.17* 54*
pH 7.99+0.28 7.70£0.44 4 5.5-9.0
Temperatura
. 28.45+3.04 28.14 037 -
(°C)
S.T.D. (mg/L) 400£162 374+161 8.52 500
UFC /mL 1.63x107 5.2x10° 86 1000

Nota: *=Valores calculados haciendo excepcion de los bioensayos 4y 5.

**=Valores analizados estadisticamente dentro del rango medible.
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4.1.6.1dentificacion de las bacterias presentes en las muestras de AR
utilizadas

Las colonias que crecieron en medios de cultivos selectivos se les realizo
pruebas confirmatorias para la identificacion de las bacterias que crecieron en las
placas para la prueba de recuento bacteriano de las muestras de AR utilizadas (Figura
26, 27 y 28). En la Tabla 47 se muestra las especies de bacterias identificadas junto
con los resultados de las pruebas realizadas. En la Figura 26 se muestran las colonias
gue crecieron en agar MacConkey y en agar Manitol Salado, siendo este ultimo
selectivo para Staphylococcus spp. tal como se muestra.

Figura 26

Estriado en placa con agar MacConkey (A) y agar Manitol Salado (B)
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Figura 27
Pruebas confirmatorias empleadas para la identificacién de las especies bacterianas

presentes en las muestras de ARs

Nota: El orden de las pruebas confirmatorias va de izquierda derecha: TI, Citrato,
Indol, Urea 'y VP.

Figura 28

Método de MicroScan para la identificacion de las especies bacterianas presentes en

las muestras de ARs

92



Tabla 47

Pruebas confirmatorias para la identificacion de las especies de bacterias presentes

en las muestras de AR analizadas

: Citrato i
Colgnla TSI de SIM Urea VP Oxidasa . Especie
(n=2) Simmons identificada
+MOT Pseudomonas
1 K/K * -INDOL ) ) fluorescens
+MOT Pseudomonas
2 K/K * -INDOL ) ) * fluorescens
+MOT Aeromonas
3 AA ) +#INDOL ~ ~ ) * hydrophila
+MOT Serratia
4 A/A * -INDOL ) * i marcescens
+MOT Enterobacter
5 AJA + ) * )
-INDOL cloacae
-MOT Klebsiella
6 K/K * -INDOL ¥ ¥ ) pneumoniae
+MOT Pseudomonas
7 K/K * -INDOL ) ) * fluorescens
+MOT Aeromonas
8 K/A * +INDOL ) ] " hydrophila
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4.1.7.Efectos de las ARs en la macrofita Eichhornia crassipes

A las plantas utilizadas en cada tratamiento se le midieron y pesaron tanto antes
como después de su aplicacion a la muestra de AR. Se realiz6 la prueba de normalidad
a los datos obtenidos encontrando que los datos de tamafio de las plantas siguen una
distribucién normal; por el contrario, los de peso no siguen una distribucion normal.
Para el tamafio se aplico la prueba paramétrica t de Student emparejada en donde se
obtuvo que hay diferencias significativas entre las medias (T=3.58; p=0.001). La media
obtenida antes de tratamiento fue de 33.62+9.95 cm y de 31.17+9.54 cm luego de la
aplicacion a la muestra de AR (Tabla 48; Figura 29).

En el caso del peso de la planta, segun el test de normalidad, los datos no
siguen una distribucién normal por lo que se realizé la prueba no paramétrica Wilcoxon
de muestras emparejadas. Segun el test, hay diferencias significativas entre las
medianas (W= 1576.50; p=0.000). Se obtuvo una media de 108.57+40.87 g antes de
tratamiento y 80.93+93 g luego de su aplicacion (Tabla 49; Figura 30)

Tabla 48
Estadistica descriptiva para el tamafio (cm) de las plantas utilizadas tanto antes como

después de la aplicacion a las muestras de AR (Minitab version 19.1.01.)

Error estandar de

Muestra N Media Desv.Est. )
la media
Tamafho antes o 43 55 9.95 1.33
de tratamiento
Tamano luego o 4, 45 9.54 1.28

de tratamiento
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Figura 29

Gréfica de caja para el tamafio de las plantas antes y después de su aplicacion a las

muestras de ARs (Minitab versién 19.1.01.)
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Tabla 49

Dia 10

Estadistica descriptiva para el peso (g) de las plantas utilizadas tanto antes como

después de la aplicacion a las muestras de AR (Minitab version 19.1.01.)

Error
Muestra N Media Desv.Est. estandar de
la media
Pesopre oo 10857 40.87 5.46
tratamiento
Pesopost oo g5 g3 37.16 4.97

tratamiento
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Figura 30

Gréfica de caja para el peso de las plantas antes y después de su aplicacion a las

muestras de ARs (Minitab versién 19.1.01.)
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4.2.DISCUSION

4.2.1.Desinfeccién del agua mediante UV-C

Al aplicar luz UV-C a las muestras de ARs utilizando la lampara de pecera a
longitud de onda de 254 nm tanto en la parte A como en la B (ver seccion 3.1.3), se
obtuvo un 100 % de desinfeccibn empleando combinaciones de las variables de
tiempo de exposicidon y distancia de la fuente de luz (Tabla 15, seccién 4.1.2). La
remocion de los microrganismos se debe a que la radiacion UV-C es absorbida por el
ADN y ARN a los 200-300 nm de longitud de onda con un pico maximo en 265 nm.
Esta causa cambios fotoquimicos y, por consiguiente, dafios en la estructura del ADN.
Los fotones de UV-C absorbidos rompen los enlaces de hidrogeno en las bases
nitrogenadas del ADN causando modificaciones quimicas de las nucleoproteinas
originando enlaces covalentes entre dos moléculas de timinas adyacentes (dimero de
timina). Si se forman un ndmero critico de dimeros de timina, esto altera la estructura
de las hélices del ADN vy los blogues de replicacion de las bacterias, impidiendo la
reproduccion y ocasionando la muerte de la misma (Bolton y Cotton, 2008; Correa et
al., 2020).

