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1. INTRODUCCION

Las aguas residuales son un valioso recurso que deberian emplearse siempre que fuera

posible, con las debidas medidas de proteccidn sanitaria (OMS, 1989).

El agua ha sido considerada hasta no hace muchos afios como inagotable. Sin embargo,
debido a factores tales como su irregular distribucién geografica, la alarmante escasez de
recursos hidricos en areas de clima arido o semiarido, la cada vez mayor demanda de agua
por parte de una poblacion creciente, la presion ejercida por la agricultura y la actividad
industrial sobre las reservas de agua, etc., ha provocado que el agua no sélo haya dejado de
ser considerada como un recurso natural inagotable, sino que en muchas ocasiones se haya

convertido en un factor limitante al crecimiento socioecondmico (Rodriguez, 2005).

En todo el Norte Chileno, donde confluyen muchos de los factores expuestos
anteriormente, los recursos hidricos son altamente escasos, por lo que el uso racional del
agua es de vital importancia. En estas zonas geogréaficas de escasa disponibilidad de agua es
donde la optimizacion y racionalizacion en la gestion de los recursos hidricos tiene una
repercusion especialmente positiva en el avance econémico de dichas zonas, debido en
muchas ocasiones al caracter limitante del agua, como factor de desarrollo socioeconémico,
en este sentido la reutilizacion de las aguas residuales depuradas se perfila como un gran

recurso para ser utilizado en riego.

En Chile la calidad del agua para diferentes usos esta regida por la norma Nch 1333, la
cual fija un criterio de calidad de agua de acuerdo a requerimientos cientificos referidos a
aspectos fisicos, quimicos y bioldgicos, segun el uso determinado (Nch1333, 1978).



La biorremediacién no es mas que el empleo de sistemas biologicos (bacteria, algas,
hongos, levaduras y plantas superiores) para eliminar los contaminantes del suelo, agua o
gases. El uso de cianobacterias, también Ilamadas algas verde azules son una gran
alternativa en la remocion de materia organica de residuos industriales liquidos, ya que
pueden ser cultivadas en lagunas, con pequefios requerimientos de nutrientes para su

mantenimiento y desarrollo.

El uso de Arthrospira sp., radica en la gran cantidad de nutrientes (macros y micros) que
contiene, algunos de los cuales no pueden ser sintetizados por el organismo humano, asi
como también por algunas de sus propiedades, tales como el hecho de aumentar los niveles
de energia, reducir el estrés premenstrual, incrementar el rendimiento en los atletas, mejorar

el apetito y ofrecer proteccién como antioxidante.

Varias de las propiedades que posee Arthrospira sp. se deben a algunos de sus
constituyentes, en especial, los acidos grasos omega 3 y 6, el beta-caroteno, el alfa-
tocoferol, la ficocianina, compuestos fendlicos y un compuesto Gltimamente descubierto,

denominado Ca-Spirulan (Ca-SP) que posee actividad antiviral (Chamorro et al., 2002).

La utilizacion de la biomasa microalgal, debe cumplir distintos criterios de inocuidad
microbioldgica, dependiendo del uso que se le vaya a dar, ya sea para nutricion animal,
humana o extraccion de colorantes. Pero es indispensable que esté libre de contaminacion

por presencia del grupo coliformes.

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, la utilizacion de Arthrospira sp. para la
biorremediacion de residuos industriales liquidos (Riles), nace como la alternativa ideal

para reutilizar el agua con el fin de ser usada en riego y de igual forma recuperar la biomasa



de Arthrospira sp. para ser utilizada en nutricién o bien para la extraccion de colorantes

naturales.

Por todo lo anteriormente expuesto se ha propuesto como hipétesis de trabajo que “El
proceso de biorremediacién llevado a cabo por Arthrospira sp. en Riles tratados,
provenientes de una planta faenadora avicola, disminuye las poblaciones microbianas

contaminantes presentes en el ril y no afecta la recuperacion de la biomasa de Arthrospira

sp.

Para comprobar dicha hipotesis se ha planteado el siguiente objetivo general: “Evaluar la
calidad microbioldgica de Riles tratados provenientes de una planta faenadora avicola
desde la inoculacion de la microalga hasta la cosecha de la biomasa microalgal producida

durante el proceso de biorremediacion”.
Los objetivos especificos fueron:
Determinar la capacidad biorremediadora de Arthrospira sp. en RILES tratados

provenientes de una planta faenadora avicola, analizando oxigeno disuelto y demanda

bioquimica de oxigeno.

Cuantificar la cantidad de organismos mesoéfilos aerobios presentes en el proceso de
biorremediacion con Arthrospira sp.

Determinar el Numero Mas Probable de coliformes totales y fecales presentes en el

proceso de biorremediacion con Arthrospira sp.

Determinar el Numero Mas Probable de coliformes totales y fecales presentes en la

recuperacion de la biomasa de Arthrospira sp.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos industriales liquidos (Riles).

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

contaminante.

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

impedir la vida acuética (Vargas, 2004).

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

importantes son el olor, la temperatura, la densidad, el color y la turbiedad.

2.1.1.1 Sélidos Totales. Los sélidos sedimentables se definen como aquellos que

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

volumen conocido de liquido por un filtro.
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Figura 1. Conos Imhoff (Tchobanoglous, 2000).

2.1.1.2 Olores. Normalmente, los olores son debidos a los gases liberados durante el
proceso de descomposicion de la materia organica. El agua residual reciente tiene un olor
algo desagradable, que resulta mas tolerable que el del agua residual séptica, cuyo olor mas
caracteristico se debe a la presencia del sulfuro de hidrégeno (huevo podrido) que se
produce al reducirse los sulfatos a sulfitos por accién de los microorganismos anaerobios
presentes. La problematica de los olores estd considerada como la principal causa de
rechazo a la instalacion de plantas de tratamiento de aguas residuales (Tchobanoglous,
2000).

2.1.1.3 Temperatura. La temperatura del agua residual suele ser siempre mas elevada que
la del agua de suministro, hecho principalmente debido a la incorporacién de agua caliente

procedente de las casas y los diferentes usos industriales.

La temperatura del agua es un pardmetro muy importante dada su influencia, tanto sobre
el desarrollo de la vida acuatica como sobre las reacciones quimicas y velocidades de

reaccion, asi como sobre la aptitud del agua para ciertos usos utiles.

2.1.1.4 Color. El agua residual suele tener un color grisaceo. Sin embargo, al aumentar el
tiempo de transporte en las redes de alcantarillado y al desarrollarse condiciones mas
préximas a las anaerobias, el color del agua residual cambia gradualmente de gris a gris

oscuro, para finalmente adquirir un color negro. Cuando llega a este punto, suele



clasificarse como septica. El color gris, gris oscuro o negro del agua residual es debido a la
formacion de sulfuros metélicos por reaccion del sulfuro liberado en condiciones

anaerobias con los metales presentes en el agua residual (Tchobanoglous, 2000).

2.1.1.5 Turbiedad. La turbiedad, como medida de transmision de la luz en el agua, es otro
pardmetro que se emplea para indicar la calidad de las aguas vertidas o de las aguas
naturales en relacion con la materia coloidal y residual en suspension. Su medicidn se lleva
a cabo mediante la comparacién entre la intensidad de la luz dispersa en la muestra y la
intensidad registrada en una suspension de referencia en las mismas condiciones
(Tchobanoglous, 2000).

2.1.2 Caracteristicas Quimicas. Las caracteristicas quimicas de las aguas residuales son
principalmente el contenido de materia orgéanica e inorgénica, y los gases presentes en el
agua residual. La medicion del contenido de la materia orgénica se realiza por separado por
su importancia en la gestion de la calidad del agua y en el disefio de las instalaciones de

tratamiento de aguas.

2.1.2.1 Materia Organica. Cerca del 75% de los s6lidos en suspensién y del 40% de los

solidos filtrables de una agua residual de concentracion media son de naturaleza organica.
Son sdlidos de origen animal y vegetal, asi como de las actividades humanas relacionadas

con la sintesis de compuestos organicos.

Los compuestos organicos estan formados por combinaciones de carbono, hidrégeno y
oxigeno, con la presencia, en algunos casos, de nitrégeno. También pueden estar presentes
otros elementos como azufre, fosforo o hierro. Los principales grupos de sustancias
organicas presentes en el agua residual son las proteinas (40-60%), hidratos de carbono (25-
50%) y grasas Yy aceites (10%). Otro compuesto organico muy importante en el agua
residual es la urea, principal constituyente de la orina (Vargas, 2004). No obstante, debido a

la velocidad del proceso de descomposicion de la urea, raramente esta presente en aguas



residuales que no sean muy recientes. Junto con todos estos grupos de sustancias organicas,
el agua residual también contiene pequefias cantidades de un gran namero de moléculas
orgénicas sintéticas cuya estructura puede ser desde muy simple a extremadamente
compleja, por ejemplo, los agentes tensoactivos, los contaminantes organicos prioritarios,

los compuestos organicos volatiles y los pesticidas de uso agricola (Vargas, 2004).