En un estudio realizado por Rattanakul y Oguma (2018), obtuvieron una mayor
tasa de inactivacion de especies patdgenas a 265 nm. Sin embargo, con la E. coli
encontraron tasas de inactivacion similares tanto en 265 nm UV-LED y 254 nm LPUV,
siendo esta ultima longitud de onda la empleada en el presente estudio. Segun los
resultados que obtuvieron, esta longitud de onda es efectiva para las células

bacterianas vegetativas de E. coli, P. aeruginosa y L. pneumophila.
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Otro estudio realizado por Rossel Bernedo et al., (2020), obtuvieron una
inactivacion total de coliformes totales y termotolerantes en las muestras de agua a
una longitud de onda dominante de 245 nm a una dosis de 0.00176 W/cm?/s con un
tiempo minimo de exposicion de 4s. Sin embargo, en el presente estudio se utilizé una
dosis de 58.50 mJ/cm? a 15 minutos de exposicion (900 s) y 117. 00 mJ/cm? a 30
minutos de exposicion (1, 800s) obteniendo resultados de inactivacion similares a los
de Rossel Bernedo et al., (2020), pero con una dosis y tiempo de exposicion mayor.
Sin embargo, en el trabajo realizado por Acosta et al., (2015) empleando una longitud
de onda de 254 nm, obtuvieron la inactivacion de E. coli y coliformes totales con
valores menores a 1.1 UFC/100mL. No obstante, encontraron que la inactivacion de
la E. coli fue en un lapso de tiempo menor a la de los coliformes totales. Para E. coli
requirié de 270 s con dosis de 9 352.8 mWs/cm? y para los coliformes totales requirié
de 300 s con una dosis de 10 392 mWs/cm?. Para los mesdfilos, al aplicar el mismo
tiempo y dosis en los coliformes totales, obtuvieron valores menores a 100UFC/mL de
un inéculo inicial con 20x10* UFC/mL, por lo que recomienda exposiciones mayores a
300 s. Segun los resultados obtenidos en el presente estudio (Tabla 15, seccidn
4.1.2), en un tiempo de 900 s se logrd la inactivacion con valores menores a 1.0
UFC/mL de mesdfilos y coliformes totales partiendo de un inéculo inicial de 1.63x10°
UFC/mL. Acosta et al., (2015), mencionan que aumentaron los tiempos de irradiacion
debido a la alta turbiedad que presentaban las muestras en donde, aun al disminuirla
a4 UNT, encontraron E. coliy coliformes totales, por lo que mencionaron que mientras
mas alta sea la turbiedad del agua, es menor la inactivacion. Esto se debe a que las

particulas suspendidas actian como escudo para las bacterias evitando que tengan
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contacto con el haz de luz UV-C. Al comparar los resultados con los obtenidos en el
presente estudio, las muestras de agua tenian un promedio de S.T.D de 373.55 mg/L
(1 122 UNT) post planta en 1 gal obteniendo una reduccion minima de UFC. El efecto
germicida es proporcional a la dosis a la cual son expuestas los microorganismos
(Correa et al., 2020) y en donde la mayor absorcién de UV-C es en longitudes de onda
entre 260 y 265 nm la cual coincide con la absorbancia del &cido nucleico, por lo que
la longitud de onda de 254 nm es la mas préxima a la mencionada (Correa et al., 2020;
Rattanakul y Oguma, 2018).

En un estudio realizado por Cristiani et al., (2019), en donde utilizé una lampara
de 15 Wy con una radiacién de 10.5 mW/cm? obtuvieron que al irradiar la muestra de
agua con E. coli y la otra con P. aeruginnosa, obtuvieron que entre los 18 y 30 s de
exposicion lograron una inactivacion del 99.99 % en ambos microorganismos.
Emplearon la técnica de ERIC-PCR para la deteccion del dafio inducido por la
radiacion a los microorganismos de estudio. Evidenciaron que el dafio fue observado
como la desaparicion de las bandas con mayor tamafio molecular en los geles de
agarosa, siendo observado a los 12 s en E. coli y para P. aeruginnosa fue a los 30 s.
Sin embargo, la eficacia de inactivacion dependera de la sensibilidad de los
microorganismos presentes en las muestras de agua ante la radiacién UV-C, la dosis
aplicada, la carga bacteriana, la turbidez, el volumen de agua, entre otros factores
(Acosta et al., 2015; Bolton y Cotton, 2008; Cristiani et al., 2019; Rattanakul y Oguma,
2018). En nuestro estudio obtuvimos un 100 % de eficiencia de desinfeccion lo cual
sugiere que las dosis aplicadas fueron altas para los microorganismos presentes en

nuestras muestras de ARs, por ende, para determinar una dosis Optima minima se
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tendria que realizar bioensayos con menores tiempos de exposicion a 15 minutos para
comparar los resultados con los estudios expuestos anteriormente y otros.
4.2.2.Fitorremediacion de parametros fisico quimicos con E. crassipes

Se seleccionaron plantas de la especie E. crassipes para comprobar su
potencial biorremediador para el tratamiento de ARs (Ansari et al., 2020; Vargas-
Perdomo et al.,, 2018). Se analizaron distintos pardmetros para comprobar su
eficiencia de remocion (ver seccion 4.1.4). En la medicion de la temperatura
obtuvimos una disminucion promedio de 0.31 °C en los siete bioensayos realizados.
Segun Garcia (2012), la disminucion de la temperatura puede deberse a que la
macréfita posee hojas anchas y gruesas que abarcan una mayor superficie de la
lamina de agua del estanque generandole sombra. Ademas, el manto que forman
debido a su rapido crecimiento puede provocar una disminucién de hasta de 3.9 °C.
La temperatura es de gran importancia en los sistemas de tratamiento, en donde a
mayor temperatura habrd una alta tasa de biodegradacién (Chen et al., 2008) y
eficiencia en la absorcion de nutrientes (Garcia, 2012).