2.1.2.2 Demanda Biogquimica de Oxigeno (DBQO). El pardmetro de contaminacion

organica mas empleado, que es aplicable tanto a aguas residuales como a aguas
superficiales, es la DBO a 5 dias. La determinacion de este pardmetro esta relacionada con
la medicion del oxigeno disuelto que consumen los microorganismos en el proceso de
oxidacién bioguimica de la materia orgéanica. Los resultados de los ensayos de DBO se

emplean para:

e Determinar la cantidad aproximada de oxigeno que se requerira para estabilizar
bioldgicamente la materia organica presente.

e Dimensionar las instalaciones de tratamiento de aguas residuales.

e Medir la eficacia de algunos procesos de tratamiento y controlar el cumplimiento de

las limitaciones a que estan sujetos los vertidos.

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

reacciones biogquimicas son funcién de la temperatura.

2.1.2.3 Materia Inorganica. Las concentraciones de las sustancias inorganicas en el agua

aumentan tanto por el contacto del agua con las diferentes formaciones geoldgicas, como

por las aguas residuales, tratadas o sin tratar, que a ella se descargan. Las aguas naturales



disuelven parte de las rocas y minerales con los que entran en contacto. Las aguas
residuales, salvo el caso de determinados residuos industriales, no se suelen tratar con el
objetivo especifico de eliminar los constituyentes inorganicos que se incorporan durante el
ciclo de uso. Las concentraciones de los diferentes constituyentes inorganicos pueden
afectar mucho a los usos del agua, como por ejemplo cloruros, alcalinidad, nitrogeno,
azufre, algunos otros compuestos tdxicos inorgénicos y algunos metales pesados como

niquel, manganeso, plomo, cromo, cadmio, cinc, cobre, hierro y mercurio.

Dentro de la materia inorganica es de suma importancia también hablar de la
concentracion del ién hidrogeno (pH), ya que es un pardmetro de calidad de gran
importancia tanto para el caso de aguas naturales como residuales. El agua residual con
concentraciones de i6n hidrégeno inadecuadas presenta dificultades de tratamiento con
procesos bioldgicos, y el efluente puede modificar dicha concentracion de i6n hidrégeno en
las aguas naturales si ésta no se modifica antes de la evacuacion de las aguas (Vargas,
2004).

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

empleados para determinar las toxicidad de las aguas tratadas.



2.2 Tipos de RILES y su Toxicidad

Cuadrol. Tipos de riles y su toxicidad (Vargas, 2004).

Tipos de Riles

Actividades Industriales
Responsables

Con constituyentes minerales: Efluentes que contienen metales,
complejos, compuesto halogenado y una serie de sustancias inorganicas
que presentan un elevado indice de toxicidad y peligrosidad.

Industria metallrgica y
siderurgica, mineria,
determinados procesos de la
industria petroquimica y también
los procesos galvano pléasticos.

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

Industria farmacéutica y
alimentaria, entre otros.

Con constituyentes minerales y organicos: Combinacion de las dos
tratamiento mixto.

anteriores. Requieren sistemas de

Con constituyentes de naturaleza radiactiva: Presentan problemas
graves por una parte a causa de su elevada peligrosidad, tanto para el
hombre como para las demas formas de vida, y por otra por su
persistencia, pues la vida media de la mayoria de compuestos radiactivos
es muy elevada.

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

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

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

La toxicidad de los Riles va a depender mucho de las cantidades y peligrosidad de sus

contaminantes asociados.
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Los riles generalmente provenientes de una industria avicola va a presentar una alta

carga de toxicidad bioldgica por la cantidad de materia organica que presenta.

2.3 Efectos de los RILES

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

agua, por citar:
La descarga de Riles al sistema de alcantarillado puede provocar:

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

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

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

servidas y en los subproductos generados.

La descarga de Riles a los cuerpos de aguas superficiales puede provocar:

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

e Trastornos en la agricultura como consecuencia del riego con aguas contaminadas.
Estos efectos podrian afectar al ser humano a partir del consumo de productos
regados con elementos nocivos, ademas existe un proceso de bioacumulacién a

través de la cadena trofica (Vargas, 2004).
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2.4 Tratamiento de RILES

Asi como existen diversos tipos de Riles, también hay variadas y multiples formas de
tratarlos, definiendo el concepto de tratamiento de Riles como la manera en la cual reducir
la carga organica u otra que posean, hasta valores razonables para ser vertidos en los cursos
de agua, no afecten las condiciones ambientales y bioldgicas que se encuentren en aquel
efluente natural (este hecho es la base de la normativa acerca de estos residuos y se vera

mas adelante).

Un aspecto importante de estos procesos de tratamiento es que deben cumplir la
condicion de ser tecnologias lo suficientemente limpias para que sea conveniente el
tratamiento de estos residuos y asi no provocar otro desecho de dificil disposicion final y no

crear un circulo vicioso de contaminacion.

2.4.1 Tratamientos Primarios y/o Pre-Tratamientos. Estos procesos se denominan asi
porgue son los que se realizan cuando el Ril ingresa para su tratamiento (Tchobanoglous,

2000), entre las operaciones unitarias que se incluyen en esta etapa son:

2.4.1.1 Tratamiento Mecanico. En esta zona se realizan operaciones de tamizado y de

cribas no muy finas, que retiran la mayor parte de los sélidos flotantes, basura y restos

organicos de mayor tamafio, que se encuentran en las descargas de Riles.

2.4.1.2 Ecualizacién. Proceso realizado para lograr homogeneizar el Ril, en cuanto a
concentraciones de descarga, temperatura y de flujo, ya que la mayoria de los procesos de
tratamientos posteriores requieren de una configuracion estable de flujo y de concentracién

para lograr los resultados deseados.

2.4.1.3 Adsorcién de particulas (Floculacion). Se refiere a la aglomeracion de particulas

coaguladas en particulas floculentas; es el proceso por el cual, una vez desestabilizados los
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coloides, se provee una mezcla suave de las particulas para incrementar la tasa de

encuentros o colisiones entre ellas sin romper o disturbar los agregados preformados.

2.4.1.4 Elotacidn. Este fendmeno superficial permite, mediante la inyeccién de burbujas de
aire, oxigeno o cualquier gas inerte, atrapar las particulas de tamarfio coloidal presentes en el
Ril. Generalmente va acompafiado por otras operaciones, como son la flotacién o la

filtracion.

2.4.1.5 Coagulacion. La coagulacion quimica puede definirse como un proceso unitario
usado para causar la coalescencia o agregacion de material suspendido no sedimentable y
particulas coloidales del agua; es el proceso por el cual se reducen las fuerzas repelentes
existentes entre particulas coloidales para formar particulas mayores de buena

sedimentacion.

La coagulacion de aguas generalmente suele incluir la adicion de productos quimicos

del tipo electrolitos hidrolizantes o poliméricos (Figura 2).

Calion coagulante

[+
et A

P e
+++++++ H+rF+++++F

Figura 2. Proceso de Coagulacion en tratamiento de aguas (Tchobanoglous, 2000).

2.4.2 Tratamientos Secundarios 0 Biologicos. Estos tratamientos consisten en tratar
qguimicamente y/o bioldgicamente el Ril de manera de reducir la cantidad de sustancias
toxicas o de materia biodegradable presentes en el Ril y que no fueron retiradas por los

procesos anteriores (tratamientos primarios).



13

2.4.2.1 Biofiltracién. Es un proceso relativamente nuevo y consiste en depositar el Ril en
una piscina o0 en un estanque donde las bacterias, hongos, levaduras, gusanos, etc.
consumen las particulas organicas presentes en él y logran con ello desarrollarse y formar
colonias, que viven de los residuos. Esta operacion permite un descenso muy alto de la

carga organica asociada al agua residual.

2.4.2.2 Discos Rotatorios. Son discos inoculados con colonias de microorganismos que

controlan la tasa de cultivos y los tipos que se desarrollan en éstos, como una forma de que
estos microorganismos no se multipliqguen demasiado y que puedan aparecer en el agua

tratada.

2.4.2.3 Lagunas_Aireadas. Estas lagunas permiten que el Ril pueda tener una gran

penetracion de luz. El lagunaje natural es uno de los sistemas alternativos de tratamiento
mejor conocidos y representa una opcion eficaz para la eliminacion de la materia orgénica,
los nutrientes y los microorganismos patdgenos del agua residual (Pearson, 1996). Su
disefio y su construccion son sencillos, y sus costos de explotacion y mantenimiento son

bajos.

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

ser separados en instalaciones apropiadas.

La eliminacion de la materia organica afluente a una laguna de alta carga tiene lugar
mediante la simbiosis algas/bacterias o0 protocooperacion fotosintesis/respiracion (Figura 3)
(Abeliovich, 1986, Fallowfield, 1985).
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Figura 3. Esquema de la simbiosis algas/bacterias que tiene lugar en las lagunas de alta carga

(Fallowfield, 1985).

2.4.3 Tratamientos Terciarios. Estos tratamientos corresponden a la parte final del

proceso, es decir, cuando se produce la descarga del Ril tratado en el lugar de recepcion

final, se conocen como tratamientos complementarios (Tchobanoglous, 2000).

2.5 Leyes y disposiciones de pardmetros

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

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

rios, lagos y mar (Anexo 1).

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

calidad del agua para diferentes usos, en la cual se da gran importancia a la disposicion del

uso de agua en riego. De esta norma se resalta los requisitos bacterioldgicos, el cual detalla

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

y frutas que se desarrollan a ras de suelo y que habitualmente se consumen en estado crudo,
debe ser menor o igual a 1000 coliformes/100m1”(Nch1333, 1978).
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Ademas, existen variadas normas internacionales que Chile ha suscrito, relacionadas

con los Riles y que se describen a continuacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Normativa Internacional suscritas por Chile.

IL: Decreto Supremo N°476/77 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores.

Convenio sobre prevencion de la contaminacion
del mar por vertimiento de desechos y otras

materias.

IL: Decreto Supremo N°474/77 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores

Convenio internacional para prevenir la

contaminacién de las aguas del mar por

hidrocarburos.

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

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores.

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

las aguas del mar por hidrocarburos.

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

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores

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

nocivas, en casos de emergencia.

IL: Decreto Supremo N°295/86 del Ministerio
de Relaciones Exteriores.

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores.

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

terrestres.




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

I1: Ministerio de Relaciones Exteriores.

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

Il: Ministerio de Salud. Ministerio de Obras

Publicas.

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

I1: Servicios de Salud.

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

I1: Ministerio de Salud.

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

I1: Servicios de Salud.

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

Protocolo complementario del acuerdo sobre la
cooperacién regional para el combate contra la
contaminacion del Pacifico Sudeste por
hidrocarburos y otras sustancias nocivas en casos

de emergencia.

Establece los requisitos de calidad del agua para
diferentes usos (potable, bebida, animales, riego,

recreacion y estética, y vida acuatica).

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

humano.

Determina los requisitos de orden fisicoquimico,
radioactivo y bacteriolégico que debe cumplir el
agua para la bebida de seres humanos.

Establece  limites

permisibles  para las

concentraciones ambientales en lugares de

trabajo.

que en el mundo se visualizan como Normas de internacion de productos.
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2.6 Biorremediacion

2.6.1 Fundamento. El término biorremediacion o biorrecuperacion se utiliza para
denominar una variedad de sistemas de recuperacion que degradan, transforman, eliminan o
disminuyen la toxicidad de contaminantes organicos o inorganicos a través de la actividad
biolégica natural de organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.), principalmente
microorganismos. También se emplean los términos biocorreccién y biorrestauracion. En
contraste con esta definicion amplia, es frecuente que por biorremediacion solo se
entiendan los procesos llevados a cabo por microorganismos, y que si hay participacion de

plantas en el proceso se hable de fitorremediacion (Eweis, 1999).

2.6.2 Organismos participantes. Entre los microorganismos destacan especialmente las
bacterias, los seres vivos con mayor capacidad metabolica del planeta. Las bacterias pueden
degradar préacticamente cualquier sustancia organica. Si la sustancia se degrada
completamente se habla de mineralizacion; este es el proceso ideal, pero no siempre ocurre.
Algunas sustancias no son degradadas sino transformadas en otras lo que se conoce como
biotransformacion (Matlakowska et al., 2010), la cual puede ser peligrosa, ya que la nueva
sustancia formada puede ser tanto o mas nociva que la inicial. Finalmente hay sustancias
que no son degradadas y se las denomina recalcitrantes. Estas se acumulan durante mucho
tiempo en el medio ambiente, especialmente si ademas son resistentes a procesos
fisico/quimicos como la radiacion ultravioleta o la oxidacion. Las bacterias ademés, pueden
eliminar los contaminantes en ambientes donde hay oxigeno (llamados aerdbicos), pero
también en ambientes sin oxigeno (llamados anaerdbicos), ya que pueden respirar otras
sustancias diferentes al oxigeno (aceptores de electrones), como por ejemplo nitrato,
sulfato, hierro (111), manganeso, selenio, entre otras (Ben Othman et al., 2008).

2.6.3 Tipos de contaminantes eliminados por Biorremediacion. Los compuestos
organicos suelen ser degradados total o parcialmente y eliminados por completo del
ecosistema. Por ejemplo, compuestos contaminantes tales como tolueno, fenol o

polibifenilos clorados (PCBs) los que pueden ser utilizados como fuente de carbono por
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bacterias, tanto en condiciones aerobicas como anaerdbicas. Bacterias de los géneros
Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia o Mycobacterium pueden eliminar hidrocarburos
aromaticos como tolueno o naftaleno, pesticidas como atrazinas, aditivos de la gasolina
como tricloruro de etilo o sustancias venenosas como el cianuro potasico, tanto de

ambientes solidos (suelos) como liquidos (rios y mares).

Pero, ademas muchas bacterias son capaces de modificar sustancias quimicas peligrosas,
transformandolas en otras menos tdxicas. Asi, algunas bacterias pueden reducir la
biodisponibilidad (hacerla menos accesible y por tanto menos toxica) de metales pesados

tales como mercurio, arsenico, cromo, cadmio, zinc o cobre (Mahro, 2000).

2.6.4 Tipos de Biorremediacion. Existen dos tipos de Biorremediacion bien definidos:

2.6.4.1 Biorremediacién In_Situ. Consiste en tratar las aguas, suelos o0 arenas

contaminadas sin sacarlas del lugar en el que se encuentran. Para ello, tanto en métodos de
bioestimulacion como en bioaumentacién, se puede disponer una red de bombeo de
nutrientes o un sistema de inoculacién o bien una simple aireacion del terreno con bombeo

(“bioventing” y “air sparging”) o con arado (“landfarming” in situ).

2.6.4.2 Biorremediacién Ex Situ. Los procesos de tratamiento se llevan a cabo tras la

excavacion del medio contaminado, ya sea en simples biorreactores (técnicas de
“bioslurry” para suelos), en plantas de tratamiento (técnicas “pump & treat”), en biopilas, o
sobre laminas impermeables (“landfarming” ex situ), etc. Las ventajas de estos
procedimientos frente a los primeros radican en la posibilidad de optimizar mejor los
parametros microbiolégicos, asi como el control del proceso; a cambio, l6gicamente, de un

mayor costo (Blackburn, 1993).
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2.6.5 Aplicacion. La Biorremediacion es aplicada hacia cualquier ambiente contaminado
que se desee revertir, puede tratarse de diversas matrices ya sea agua, suelo ¢ aire. La
aplicacion depende de la estrategia de recuperacion de las actividades catabolicas de los
organismos Yy, por tanto, de su capacidad para usar los contaminantes como alimento
(fuente de Carbono y energia). ElI proceso de Biorremediacion incluye, ademas de la
biodegradacién de los contaminantes, de reacciones de oxido-reduccién, procesos de
adsorcion e intercambio ionico, e incluso de reacciones de quelacion que provocan la

inmovilizacion de metales.

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

tratamientos.

2.6.5.2 Desventajas. Los inconvenientes de la biorremediacion son la dificultad o
imposibilidad de degradar contaminantes inorganicos (y algunos organicos); la
imposibilidad de emplearla si las condiciones no son suficientemente favorables para el

crecimiento microbiano (LaGrega, 2001).