En algunos estudios han reportado una disminuciéon de 0.57 °C (Ayala et al.,
2018), 3.33 °C (Lebn Suérez, 2017), mientras que Quispe et al. (2017) reportaron un
aumento de 1.1 °C.

Para el pardmetro S.T.D. obtuvimos un valor promedio inicial de 400+162 mg/L
el cual descendido hasta un promedio final de 374+161 mg/L representando una
remocion del 8.52 % con E. crassipes (Tabla 46, seccion 4.1.5). Los S.T.D. son
aquellas particulas menores a 10 de diametro las cuales son capaces a atravesar un

filtro especifico (von Sperling, 2007). Segun la normativa panamefia DGNTI-COPANIT
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35-2000 (Agua. Descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas de
agua superficiales y subterraneas, 2000), el LMP para S.D.T. es de 500 mg/L, por lo
que el promedio obtenido en nuestro estudio esta dentro del LMP (Tabla 41).

Garcia (2012) reporté una disminucion del 65 % de la materia suspendida en
trece dias. Esto debido a la asimilacion por parte de E. crassipes y por el efecto de
sedimentacion. También menciona que obtuvo un 52 % de remocién sin plantas
acuaticas, pero hubo un aumento de la materia disuelta después de dos semanas de
tiempo de retencion hidraulica (TRH) (Garcia, 2012). Por el contrario, Ledn Suéarez
(2017) report6 en su trabajo un aumento en la concentracion de este pardmetro con
E. crassipes; mientras que con las demas especies que utilizé la concentracion
disminuyd, pero las diferencias no fueron significativas. Quispe et al. (2017),
monitorearon los soélidos totales y obtuvieron un aumento del 2 %.

Para el pH, el valor inicial promedio fue de 7.99 el cual disminuyé hasta
7.70%0.44 con la aplicacion de la macrdfita. Esto representd una reduccion del 3 %.

El pH influye en diversos procesos bioquimicos, metabdlicos; asi como en la
solubilidad, asimilacién y biodisponibilidad de CO:z y nutrientes (Beltrdn-Rocha et al.,
2017). Ademas, el pH influye en las formas de nitrdgeno NH4*/NHs en donde se
produce una disociacion predominando el NH4* a valores inferiores a 9.25 y NH3
predominando en valores superiores al pH mencionado. Esto provoca una alta
velocidad de remocion de N mediante la volatilizacion del NHs (Beltran-Rocha et al.,
2017).

Segun la normativa panamefia DGNTI-COPANIT 35-2000 (Agua. Descarga de

efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas de agua superficiales y
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subterrdneas, 2000), el intervalo del potencial de hidrégeno debe estar en 5.5-9.0, por
lo que el obtenido en nuestro estudio est4 dentro del LMP (Tabla 46, seccion 4.1.5).

Ayala Tocto et al. (2018), menciona que obtuvieron una disminucion de 21.41
% con E. crassipes haciendo que las muestras de AR se acerquen a la neutralidad. Z.
Garcia (2012), obtuvo una reduccion del pH de 10.40 a un promedio de 6.86 con E.
crassipes mientras que con L. minor fue hasta 9.8, siendo E. crassipes la més eficiente
para este pardmetro en sistema de flujo discontinuo. Esta disminucién puede deberse
a la degradacién y descomposicion de materiales organicos mediante la
biodegradacion aerdbica alrededor de la zona de las raices disminuyendo el pH debido
a la produccion de dioxido de carbono (Chen et al., 2008).

En cuanto al pardmetro DQO obtuvimos un promedio inicial de 353+267 mg/L
y luego del tratamiento con la macrofita un promedio final de 267+384 mg/L. Estos
resultados representan una de remocién del 34 % (Tabla 46, seccién 4.1.5). Este
parametro indica el consumo de oxigeno disuelto como resultado de la oxidacién de
la materia organica, por lo cual es un pardmetro de gran importancia. Un valor alto de
este pardmetro indica de manera indirecta el nivel de materia organica presente en las
muestras de AR (von Sperling, 2007). Se esperaba una reduccion tal como ha
ocurrido, sin embargo, la normativa panamefia DGNTI-COPANIT 35-2000 (Agua.
Descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas de agua superficiales
y subterraneas, 2000), el LMP para DQO es de 100 mg/L. A pesar que obtuvimos una
remocion, el valor promedio obtenido estd por encima del LMP debido a la alta

concentracion inicial. Cabe destacar que en algunos bioensayos el valor final de DQO
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disminuy6 hasta un 66-70 % (Figura A4), pero aun superan el LMP para la descarga
directa a cuerpos de agua.

En el estudio realizado por Quispe et al. (2017), obtuvieron un promedio inicial
de 16.94 mg/L y luego del tratamiento con E. crassipes, una reduccion del 50 %
empleando sistemas flotantes con un TRH de tres a cinco dias. Kumar y Deswal
(2020), reportd una reduccion de 72 % en 15 dias de aplicacién de la planta a una
muestra de ARs procedentes de los molinos de arroz. Ayala et al. (2018) report6 una
mayor eficiencia de remocion de este parametro con E. crassipes obteniendo un 90.77
%, seguido de Nasturtium officinale con 84.77 % y Nymphoides humboldtiana con
82.12 %.

4.2.3.Requerimientos nutricionales

Para el parametro de amonio se obtuvo una remocion del 83 % (Tabla 46,
seccion 4.1.5). La presencia de este parametro deriva de la urea principalmente por
lo que es un indicador de AR sin tratar, contaminacion reciente en un curso de agua,
en las etapas intermedias de contaminacion de los cursos de agua (von Sperling,
2007). Esto coincide con el regreso de los estudiantes a clases los cuales emplean los
bafios de los laboratorios razén por la cual a medida que las clases se reanudaban, la
concentracion de amonio aumento (Figura A1) como resultado del desecho de la urea
a través de la orina mediante el ciclo de la urea para la eliminacion del nitrégeno de
las proteinas (Mathews et al., 2013).

Las formas de nitrégeno amoniacal en medio acuoso estan influenciadas por el
pH en donde la disociacion de amonio-amoniaco ocurre a partir de valores superiores

a 8 (Beltran-Rocha et al., 2017). La alta absorcion del amonio genera H* lo cual reduce
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el pH del medio acuoso (Beltran-Rocha et al., 2017) resultado que se observo en los
bioensayos donde hubo un descenso de la concentracion de amonio, disminuia el pH
(Figura A7). Por el contrario, en los bioensayos donde disminuia la concentracion de
nitratos, el pH aumentaba. Esto puede deberse a que debe la asimilacién de NO3
produce OH" (Beltrdn-Rocha et al., 2017).

Ferndndez et al. (2006), mencionan que de las formas de nitrégeno amonio,
nitrito, nitrato, amino&cidos, entre otros, hay una mayor asimilacion de amonio como
fuente de nitrdgeno debido a que su absorcién no requiere un alto costo energético al
reducir la sintesis de enzimas para las distintas vias alternativas; también requiere
menos energia para la asimilacién de nitrdgeno de forma orgéanica. Por otra parte,
reducirse la concentracion de amonio, las plantas utilizan eficientemente las formas
oxidadas del nitrégeno (nitratos y nitritos) (Beltran-Rocha et al., 2017; Fernandez et
al., 2006). Esto se pudo observar cuando a partir del bioensayo cuatro, se obtuvo una
concentracion inicial alta de amonio la cual disminuy6 con el tratamiento con planta;
pero la concentracion de nitratos aument6 gradualmente (Figura Al y A2). No
obstante, en los tres primeros bioensayos donde la concentracion nitratos era mas alta
que la del amonio, la cual estaba por debajo del rango medible TNT832, se observo
una disminucion de los nitratos.

La normativa panamefa para la descarga de efluentes liquidos a cuerpos de
agua DGNTI-COPANIT 35-2000 (Agua. Descarga de efluentes liquidos directamente
a cuerpos y masas de agua superficiales y subterraneas, 2000) menciona sobre el
parametro nitrdgeno amoniacal siendo el LMP de 3 mg/L, En nuestro estudio se realizo

analisis del parametro amonio y nitratos (Tabla 41).
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En el estudio realizado por Z. Garcia (2012) empleando flujo continuo con dos
reactores y tiempo de retencion de 5 dias, obtuvo una remocién de 85.7 % del
nitrégeno amoniacal. Esto es equivalente a una remocion promedio de 6 mgl/L.
Ferndndez et al. (2006) menciona que el amonio se incorpora a los esqueletos de
carbono mediante el ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa en forma de L-
glutamato, siendo el principal proveedor de nitrdgeno para las distintas rutas
biosintéticas, y también se integra en la formacién de aminoacidos.

Para los nitratos se obtuvo un incremento de la concentracion (Tabla 41). Sin
embargo, se mencion6é que en dos bioensayos los andlisis de este parametro se
realizaron tiempo después de la toma de la muestra, ya que no se disponia de los
sobres NitraVer 8039 HR marca HACH. Sin contar estos bioensayos mencionados, se
obtuvo una reduccion del 11 %. En medio acuoso el nitrato es la forma mas oxidada y
con mayor estabilidad termodinamica, por lo cual es la que predomina en el medio
acuoso siendo la fuente principal de nitrdgeno (Beltran-Rocha et al., 2017).

La normativa panamefa para la descarga de efluentes liquidos a cuerpos de
agua DGNTI-COPANIT 35-2000 (Agua. Descarga de efluentes liquidos directamente
a cuerpos y masas de agua superficiales y subterraneas, 2000) menciona sobre el
parametro nitrdgeno amoniacal siendo el LMP de 3 mg/L, En nuestro estudio se realizd
andlisis del parametro amonio y nitratos (Tabla 41).

Para el analisis de los fosfatos obtuvimos una disminucion de un promedio
inicial de 24.18+10 mg/L a un promedio final de 8.75+4 mg/L. Esto representa una
eficiencia de remocion del 57 % (Tabla 41 y Figura A3). La normativa panamefia para

la descarga de efluentes liquidos a cuerpos de agua DGNTI-COPANIT 35-2000 (Agua.