2.7 Microalgas

Las microalgas son un conjunto de microorganismos en su mayoria fotosintéticos,

unicelulares, filamentosos que forman cadenas, colonias 0 cenobios. Estan presentes en
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agua salada, agua dulce o en el suelo. Los grupos que las conforman presentan individuos
con notables similitudes morfoldgicas, las cuales surgen como respuestas adaptativas
convergentes al medio fisico en el que habitan: altamente heterogéneo y caracterizado por
diversos gradientes de luz, temperatura y nutrientes que son modificados por la turbulencia
del agua. Su habitat varia a diferentes profundidades de aguas dulces, salobres o marinas.
Se cultivan en masa y tienen diferentes destinos como: produccion de compuestos
bioldgicos, hidrogeno, biodiésel y biofertilizantes, también se aplican al tratamiento de
aguas (Valdés, 2008)

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

las microalgas.

Posteriormente (Oswald, 1957), introduce un nuevo concepto en la produccion masiva
de microalgas, al llevar a cabo el tratamiento de las aguas residuales, obteniendo una
produccion de biomasa vegetal con un alto contenido protéico, lo que finalmente se
considera como una valorizacion del proceso de recuperacion de aguas residuales mediante
el cultivo de microalgas. Es en la década de los sesenta, en Richmond, California (1960),
cuando se plantea el sistema de cultivo mas grande de los Estados Unidos, llegandose a
alcanzar una produccion de 12-18 g/L de biomasa de microalgas, considerandose este valor
muy alto. Es a partir de este cultivo que se desencadeno en diversos paises, el desarrollo a
gran escala del cultivo masivo de microalgas en sistemas cerrados y abiertos, con diferentes

finalidades.

De acuerdo a lo planteado anteriormente, se presenta el cultivo de microalgas, como una
de las mejores alternativas para el tratamiento de aguas residuales, como un sistema

biolégico de tratamiento terciario de bajo costo, debido a la remocion de nutrientes y
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metales pesados, como una solucién a los problemas de contaminacién y eutroficacion

ocasionados por las descargas industriales a los afluentes naturales (Gonzélez, 2005).

2.7.2 Clasificacion. En el planeta, las algas forman una inmensa poblacion de individuos
de estructura celular simple. Se conocen aproximadamente 110 mil especies, reunidas en
cuatro grandes grupos, que son: las “cianofitas" (Cyanophyceae) o algas azul-verdosas, las
"clorofitas” (Chlorophyceae) o algas verdes; las "feofitas" (Phaephyceae) o algas pardas, y

las "rodofitas" (Rhodophyceae) o algas rojas.

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

liston™ (Nereocystis) es un alga parda que tiene el aspecto de plumero (Medina, 2005).

2.7.3 Fases de Crecimiento. Existen de 3 a 5 fases generalmente reconocidas del
crecimiento de la poblacion de microalgas, las cuales corresponden al estado nutricional de
las células. La duracién de cada fase puede alargarse dependiendo de diferentes factores
como: temperatura, fuente de luz, composicion del medio de cultivo, tamafio del inéculo y

estado fisiologico del alga. Las fases se detallan a continuacion:

e Fase de Induccién. Las células en el cultivo apenas empiezan a absorber los

nutrientes presentes en el medio. No se registra un incremento aparente en el nimero

de células debido a la necesidad de un ajuste bioquimico.
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e Fase Exponencial. La reproduccion celular es extremadamente rapida y constante, de

tal manera que el crecimiento de la poblacién celular es exponencial.

e Fase de Declinacion. El crecimiento de las células continda, pero en menor

proporcion, esto puede deberse a factores como: el pH del medio, agotamiento de
nutrientes, reduccion de la intensidad de la luz y autoinhibicién debido a la

produccion de metabolitos toxicos, entre otros.

e Fase Estacionaria. ElI numero de células permanece constante.

e Fase de Muerte. Disminucion progresiva de células viables, incrementandose el

numero de células muertas y las condiciones desfavorables como el aumento del
namero de bacterias, hongos y espuma, producto de la destruccién celular, genera el
colapso final del cultivo (DODD, 1980).

2.7.4 Aplicaciones. La aplicacion de microalgas en el tratamiento de aguas residuales es la
utilizacion y transformacion de los nutrientes a biomasa, con la consecuente produccion de
oxigeno, para mejorar la calidad del efluente asi como la disponibilidad de éste para la
continua oxidacion bacteriana de la materia orgénica en sistemas integrales, mediante el

ciclo de oxigenacion fotosintética de aguas residuales.

La mayoria de las bacterias que acttan en la descomposicion de los desechos organicos,
consumen oxigeno para vivir y producen diéxido de carbono, uno de los gases del efecto
invernadero mas peligrosos para el calentamiento global. Las algas, por el contrario,
utilizan dioxido de carbono para crecer que luego transforman en oxigeno. Esta es una
ventaja que permite utilizar las microalgas para depurar las aguas residuales, ya que forman
una simbiosis con las bacterias, que también son necesarias para eliminar los contaminantes

organicos.


http://sustentator.com/blog/cats/calentamiento-global/
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Las algas, requieren luz y otros nutrientes inorganicos para la fotosintesis, entre estos se
menciona el nitrogeno y el fésforo, compuestos que también estan presentes en las aguas
residuales, y que es necesario eliminar. Asi que un sistema simbiotico de microalgas y
bacterias es el ideal para tratar residuos agricolas e industriales, ya que tienen un costo muy

bajo en instalacion y mantenimiento.

Por otro lado, algunas especies de microalgas juegan un papel fundamental en la
fertilidad de los suelos, por ejemplo, las cianofitas transforman el nitrégeno molecular en
amonio en una forma similar a las bacterias; otras son Utiles en la recuperacion de los
suelos salino y calcareo; otras son aprovechadas como alimento tanto para animales como
para el hombre en una diversidad de productos y suplementos alimenticios (Gonzélez,
2001).

2.7.5 Tipos de sistemas de tratamiento con microalgas. Existen diferentes tipos de
sistemas de tratamiento que utilizan cultivos microalgales, los cuales se explican a

continuacion:

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

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

e Lagunas de oxidacion: son estanques poco profundos (entre 30 y 60 cm), con
mecanismos de aireacion y agitacion, los cuales favorecen el crecimiento de las
microalgas. En este sistema se favorece el aumento de la degradacién bacteriana,
ocasionado por el incremento en la oxigenacion, lo cual provoca la proliferacion de
microalgas, y por lo tanto, aumenta la eficiencia global del tratamiento de las aguas

residuales.
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e Lagunas de alta tasa de oxidacion: son estanques poco profundos (entre 30 y 60
cm), con mecanismos de aireacioén y agitacion, el cual se aplica a las aguas
residuales con tratamiento secundario, siendo estas inoculadas con altas densidades
microalgales. En la cual se obtiene una biomasa mixta, la cual aumenta la tasa de
oxidacidn, la tasa de remocién y por lo tanto la eficiencia global del sistema.

e Lagunas de oxidacion de algas: son estanques poco profundos (entre 30 y 60 cm),
con mecanismos de aireacion y agitacion, sin embargo en este caso, esta orientado
hacia la produccion de biomasa con fines de alimentacion y/o produccion de

metabolitos de interés comercial (pigmentos) (Gallardo, 1990).

La seleccion del sistema de tratamiento va a depender del tipo de agua residual a tratar,
asi como de la extension de superficie requerida para el estanque de cultivo, y de los
microorganismos a utilizar, ya que los objetivos son el incremento de la produccién de
biomasa microalgal (sin limitacion de nutrientes), y la optimizacién del proceso integral es

decir, la eliminacion total de nutrientes.

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

microalgas (Gallardo, 1990).

2.7.5.1 Ventajas del tratamiento. El proceso integral del tratamiento terciario, presenta

ventajas tan importantes como el mejoramiento de la calidad del efluente, mediante un

mecanismo de bajo costo energético, asi como el aprovechamiento de los nutrientes que
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estan siendo desechados al ser incorporados a la biomasa, con la consecuente produccion y

generacion de oxigeno. Esto trae como consecuencia que en un proceso global se produzca:

La remocidn de sales como amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos.

El aumento del pH de los efluentes a través del proceso fotosintético, que favorece
la precipitacion de ortofosfatos.

La eliminacion de nitrogeno amoniacal por efecto de intercambio gaseoso.

La disminucidén de la demanda bioldgica de oxigeno.

La oxigenacion del agua, favoreciendo la oxidacion continua de materia organica.
La accion bactericida, reduciendo la sobrevivencia de organismos patdégenos.

La recuperacién de CO,, liberado en los procesos, mediante su empleo en el proceso
fotosintético.

Un alto rendimiento en la bioconversiéon de la energia solar (4 y 8%) respecto a
algunas plantas agricolas convencionales de azlcar y sorgo que tiene un
rendimiento del 1.5% (Kojima, 2001).