105



Descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas de agua superficiales
y subterraneas, 2000) menciona sobre el pardmetro fosforo total mientras que en
nuestro estudio se realizaron analisis para ortofosfatos (Tabla 41). Sin embargo, en
nuestros resultados (Tabla 46, seccion 4.1.5) se puede evidenciar una eficiencia en
la remocién por lo que se podria emplear en ARs con altas concentraciones de
fosfatos. La disminucion de los fosfatos puede deberse a que la planta asimila este
macronutriente principalmente como ion ortofosfato primario (H2PO4") y ortofosfato
secundario (HPO4') a través de las raices (Bhattacharya, 2018). Durante la asimilacién,
estos son incorporados a compuestos organicos mediante el proceso de fosforilacion
en donde la mayor parte de los fosfatos son captados para la generacion de adenosin
trifosfato (ATP) a partir de la adenosin difosfato (ADP) (Beltran-Rocha et al., 2017;
Bhattacharya, 2018). Este macronutriente también es importante para la asimilacion
fotosintética de carbono y sintesis de proteinas (Bhattacharya, 2018).

Z. Garcia (2012), empleando un sistema de flujo continuo, obtuvo una reduccion
de fosfatos de 13.5 a 8.2 mg/L hasta el primer efluente, mientras que en el segundo
disminuy6 hasta los 6.5 mg/L. Esto representd una eficiencia del 39.26 % y 51.85 %
respectivamente. El TRH que utilizé fue de 5 dias mientras que en nuestro estudio fue
de 10 dias empleando un sistema discontinuo. Kumar y Deswal (2020) report6 que E.
crassipes fue la segunda planta acuéatica con mayor eficiencia en la remocion de
fosforo durante 15 dias de tratamiento a una muestra de AR en donde este parametro

lo midieron cada dia.
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4.2.4.0bservaciones visuales en E. crassipes

En nuestros bioensayos las hojas de las macrofitas de cada sistema empezaron
tornarse amarillas y algunas llegaron a secarse. También observamos una reduccion
en el tamafo y peso de la planta. Para el tamafio obtuvimos un promedio inicial de
34+10 cm y después de tratamiento un promedio final de 32+10 cm. Para el peso los
valores obtenidos fueron de un promedio inicial de 109+41 g y luego de tratamiento,
81+37 g. Autores como Kumar y Deswal (2020) y Quispe et al. (2017) mencionan que
posiblemente este efecto se deba a la alta concentracién de la materia organica y
DQO, al bajo nivel de oxigeno disuelto en la muestra de AR causando estrés en la
planta. En los andlisis para DQO antes del tratamiento con planta obtuvimos valores
altos de DQO (Tabla 46, seccidon 4.1.5) por lo que podria haber afectado a las plantas
utilizadas. Por otro lado, Theeta et al. (2018) mencionan que algunas de las respuestas
de E. crassipes a la presencia de metales pesados en ARs como cadmio, cromo, zinc,
entre otros, pueden provocar la reduccién en su crecimiento, clorosis, marchitamiento
de sus hojas, necrosis, disminucién de la altura y de la longitud de las raices, hasta la
muerte de las plantas a concentraciones elevadas de esos metales. Andrade et al.
(2019), menciona que a partir de una concentracién de 50mg/L de cromo hexavalente
con una exposicion de 10 dias, E. crassipes muestra pérdida del tejido vegetal,
reduccion del 12 % en la biomasa humeda y un decrecimiento significativo. Por los
cual seria importante realizar analisis de metales a las muestras de ARs.

4.2.5.Fitorremediacion de bacterias

Para comprobar el potencial de remocion de bacterias, en nuestros bioensayos

y bajo nuestras condiciones se obtuvo un porcentaje de eliminacion promedio del 86
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% de UFC/mL encontrando diferencias significativas con la muestra de agua antes de
tratamiento y control. Las muestras de AR presentaban altas concentraciones
bacterianas, pero en la mayoria de los bioensayos se logré hasta un 98-99 % de
remocion; mientras que en el primer bioensayo se obtuvo el menor porcentaje con un
34.17 % lo cual puede estar relacionado con la edad y tamafio de las plantas ante la
alta concentracion bacteriana (Figura A8). En el estudio realizado por Leén Suarez
(2017), seleccioné diferentes especies de plantas con potencial de fitorremediacion
sobre E. coli y coliformes totales. Estas plantas fueron: Spirodela intermedia, Salvinia
auriculata, Pistia stratiotes, Ceratopteris, thalictroides, Azolla caroliniana, Lemna minor
y Eichhornia crassipes, siendo esta Ultima la planta estudio en el presente proyecto.
En cada bioensayo Ledn Suarez (2017) utilizé un tiempo de exposicién de 7 dias,
mientras que en nuestro estudio fue de 10 dias. En el bioensayo de fitorremediacion
sobre E. coli ATCC 25922 obtuvo que E. crassipes eliminé un 100 % de E. coli. Por
otro lado, en el bioensayo con coliformes totales esta macréfita obtuvo la menor tasa
de eliminacién en comparacion a las otras especies; sin embargo, en comparacion al
blanco, la reduccién fue significativa. Para el bioensayo con aguas negras obtuvo el
mismo resultado que en los dos bioensayos mencionados anteriormente,
respectivamente. Solo S. auriculata y A. caroliniana alcanzaron el 100 % de eficiencia
tanto para E. coli y coliformes totales. En otros estudios han obtenido un porcentaje
de remocién del 99.90 % para E. coli y para coliformes termotolerantes (Huamani et
al., 2021). Ayala Tocto et al. (2018) menciona que obtuvo un 91.92 % de reduccion de
los microorganismos patdgenos y 92.25 % para coliformes fecales con E. crassipes,

mientras que con N. humboldtiana obtuvo una eficiencia del 93.46 % y 93.8%,
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respectivamente, siendo esta la especie mas eficiente. Estos porcentajes son similares
a los obtenidos en cuatro de los siete bioensayos realizados en nuestro estudio. No
obstante, la concentracion bacteriana final aun supera el limite maximo permisible para
descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masa de agua superficiales
y subterrdneas establecido por el reglamento técnico DGNTI-COPANIT 35-2000 Ayala
Tocto et al. (2018) también mencionaron que la carga bacteriana después de
tratamiento, estd por encima del limite méximo permisible. Esto lo atribuyen a la alta
carga inicial que presentaba la muestra de AR.

Por otro lado, en un estudio realizado por Kahol et al. (2018), utilizaron E.
crassipes, como biofiltro contra coliformes debido a su actividad antimicrobiana. En la
composicién fitoquimica de esta especie han encontrado metabolitos secundarios
bioactivos (polifenoles, flavonoides, alcaloides, esteroles, terpenoides, antoquinonas
entre otros) en sus extractos los cuales poseen actividad antimicrobiana, alelopética,
larvicida e insecticida (Ben Bakrim et al., 2022; Lalitha y Jayanthi, 2012). La actividad
antimicrobiana podria deberse a la presencia de taninos en donde el mecanismo
consiste en la capacidad que tienen para unirse a las proteinas, inhibiendo la sintesis
de proteinas celulares (Lalitha y Jayanthi, 2012). No obstante, Kahol et al. (2018)
obtuvieron una mayor concentracion de bacterias en las muestras analizadas luego
de la aplicacion del biofiltro, en comparacién a las muestras antes de la aplicacion del
biofiltro. Sin embargo, sus resultados no mostraron diferencias significativas entre
ambas muestras. Cabe resaltar que las muestras obtenidas en su estudio fueron con
flujo del rio, mientras que en nuestro estudio se utilizaron sistemas piloto de flujo

discontinuo.
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4.2.6.ldentificacion de bacterias

En el estriado en placa con agar MacConkey permitié separar las colonias
fermentadoras de lactosa (colonias rosadas y rojas) de las que no fermentadoras de
lactosa (colonias blancas o incoloras) (Figura 26A), ya que es un medio selectivo y
diferencial para enterobacterias inhibiendo el crecimiento de especies como
Staphylococcus (Madigan et al., 2009). La fermentacién de la lactosa disminuye el pH
alrededor de la colonia produciendo un color de indicador de pH (rojo neutro),
absorcién en las colonias y precipitacion de sales biliares (MacFaddin, 2003).

En el estriado en medio MSA dio positivo para Staphylococcus. Este medio es
selectivo y diferencial para la identificacion de Staphylococcus debido a su alta
concentracion de cloruro de sodio (NaCl) lo cual evita el crecimiento de otras bacterias.
Ademas, contiene manitol como fuente de carbohidrato el cual es fermentado
produciendo &cido ocasionando la modificacion del pH lo cual se puede observar la
haber un cambio de color rojo a amarillo debido al indicador rojo fenol presente el
medio (Figura 26B) (Rodriguez, 2005).

La prueba TSI es empleada para diferenciacion de enterobacterias en base a
la fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa. Los tubos con una coloracién amarilla
en la profundidad del mismo indica que la especie bacteriana presente solo fermenta
la glucosa produciendo &cidos; mientras que las que fermentan la lactosa y sacarosa
producen acidos en la superficie inclinada. El rojo fenol es el indicador de pH (Madigan
et al., 2009; Scharlau Microbiologia, 2022).

En la prueba en citrato de Simmons las especies que dieron positivo se observo

un cambio de color de verde a azul en el medio debido al indicador de pH azul de
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bromotimol. Esto indica que utilizaron el citrato como Unica fuente de carbono vy el
fosfato monoamédnico como fuente de nitrégeno. (Laboratorio Britania S.A., 2021;
Madigan et al., 2009).

Para la prueba SIM, los tubos en donde se observo un enturbiamiento del medio
indicaron la capacidad de movilidad del microorganismo. Ademas, los que dieron
positivo para la prueba indol, se debe a la capacidad que tienen las bacterias de
producir indol a partir del metabolismo del triptéfano (Laboratorios Britania S.A., 2015).

En la prueba de urea, la especie Klebsiella pneumoniae fue la que dio positivo
indicando que hidroliza la urea por medio de la enzima ureasa liberando la medio
amoniaco y diéxido de carbono.

Prueba Voges Proskauer (VP), las especies que dieron positivo evidenciaron la
presencia productos finales neutros derivados del metabolismo de la glucosa. Al
adicionar hidroxido de potasio y alfa naftol a los cultivos, se produce una coloracion
rojiza debido a la oxidacién del acetimetil carbonil (acetoina) a diacetilo el cual
reacciona con la peptona del medio (MacFaddin, 2003; Madigan et al., 2009).

Por ultimo, en la prueba de catalasa las especies que dieron positivo indicaron
su capacidad para descomponer el perdxido de hidrégeno (H202) (Madigan et al.,
20009).

4.2.7.Posibles mecanismos de eliminacién y remocioén

E. crassipes posee un sistema denso de raices que les permite absorber los
nutrientes y metales necesarios para su metabolismo (Quispe et al., 2017). En algunos
estudios mencionan que E. crassipes puede tener microrganismos asociados en su

sistema radical fibroso los cuales usan el oxigeno disuelto para su respiracion, de esta
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manera favorece la accion depuradora de pardmetros fisicos, remocion de
compuestos organicos y microrganismos patégenos (Alvarado y Manayay, 2020;
Ayala Tocto et al.,, 2018; Paima y Vasquez, 2021; Quispe et al., 2017). Grupos
especificos de estos microorganismos asociados son responsables de procesos como
la nitrificacibn en donde ocurre la transformacién del amonio a nitratos por
microorganismos que usan el CO2 como fuente de carbono y la desnitrificacion la cual
reduce los nitratos a nitrdgeno gaseoso mediante microorganismos facultativos
cuando la concentracion de OD es menor a 0.2 mgO2/L (Garcia, 2012; Ramirez-Mufioz
et al., 2023). Otro mecanismo puede ser que los microrganismos presentes en las
raices producen sélidos que floculan los cuales llegan a sedimentarse (Quispe et al.,
2017).