2.7.5.2 Eficiencia. Finalmente la eficiencia de este proceso, depende de varios factores

tales como:

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

Caracteristicas de operacién: carga organica e hidraulica.

Contaminantes (organismos depredadores), que afectan la composicién de la
biomasa, restringiendo las aplicaciones.

Profundidad de los estanques y de los mecanismos de agitacion.

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

asi como el fotoperiodo (luz-obscuridad) o luz continua.

Algunos aspectos a considerar en la eficiencia del proceso son: la adecuada combinacion

de los parametros anteriormente mencionados, asi como el mantenimiento del cultivo en

optimas condiciones, favoreciendo la elevada eficiencia de remocion del proceso, con la

finalidad de alcanzar las maximas densidades algales (Gonzalez, 2001).
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2.8 Generalidades de algas verde azules o cianobacterias.

Las cianobacterias son organismos procariotas, y se engloban en el reino monera, y
comparten caracteristicas comunes con otras bacterias fotosintéticas, asi como con el resto
del las bacterias. Durante mucho tiempo, se han considerado algas, Cianophyta,
literalmente algas azules. Su nombre vulgar, algas verde azuladas o cianofitas, todavia

aparece frecuentemente en la literatura no especializada (Sanchez, 2011).

Las cianobacterias son organismos desprovistos de membrana nuclear y mitocondrias;
difieren de otros procariotes en la composicién de sus acidos grasos, ya que frecuentemente
presentan &cidos grasos no saturados con dos o mas enlaces dobles. Poseen solamente
clorofila-a y un fotosistema Il (PS-Il). Este fotosistema, asi como los pigmentos
fotosintéticos, los pigmentos accesorios y los componentes del transporte de electrones,
estan incluidos en los tilacoides (sistemas membranosos fotosintéticos). intimamente
ligados al sistema clorofilico se encuentran unos agregados llamados ficobilisomas o
ficobilinas. Estos granulos contienen en particular, un pigmento esencial para el transporte
de energia hacia el PS-11, la ficocianina, proteina que posee un grupo prostético del tipo
polipirrol, el cual le confiere un color azul, asi como una fluorescencia roja de excepcional
eficiencia. Las cianobacterias asimilan el carbono a través del ciclo de Calvin y almacenan

energia y carbono en forma de glucégeno (Rheinheimer, 1987).

Las cianobacterias poseen diferentes esquemas metabolicos que tienen en comun, la
ausencia del ciclo de Krebs completo. Muchas de ellas, sobre todo las filamentosas, son
capaces de reducir (fijar) el nitrégeno atmosférico, gracias a unas estructuras llamadas
heterocistos (Abbayes, 1989).

La mayoria de las cianobacterias son capaces de desplazarse en los liquidos, debido a
vesiculas gaseosas, 0 en el caso de las cianobacterias filamentosas, por deslizamiento de
hasta 25 micras por segundo mediante microfibras. La reproduccion en estos organismos se
efectla por escision simple o multiple, por gemacion o por fragmentacion. Algunas de sus

especies producen células especializadas (acinetos), resistentes a la sequedad y a la



27

congelacién, que pueden germinar cuando las condiciones se vuelven favorables (Whitton,
1992).

Las cianobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, tanto en
aguas continentales como en el mar, y por lo general toleran ambientes extremos mejor que
las algas; gracias a esto, desempefian un papel importante en los fenémenos bioldgicos de
las aguas superficiales. Existen formas libres y otras fijas. Estas ultimas crecen sobre las
plantas y los animales acuaticos, asi como sobre algunos sustratos inertes como piedras.
Algunas especies viven en simbiosis con plantas y animales inferiores (Rheinheimer,
1987).

2.9 Cianobacteria Arthrospira sp.

2.9.1 Caracteristicas Generales. Se trata de un alga azul, incluida dentro de la Clase de las
denominadas Cianofitas o Cianobacterias, de caracter multicelular, cuyas células cilindricas
tienen un ancho de 3 a 12 milimicrones, alcanzando a veces hasta 16 milimicrones. Sus
filamentos presentan un esquema en forma de hélice abierta y llegan a medir entre 100 y
200 milimicrones. Las condiciones de esta hélice y sus medidas dependeran de las

condiciones ambientales y del crecimiento del alga (Tomaselli, 2000).

Arthrospira sp. es una cianobacteria filamentosa, autotrofa, reconocida también como
alga verde-azul, y que deriva su nombre de la naturaleza helicoidal o en espiral de sus

filamentos.

Arthrospira sp. puede cultivarse facilmente, en biorreactores y sistemas acuosos
abiertos, naturales y artificiales, en los que el medio de cultivo liquido contenga sales como
bicarbonato de sodio y nitratos, que contribuyen a la alcalinidad del medio, uno de los

factores mas determinantes en el aumento y produccion de biomasa.



28

La iluminacion es importante para Arthrospira sp. por ser un organismo fotoautotrofico
y para lograr una adecuada distribucion de nutrientes, debe mantenerse en agitacion por

medio mecéanico o por burbujeo.

Como producto de los andlisis que se han hecho sobre la composicion bioguimica de
Arthrospira sp., se ha determinado que contiene proteinas, vitaminas, &cidos grasos,
minerales, carbohidratos, 4&cidos nucleicos y pigmentos (Vonshak et al., 2000).

Componentes ideales para ser utilizada en nutricion animal o humana.

Las ficobiliproteinas son macromoléculas componentes del aparato fotosintético de las
cianobacterias y consisten de proteinas unidas covalentemente a las ficobilinas. Las
ficobiliproteinas se dividen en tres grupos: ficoeritrina (PE), ficocianina (PC) y
aloficocianina (AP). Estas moléculas estan arregladas en particulas llamadas ficobilisomas
(Behrens, 1999, Fray, 1983, Olvera-Ramirez, 2003). Esto es muy importante porque se
reconoce otro uso potencial de Arthrospira sp. en el uso de sus ficobiliproteinas como

colorantes naturales.

2.9.2 Antecedentes Arthrospira sp. En un estudio de la Biosorcién de metales pesados
influenciadas por la composicion quimica de la biomasa de Spirulina sp. (Carrillo et al.,
2002), se evaluo la capacidad de células de Spirulina sp. con diferentes composiciones
quimica para la adsorcion de Pb (I1), Cd (1) y Cr (VI). Dos de los ensayos de biomasa
contenian un alto porcentaje de proteina (68,95 +/- 0,30 y 63,73 +/- 0,25%) como resultado
de haber sido cultivadas en medio Zarrouk y expuesta a dos intensidades de luz (66
micromoles de fotones m?s! y 144 micromoles de fotones m?2s™®) en cultivos
discontinuos. Un tercer tipo de biomasa, cultivada en un medio "complejo" y expuesta a 66
micromoles de fotones m2s™ contenia un alto porcentaje de lipidos (30,08 +/- 1,92).
Finalmente, el cuarto tipo de biomasa fue enriquecida en polisacaridos (25,54 +/- 0,51%)
luego de ser cultivada en un medio “complejo”, pero expuesta en 144 micromoles de
fotones m2.s, se encontrd que la composicion quimica de Spirulina sp. tenfa una fuerte

influencia sobre su capacidad de adsorcion. Las maximas capacidades de adsorcion de Pb y
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Cd fueron de 172,41 mg/g a un pH 5 y 54,05 mg/g a un pH 4,5 respectivamente, también
las mayores adsorciones se produjeron cuando las células mostraron un contenido de
polisacéridos superior. En el caso del Cr VI, el més alto g (max), fue exhibida por las
células cultivadas en medio Zarrouk y mostrando el mayor contenido de proteina (a pH
2,0). El pH no afectdé la adsorcién de Pb Il en el intervalo de 3 a 5,5, ni de Cd en el

intervalo de 4 a 7 para Cr VI la adsorcion sélo se observo a un pH igual o inferior a 2.

2.9.3 Clasificacion Taxondmica de Arthrospira sp. (Checklist, 2011).

Reino: Bacteria
Philum: Cianobacteria
Clase: Cianophyceae
Orden: Oscillatoriales
Familia: Phormidiaceae
Género: Arthrospira

Especie: Arthrospira sp.

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

de los mismos filamentos (Leopoldo, 2010).

2.9.5 Cultivo. El crecimiento de Arthrospira ocurre entre los 25 — 40 °C, siendo el rango de
mayor produccion a temperaturas mas elevadas que pueden ir entre 35 — 40 °C y con un pH
entre 9 y 11, requiere de iluminacion estandar, salinidades de 18 — 22 UPS y abundante
agitacion (Zarrouk, 1966, Pedraza, 1989).
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Las cianobacterias, por ser organismos fototrofos, necesitan en su metabolismo
elementos inorganicos de partida para formar biomasa, tales como, nitrégeno, oxigeno,
carbono, hidrogeno, fosforo y azufre, los que intervienen en la formacion de carbohidratos,

grasas y proteinas (Rodrigues, 2010).

2.10 Separacion y post-tratamiento de las algas producidas.

2.10.1 Separacién. Las microalgas son en general dificiles de separar por su pequefio
tamafo, ademas por su tamafio, algunas cianobacterias sedimentan (decantacion
espontanea) o flotan, y algunas microalgas forman agregados (biofloculacién), lo que
facilita su decantacion.

La técnica de separacion depende de la microalga en cuestion, la densidad del cultivo, el
uso posterior y factores econdmicos como el precio del subproducto obtenido. En general,
tiene lugar en dos etapas: en una primera etapa se produce una separacion mas basta en la
que se alcanza una concentracion de microalgas entre el 2 y 7%. Proceso que se puede
realizar ya sea por floculacion, sedimentacion por gravedad o flotacion. En una segunda
etapa se realiza un secado mas fino y de mayor costo energético, mediante centrifugacion,

filtracion o ultrasonidos.

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

proceso.

La filtracion se puede llevar a cabo mediante flujo tangencial (membranas externas) o
fibra hueca (membranas sumergidas), asi como mediante microfiltracién, ultrafiltracion,

filtracion a vacio, etc. Sin embargo, las microalgas pueden causar un importante deterioro
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en las membranas debido a que segregan materia organica extracelular, un material

mucilaginoso que ayuda a la obtencién de biomasa.

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

producto final).

En el caso de extraccion de productos de interés, es comun la necesidad de romper
previamente las células, para lo cual se emplean homogeneizadores, autoclavado, adicion
de acido hidroclérico o NaOH v lisis alcalina. También se llevan a cabo extracciones con

disolventes.

2.11 Control microbioldgico.

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

control microbioldgico (Forysthe, 2000).
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2.11.1 Criterios microbiologicos. Para diferenciar un producto de calidad microbiolégica
admitido de una de calidad no admitida, es necesario aplicar normas o criterios
microbioldgicos que seran especificos para cada producto. La forma mas segura, es emplear
el nimero o tipo de microorganismos en el producto o sobre el producto, para evaluar su
calidad y su seguridad microbiologica (Forsythe, 2002). Todo criterio microbiolégico debe

incluir:

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

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

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

e Los limites microbioldgicos: El limite contemplado dentro de la normatividad para
el producto evaluado (Forsythe, 2002).

2.11.1.1 Tipos de criterios:

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

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

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

Componentes de un examen microbioldgico:



33

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

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

Interpretacion de resultados: Conocimiento y significado de los microorganismos

presentes en el producto evaluado (Forsythe, 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material de Laboratorio

3.1.1 Material de vidrio
e Beackers (25, 50, 100 ml) GERMANY
e Baguetas
e Pipetas ( 1,2,5,10 ml ) GERMANY
e Matraces aforados ( 25, 50, 100 ml ) GERMANY

e Probeta (50ml, 100 ml) GERMANY

3.1.2 Material bioldgico

e EIl material bioldgico para este ensayo consta de las cepas de Arthrospira sp. que se

adquirieron en la Empresa Solarium Biotechnology S.A.

e Los residuos industriales liquidos (Riles) provienen de una empresa faenadora

avicola.

3.1.3 Equipos de laboratorio
e Potenciometro 808 TitrandoMETROHM
e Microscopio MOTIC
e Termometro GERMANY

e Oximetro HANNA
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e Incubadora ZHCHENG
e Luxdédmetro LI-COR

e Salindbmetro Modelo Universal Serie 300

3.1.4 Reactivos
e FEtanol al 95%
e Buffer de Calibracién pH 4.1

e Buffer de Calibracion pH 7.1

3.1.5 Otros materiales
e Papel Whatman # 1
e Difusores
e Mangueras
e Bombas

Los experimentos se realizaron, en el “Laboratorio de Quimica Ecologica vy
Bioprocesos” de la Escuela de Ingenieria Industrial Informatica y Sistemas (EUIIIS) de la

Universidad de Tarapaca Campus Velasquez sede Arica.

3.2 Medios de cultivo para el Crecimiento.

Para el cultivo de Arthrospira sp. se utilizd el caldo de cultivo selectivo Spirulina

(Anexo 2) a una temperatura de 25°C+/-5°C, se requiere también de aireacién constante
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para tener un crecimiento homogéneo evitando la sedimentacion, también se tuvo el cultivo
a luz constante para asegurar un incremento de la biomasa, agregadndole medio de cultivo

Spirulina se mantuvo a las cepas constantemente en fase de crecimiento.

3.3 Residuos Liquido Industrial.

Se utiliz6 Ril procedente de una planta faenadora avicola, el cudl fue previamente
tratado por los procesos obligatorios de la empresa. En una primera etapa, este Ril sirvi6

para el ensayo de Biorremediacion.

3.4 Ensayo de Biorremediacion.

Se realizaron 3 tratamientos mas 1 control cada uno por triplicado utilizando cuatro

matraces Erlenmeyer de 1L, los tratamientos se detallan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Ensayos de Biorremediacion realizados bajo condiciones no controladas en
dependencias de la universidad de Tarapaca.

Muestras RIL(mI)/ In6culo (ml) RIL(ml)/in6culo(%6) Volumen Final (mL)
Grupo Control 0/1000 0/100 1000
Trat.1 250/750 25/75 1000
Trat.2 500/500 50/50 1000
Trat.3 750/250 75/ 25 1000
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3.4.1 Monitoreo del Ensayo de Biorremediacion. Durante todo el periodo del ensayo (6
dias) se realizd el monitoreo de los parametros a las 5:00 pm. El ensayo se realizé en un
ambiente no controlado a temperatura y luz natural dentro de un invernadero, es decir de
acuerdo a las condiciones climéticas del dia. Este ensayo permitird obtener resultados

representativos para un proceso de Biorremediacion a mayor escala (Figura.4).

Figura 4. Ensayo de Biorremediacion en Ambiente No Controlado

3.4.2 Parametros Monitoreados. Durante los seis dias del ensayo de biorremediacion los

pardmetros monitoreados fueron los siguientes:

3.4.2.1 Intensidad Luminica. Para la medicién de la intensidad luminica se utilizé un

luxémetro, que proporcionaba los datos en pumoles, se muestreo en cuatro diferentes puntos

para cada conjunto de muestras (Figura.5).

D @i@ o

Figura 5. Monitoreo de la Intensidad Luminica.

i} : Puntos de muestreo
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3.4.2.3 Temperatura. Se realizd la medicion diaria de la temperatura a las 17.00 hrs
durante todo el tiempo que duro el ensayo, utilizando para esto un termémetro digital marca
HANNA dentro de cada uno de los matraces, manteniendo las condiciones de esterilidad.

3.4.2.4 Biomasa Humeda. Se tomd muestras interdiarias de cada uno de los matraces,

utilizando para ello tubos eppendorf estériles los cuales fueron primeramente rotulados y
pesados en una balanza analitica posteriormente se tomé 1.5mL de muestra y se centrifugo
a 3500rpm, luego se extrajo el sobrenadante (agua clara) y se volvié a pesar los tubos
eppendorf con el precipitado final, la diferencia del peso final menos el inicial nos
proporciond el valor de la biomasa humeda (g) en 1.5mL de muestra pero para los calculos

respectivos se extrapol6 a 1L de muestra.

3.4.2.5 pH. Se realiz6 la medicion diaria del pH a las 17.00, para ello se utiliz6 un pHmetro
digital marca HANNA midiendo dentro de cada uno de los matraces, manteniendo

condiciones de esterilidad.

3.4.2.6 Oxigeno Disuelto (OD). Se realizé la medicion diaria del Oxigeno Disuelto a las

17.00 hrs, con el uso de un oximetro digital marca HANNA incorporando este al interior de
cada uno de los matraces y midiendo en ppm de oxigeno (Oy).

3.4.2.7 Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBOs). Para la medicién de la DBOs, se midid

el oxigeno disuelto inicial (ppm Oy) y se incubaron las muestras a 20°C durante cinco dias,
al quinto dia se volvio a medir el oxigeno disuelto final (ppm O,); la diferencia entre el
oxigeno disuelto inicial menos el final, nos proporciona la cantidad de material

biodegradable en los cinco dias. Esta DBOs se midid en todas las muestras.
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3.5 Recuento de bacterias mesofilas aerobias.