El mecanismo de la precipitacién de los fosfatos mediante la via coprecipitacién
quimica con el Ca?* formando fosfato de calcio se sedimenta (Beltran-Rocha et al.,
2017).

El TRH es un importante mecanismo en la remocion de nutrientes en donde la
tasa de remocién es proporcional al tiempo de retencién por lo que, a mayor
exposicién, mayor sera la tasa de remocién (Kumar y Deswal, 2020). En nuestro
estudio, se utilizé6 un TRH de 10, sin embargo, no se logr6 alcanzar los LMP en la
mayoria de los pardmetros por lo que habria que realizar bioensayos con un TRH
mayor para lograr alcanzar los LMP para descarga directa. Ademas, Quispe et al.
(2017), menciona que las plantas utilizadas en sistemas de depuracion, necesitan un

tiempo de adaptacion, aproximadamente de 2 a 4 semanas, a la muestra de AR debido
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a que antes de ésto las macrdfitas se encuentran estresadas y no permite una mayor
captacion de nutrientes.

La reduccion de la alta carga bacteriana puede deberse a la muerte natural de
las bacterias debido a que los coliformes al abandonar el huésped y llegar a muestras
de AR, se reduce un 30 % de E. coli, por lo que al agregar plantas como E. crassipes
a muestras de ARs, generan un déficit de nutrientes y causa la alteracion de
parametros fisico-quimicos como la temperatura, pH, sedimentacion, entre otros, de
esta manera afectando la poblacion bacteriana (Huamani et al., 2021; Ledn Suarez,
2017; Wu et al., 2016). En el trabajo realizado por Ledn Suarez (2017), encontr6é que
al descender la concentracion de S.T.D. mediante precipitacion, la poblacién
bacteriana también descendia, obteniendo valores en el control de 647 ppm de S.T.D
y de coliformes fecales de 524x108 UFC/100; mientras que con la macréfita obtuvo 418
mg/L de S.T.D. y de coliformes totales de 1x102 UFC/100 mL.

La adsorcion es otro mecanismo que influye en la eliminacién de bacterias
debido a su adhesion a las raices de las plantas en donde la fuerza de interaccion
dependera de las propiedades adhesivas y de la composicion idnica del medio (Wu et
al., 2016). Sin embargo, las raices de la macrdfita pueden saturarse por lo que la
maxima eliminacién ocurriria en los comienzos operativos del proceso de
fitorremediacion (Wu et al., 2016), pero no se descarta que una vez saturada la
macrofita ésta regule las poblaciones adheridas a su raiz mediante la liberacion de
sustancias activas alelopaticas (Nezbrytska et al., 2022; Wu et al., 2016). Ledn Suéarez
(2017) reportd que E. crassipes eliminG algunas especies bacterianas, pero otras

proliferaron al estar adheridas al rizoma formando un cluster o biopelicula encontrando
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coliformes totales y fecales asociados de manera natural a la raiz de la macrdfita.
Carrefio (2020), menciona que la asimilacion de nutrientes como el fésforo y nitrégeno,
se debe en gran parte a la intervencion de las bacterias asociadas al sistema radicular
fiboroso de la macrdfita en donde estas convierten los compuestos orgénicos,
nitrogenados y fosforados en formas mas simples lo cual facilita a la planta asimilarlos.
Por ejemplo, el ortofosfato soluble es la forma méas aprovechable por los
microorganismos, transforméndolos en fésforo inorgéanico soluble, siendo esta ultima
forma la asimilable por la planta para su metabolismo (Carrefio, 2020; Kumary Deswal,
2020).

Mediante pruebas confirmatorias para la identificacion de las bacterias de las
muestras de AR se identifico la especie Pseudmonas fluorescens la cual se puede
encontrar asociada al sistema radicular de la planta y esta relacionada con los
procesos de nitrificacién y desnitrificacion biolégica (Carrefio, 2020; Sol et al., 2020),
lo cual estaria relacionado con los valores atipicos en los bioensayos cuatro y cinco
debido al analisis tardio de la muestra de AR tratada. También se identificaron K.
pneumoniae y E. cloacae las cuales han sido reportadas asociadas a las raices de E.

crassipes (Rojas, 2005).
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES
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5.1.CONCLUSIONES

e Empleando E. crassipes a escala piloto mediante el sistema
discontinuo y con un TRH de 10 dias, se obtuvo una remocion de
parametros fisico-quimicos como el amonio, ortofosfatos, DQO,
pH, temperatura y S.T.D. No obstante, se obtuvo un aumento en
la concentracion de los nitratos.

e EI tratamiento con E. crassipes disminuyd las UFC/mL, sin
embargo, no se pudo comparar este valor al no estar especificado
el LMP en el reglamento técnico DGNTI-COPANIT 35-2000 para
la descarga de efluentes liquidos directamente a cuerpos y masas
de aguas superficiales

e A pesar de obtener una gran eficiencia de remocion en la mayoria
de los pardmetros fisico-quimicos y microbiolégicos empleando
solo la macrdfita, so6lo el pH se encuentra dentro de los LMP
establecidos, debido a la alta concentracion inicial en todos los
parametros analizados.

e La presencia de bacterias asociadas al sistema radical de E.
crassipes como Pseudomonas fluorecens, puede facilitarle la
absorciéon de fosforo mediante la transformacion del fosforo
organico a inorganico.

e La desinfeccion bacteriana mediante la aplicacion de radiacion
UV-C (250£10 nm) fue efectiva obteniendo un 100 % de

desinfeccién en los bioensayos combinados de distancia de la
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fuente de luz de 2 y 8 cm, y con tiempos de exposicion de 30y 15
min. La dosis aplicada en 30 minutos de exposicion fue de 117.0
Ws/cm? y para 15 minutos, 58.5Ws/cm?.