Para el recuento de bacterias mesofilas aerobias se siguid la técnica de placa vertida, que se

resume en la Figura 6 y se detalla en el protocolo descrito en el Anexo 3.

dhcin dllucmn
1710 11100 MUUO
’ ————
Juesl!a 8 mL de 9 ml de 9ml do
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estéril estéril

T
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e e,
i i 2
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A de ativa con la
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de la dilucién
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8 cada caje Petd

L —
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35°C (£2°C)
TIEMPC MEXIMG 6rare 188 Gos ﬂuracmé 43 :w
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a 45 -47°C a cada \ I"‘\\,;
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Contar 1as colonias
(Ranga 25 - 250)

Figura 6. Preparacion de diluciones decimales y Procedimiento para el recuento de Bacterias Mesdfilas
Aerobias (Ramos and Hernandez, 1998).

3.6 Recuento de coliformes totales y fecales.

Se realizo el recuento de coliformes totales y fecales con la técnica de tubos multiples o
namero mas probable (NMP). El protocolo seguido en este proceso se encuentra detallado

en el Anexo 4.



40

4. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis del Oxigeno Disuelto y la Demanda Bioquimica de Oxigeno en Arthrospira

sp.

Para este analisis todos los tratamientos fueron sometidos a las mismas condiciones de
cultivo explicadas anteriormente. Se realizé la medicion de oxigeno disuelto (OD) inicial y
fue comparado con la medicion del oxigeno disuelto pasado 6 dias, que fue el tiempo que
duré el ensayo completo, cada uno de los tratamientos demostré el mismo comportamiento,
quiere decir que aumentd su oxigeno disuelto hacia el final del ensayo. Por su parte la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO5) fue evaluada en las mismas condiciones que el
OD, la tendencia fue inversamente proporcional, mientras el OD en todos los tratamiento
aumento, el DBO5 disminuyo (Figura 7). Ademas se calculo una tabla de porcentajes en

donde se detalla el aumento del OD y la disminucion del DBO5 (Cuadro 4).
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Figura 7. Resultados de Oxigeno Disuelto y Demanda Bioquimica de Oxigeno en todos los tratamientos de
biorremediacion con Arthrospira sp., comparando la medicion Inicial (dia 0) y medicién final (dia

6).
Donde: 1 “Control Arthrospira sp. Inicial” 2 “Control Arthrospira sp. Final”
3 “75% Arthrospira sp./25% Ril Inicial” 4"75% Arthrospira sp./25% Ril Final™
5 “50% Arthrospira sp./50% Ril Inicial" 6 "50% Arthrospira sp./50% Ril Final"

7 “25% Arthrospira sp./75% Ril Inicial" 8 "25% Arthrospira sp./75% Ril Final"
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Cuadro 4. Cuadro resumen en porcentajes del aumento de Oxigeno Disuelto y disminucion Demanda
Bioquimica de Oxigeno en todos los tratamientos de biorremediacion con Arthrospira sp.,
comparando la medicion Inicial (dia 0) y medicion final (dia 6).

Aumento OD DESV. |Disminucion DBO5| DESV.
(%) en 6 Dias STD. (%) en 6 Dias STD.
Control Arthrospira sp. 8.9 0.53 6.78 0.28
75% Arthrospira sp./25% Ril 24.2 1.43 12.5 0.26
50% Arthrospira sp./50% Ril 22.4 1.06 8.8 0.30
25% Arthrospira sp./75% Ril 115 0.62 10.7 0.43

Los resultados del oxigeno disuelto en el proceso de biorremediacion de Riles mediante
Arthrospira sp. presenta una relacion positiva para todos los tratamientos, el mayor
aumento se reflejé en el tratamiento 3 y 4 (75% Arthrospira sp./25% Ril) aumentando hasta
en un 24.2% en un periodo de 6 dias, el aumento de oxigeno disuelto esta relacionado a la
fotosintesis ya que es el proceso fotoquimico mas importante en la biosfera, realizado por
plantas y cianobacterias, en éstas, la energia solar se transforma en energia quimica a través
de la transformacién de moléculas de carbono en materia organica (Figueruelo, 2001)
(Figura 8).

+energia solar

2CO» nfi2 )
(> + o0 ¢ : (CH20)n + 203

respiracion

Figura 8. Proceso quimico de la Fotosintesis (Figueruelo, 2001).
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Por su parte la demanda bioguimica de oxigeno presentd una relacion negativa en el
ensayo de biorremediacion de Riles con Arthrospira sp, disminuyendo en todos los
tratamientos, la mayor disminucion se presento en el tratamiento 3 y 4 (75% Arthrospira
sp./25% Ril) con un 12.5% en un periodo de 6 dias, confirmando la relacion expuesta por
Basterrechea, (1997) quien plantea que la cantidad de oxigeno disuelto es inversamente
proporcional a la DBO, ya que si aumenta la produccion de oxigeno disminuira la DBO por
la accion de las bacterias aerdbicas que degradaran sin ningin problema la materia orgénica
y biodegradable.

4.2 Recuento de Mesofilos Aerobios en ensayo de biorremediacion con Arthrospira sp.

Se realiz6 el recuento de mesofilos aerobios en las condiciones de tratamientos antes
explicadas por la técnica de vertido en placa, los tratamientos fueron evaluados en su inicio
y al final y donde los valores se expresan en unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL). En todos los tratamientos, incluido el control se observa una disminucién en el
recuento de mesoéfilos aerobios. Esta disminucion es superior en los tratamientos de 75%,

50% y 25% de Arthrospira sp. que en el control de Arthrospira sp. (Figura 9).

1,0E+07 3ORI0%5 I7x10%5 BLd1073
115x10%3
1,0E+06
1,0E+05 37x10%3 RIS —
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1,0E+04 —
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1,0E+03 - | WD
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1,0E+02 - —_—
1,0E+01 - —
1,0E+00 1
Control TS%ArI&rasphara sp. SO%Athmspﬁara sp. 25% Are‘hfas_ph(ra sp.
Arthrosphira sp. 25% Ral 50% Ral 75% Ril

Figura 9. Recuento de Meso6filos Aerobios en ensayo de biorremediacion con Arthrospira sp. se midié el
estado inicial (dia 0) y el estado final (dia 6) los valores se expresan en Unidades formadoras de
colonias por mililitro.



43

Los recuentos de Mesdfilos Aerdbicos en placa son Utiles para determinar la potabilidad
de un agua, asi como también la eficiencia de las operaciones para eliminar
microorganismos, como la sedimentacion, filtracién, cloracion y en este caso como se ven
afectadas las poblaciones por el proceso de biorremediacion. Los recuentos se hicieron
antes y después del tratamiento. Los resultados muestran la reduccion de las poblaciones
microbianas en todos los tratamientos lo cual se puede explicar por la competencia que
existe por los nutrientes presentes en el sistema, Arthrospira sp. a medida que pasan los
dias va duplicando su concentracion en el sistema por lo que se ve obligada a requerir de
mAas recursos nutricionales, por otra parte, los organismos mesofilos presentes se ven
desfavorecidos por el crecimiento de Arthrospira sp. ya que la capacidad de adquirir
nutrientes se ve limitada, comienzan inevitablemente a disminuir sus poblaciones. Otra
posible explicacion puede ser que Arthrospira sp. pueda estar exudando algin metabolito
secundario al sistema y este inhiba el crecimiento de los organismos mesofilos. Sin
embargo, pasado los 6 dias de tratamiento la cantidad de organismos meso6filos sigue siendo
elevada en promedio unos 50x10° UFC/mL, un recuento total de aerobios meséfilos bajo
no asegura que un producto este exento de patdgenos o sus toxinas; tampoco un recuento

total alto significa, inevitablemente, presencia de microbiota patdgena (Pascual, 2000).

4.3 Determinacion del NMP de Coliformes Totales y Fecales en ensayo de

biorremediacion con Arthrospira sp. en un periodo de 12 dias.