Al aplicar radiacion UV-C al remanente bacteriano luego del
tratamiento con E. crassipes, se obtuvo un 100 % de desinfeccion
aplicando la combinacién de variables de tiempo y distancia
descritas, por lo que se obtendria una AR libre de

microorganismos patégenos.
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5.2.RECOMENDACIONES

¢ Realizar bioensayos con sistemas de flujo continuo para comparar
los resultados con los obtenidos en el presente proyecto.

e Durante los bioensayos se observo que la macroéfita mostraba
sintomas de clorosis, necrosis, entre otros, por lo que se
recomienda realizar analisis de metales para verificar si estan
presentes en las muestras de AR a tratar.

e Realizar un proceso de adaptacion a las macrdfitas con las
muestras de AR a tratar y emplear otros TRH para verificar su
capacidad biorremediadora.

¢ Algunos autores han reproducido in vitro las macrofitas a utilizar
para que estas tengan la misma edad y condiciones antes de
tratamiento, para tratar de evitar variaciones significativas entre
las réplicas como sucedi6 en nuestros bioensayos en donde cada
planta era distinta en edad, tamafio de la planta y sistema
radicular, ya que fueron las que se muestrearon.

e Realizar pruebas con otros tipos de ARs para evaluar la eficiencia
de remocion y su adaptacion a estas.

e Se recomienda utlizar otras macroéfitas con potencial
biorremediador y llevarlo a escala de humedales artificiales con
aguellas que tienen una alta eficiencia de remocion de parametros

fisico-quimicos y microbiologicos.
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e Desarrollar estudios empleando biofilms monoespecie vy
multiespecie para determinar la influencia en la captacion y
asimilacion de nutrientes en E. crassipes.

e Realizar bioensayos de desinfeccion con radiacion UV-C
realizando variaciones de tiempo menor a 15 minutos que fue el
tiempo minimo de desinfeccion empleado en nuestro estudio y en

onde se obtuvo 100 % de eficiencia.
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5.4.ANEXOS

5.4.1.Graficas de los promedios obtenidos en los andlisis de cada bioensayo
Figura 1.
Andlisis del amonio para cada bioensayo tanto antes como después del tratamiento
con E. crassipes
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Figura 2.

Andlisis de los nitratos para cada bioensayo tanto antes como después del tratamiento

con E. crassipes
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Figura 3

Andlisis de los ortofosfatos para cada bioensayo tanto antes como después del

tratamiento con E. crassipes
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Figura 4

Andlisis del DQO para cada bioensayo tanto antes como después del tratamiento con

E. crassipes
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Figura 5.
Andlisis de los S.D.T. para cada bioensayo tanto antes como después del tratamiento
con E. crassipes
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Figura 6
Analisis de la temperatura en cada bioensayo antes y después del tratamiento con E.

crassipes
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Figura 7
Analisis del pH en funcion de la concentracion del amonio en cada bioensayo tanto

antes y después del tratamiento con E. crassipes
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Figura 8
Recuento bacteriano de las UFC/mL en cada bioensayo antes y después del

tratamiento con E. crassipes
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Figura A9
Recuento bacteriano de las UFC/mL del remanente del tratamiento con E. crassipesy

posterior desinfeccion con radiacién UV-C
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5.4.2.Registro fotografico

s $
Figura A10. Colecta de Ilas Figura Al1ll. Mediciobn del pH,
macrofitas temperatura y S.T.D. con el

multiparamétrico de bosillo
Thermo  Scientific™  Eutech™
modelo PCTestr35
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Figura Al12. Inicio de los bioensayos
con E. crassipes

Figura A14. Desmontaje de los
sistemas para el posterior analisis de
las plantas y muestras de AR.

Figura A13. Inicio de los bioensayos
con E. crassipes con su réplica y un
fotoperiodo de 12:12
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Figura A15. Gravimetria de cada
planta utilizada en los bioensayos
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Figura A16. Preparacion de las
muestras de ARs mediante la técnica
de vertido en placa y diluciones
seriadas en factor 1:10 para su
posterior recuento bacteriano

Figura A18. Conteo de colonias
viables y separar las que estan dentro
de rango establecido en el proyecto

Figura Al7. Placas con agar BHI con
1 mL de la muestra de AR y sus
diluciones  correspondientes  del
control y tratamiento; B. muestra de
AR tratada con radiacién UV-C
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Figura A19. Preparacion de las
muestras de ARs para su posterior
analisis de nitratos empleando sobre
NitraVer 8039 HR y el
espectofotometro HACH DR 3900
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nitratos Fig‘F A21. Analisis de ortofosfatos
empleando sobre NitraVer 8039 HR y empleando viales TNT 846 y el
el espectofotometro HACH DR 3900 espectofotometro HACH DR 3900
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Figura A22. Muestras de AR en el Figura A23. Envase de plastico con la
termostato marca HACH modelo DRB lampara de pecera marca Coospider
200 para su posterior analisis en el de 11 W modelo HUV-11
espectrofotometro
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