Se realiz6 un recuento de coliformes totales y fecales bajo las condiciones antes
descritas, los valores estan expresados en numero mas probable (NMP) por 100ml, el
ensayo de biorremediacion tuvo una duracion de 12 dias en total. El recuento de coliformes
totales (Figura 10) mostré que en el dia 0 tanto el ril solo como la mezcla de 50%
cultivo/50% Ril, presentan valores fuera del limite superior de deteccion de la técnica
mayores a 2400 NMP/100ml y el cultivo de Arthrospira sp. presenta el valor minimo de

deteccion de la técnica menor a 3 NMP/100mL. Luego en los dias 6 y 12 se ve una
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disminucion del recuento de coliformes totales. EI recuento de coliformes fecales presento

la misma tendencia a la disminucion de NMP/100mL (Figura 11).
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Figura 10. Recuento de coliformes totales en ensayo de biorremediacion con Arthrospira sp., se midié el
estadio inicial (dia 0), estadio intermedio (dia 6) y el estadio final (dia 12) los valores se expresan
en nimero mas probable por 100ml.
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Figura 11. Recuento de coliformes fecales en ensayo de biorremediacion con Arthrospira sp., se midid el
estadio inicial (dia 0), estadio intermedio (dia 6) y el estadio final (dia 12) los valores se expresan
en nimero mas probable por 100ml.
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Los Coliformes Fecales son un subgrupo de los Coliformes totales, capaces de

fermentar la lactosa a 44° C en vez de 37 °C como lo hacen los totales.

Aproximadamente el 95% del grupo de los Coliformes presentes en heces estan
formados por Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella. Ya que los Coliformes
Fecales se encuentran casi exclusivamente en las heces de los animales de sangre caliente,
se considera que reflejan mejor la presencia de contaminacion fecal. Estos Gltimos se
denominan termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas mas elevadas. Esta

es la caracteristica que diferencia a Coliformes Totales y Fecales (Pascual, 2000).

Los resultados obtenidos concuerdan con la dindmica de decrecimiento obtenida en el
recuento de mesodfilos aerobios, este grupo particular de coliformes ve disminuido su
NMP/100mL siguiendo la misma justificacién antes mencionada, el potencial uso del
liquido como recurso hidrico para regadio se ajusta perfectamente a la norma chilena Nch
1333 para agua de riego, que especifica para sus requisitos bacteriolégicos un contenido de
coliformes fecales menor o igual a 1000 coliformes fecales en 100mL, con lo cual el
tratamiento de biorremediacién en el dia nimero seis esta muy por debajo de la norma con
un recuento de 210 NMP/100mL.

Cabe mencionar que este es un proceso variable, la cantidad de coliformes presentes en
el ril va a influir directamente en la disminucién del NMP/100mL en relacién a los dias, ya
que un ril con mayor cantidad de coliformes debiese tardar mas dias en disminuir su
NMP/100mL, lo que implica un monitoreo constante de estos parametros. En el caso de no
cumplir la norma se recomienda aplicar un proceso de desinfeccion post cosecha de

Arthrospira sp.
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4.4 Determinacion del NMP de Coliformes Totales y Fecales en la Biomasa cosechada

de Arthrospira sp.

Se realizd una evaluacion del NMP de coliformes totales y fecales en la biomasa
cosechada seca post ensayo de biorremediacion, para ver la calidad microbioldgica del
producto, esta evaluacion fue comparado con un producto de similares caracteristicas
llamado “spirulina en polvo” proveniente de la empresa Solarium, los valores estan
expresados en numero mas probable por 100mL. La “spirulina en polvo” present6 los
valores minimos representados por el valor minimo de sensibilidad de la técnica menor a 3
NMP/100mL para coliformes totales y fecales, la biomasa cosechada de Arthrospira sp. en
el laboratorio posterior al ensayo de biorremediacion arrojé valores de 240 NMP/100mL

para coliformes fecales (Figura 12).
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Figura 12. Recuento de coliformes totales y fecales para la “Spirulina en polvo” proveniente de la empresa
Solarium y para la biomasa cosechada de Arthrospira sp. post tratamiento de biorremediacion,
los valor estan expresados en nimero més probable por 100ml.
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Aunque los productos de origen vegetal suelen contener un elevado nimero de bacterias
(Pérez, 1998), son las condiciones en que se recolectan las que favorecen una
contaminacion abundante y el crecimiento de microorganismos diversos, aunque esta suele

disminuir mediante un tratamiento de secado (Pérez, 1998).

El andlisis de coliformes para la biomasa de Arthrospira sp. cosechada y provenientes
de los ensayos de biorremediacién indican un grado de contaminacion fecal de 240 NMP/gr
dicha contaminacion se arrastra del ensayo de biorremediacion con Riles de la planta
faenadora avicola, por otra parte la spirulina en polvo proveniente de la empresa solarium
no presenta dicha contaminacion ya que proviene de cultivos puros y no de ensayos de
biorremediacion. Se recomienda realizar un tratamiento de descontaminacion de la biomasa

de Arthrospira sp. para asegurar su calidad microbioldgica.

4.5 Comportamiento del pH en el ensayo de biorremediacion en RILES tratados,

provenientes de una empresa avicola con Arthrospira sp.

Se realiz6 el monitoreo del pH a lo largo del ensayo de biorremediacion con Arthrospira
sp., todos los tratamientos incluido el control (Arthrospira sp.) presentaron la misma
dinamica aumentando su pH en el dia 2 y volviendo a disminuir en el dia 3 para asi
estabilizarse a lo largo del ensayo. El rango en que se distribuy6 el pH fue entre pH 9 y pH
12 (Figura 13).

La medida de pH en el ensayo de biorremediacion es una referencia clave para el
desarrollo del cultivo de Arthrospira sp. EI medio de cultivo se alcaliniza por el consumo
de la fuente de carbono, lo que genera bases como el NaOH, todo esto se ve representado
en el dia 2. Las variaciones de pH en los primeros dias se puede atribuir a una adaptacion

de Arthrospira sp. al ensayo de biorremediacion, para luego adaptarse y mantenerse
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constante con una tendencia a volverse mas alcalino por la razon antes mencionada. La
medicion del pH, puede convertirse en una evaluacion cuantitativa de la cantidad de
biomasa en el medio: A mayor biomasa, mayor degradacion de bicarbonato y por
consiguiente se eleva la concentracion de grupos hidroxilos en el medio, aumentandose asi
el pH (Pelizer, 2002).
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Figura 13. Comportamiento del pH en el ensayo de biorremediacion de Riles tratados provenientes de una
empresa faenadora avicola con Arthrospira sp.

4.6 Comportamiento de la intensidad luminica en el ensayo de biorremediacion en

Riles tratados, provenientes de una empresa avicola con Arthrospira sp.

Se realizd un monitoreo de la intensidad luminica (umol) en todos los tratamientos

pertenecientes al ensayo de biorremediacion con Arthrospira sp. ya que corresponde a una
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variable no controlada, dependiendo del clima, como se explico en la metodologia. De igual
forma se registrd el comportamiento de la intensidad luminica durante el proceso de
biorremediacion. La intensidad luminica se mantuvo relativamente constante
manteniéndose siempre dentro del rango de 140 pmol m? s* y 160 pmol m? s en el

proceso completo de evaluacion (Figura 14).
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Figura 14. Comportamiento de la intensidad luminica (umol) en el ensayo de biorremediacion de Riles
tratados provenientes de una empresa faenadora avicola con Arthrospira sp.

La iluminacion es indispensable para el crecimiento de Arthrospira sp. debido al
proceso de la fotosintesis, determinante para su constitucion estructural. Las condiciones de
luminosidad no fueron controladas sino que dependieron exclusivamente de las condiciones
climaticas, mostrando un comportamiento bastante dinamico, como se observa en la Figura
14. Sin embargo, las condiciones de luminosidad fueron favorables para el crecimiento de
Arthrospira sp. en el ensayo de biorremediacion. Este comportamiento requiere tener en
consideracién que un filamento individual de Arthrospira sp. no puede soportar una
exposicion prolongada a la iluminacion ya que podria ser destruido por fotélisis. Es
importante sefialar que es en la noche cuando ocurren las reacciones bioquimicas de sintesis
del material proteico (Vonshak, 1984 ).
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Los datos discutidos en los ensayos realizados demuestran que el tratamiento de 75%
Arthrospira sp. / 25% Ril presenta los mejores valores en el proceso de biorremediacion, no
obstante el tratamiento de 50% Arthrospira sp. / 50% Ril también presenta valores ptimos
en el proceso de biorremediacion, el factor determinante entre ambos tratamientos es la
optimizacion del proceso por lo cual el segundo tratamiento es el mas adecuado porque nos

permite tratar una mayor cantidad de Ril en el mismo tiempo que dura el proceso.
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5. CONCLUSIONES

El ensayo de biorremediacion en Riles provenientes de una empresa faenadora avicola y
tratados con Arthrospira sp. presenta valores positivos de oxigeno disuelto y su inversa
demanda bioquimica de oxigeno presenta valores que avalan la remocion de la materia

orgénica presente en el Ril, justificando la capacidad biorremediadora de Arthrospira sp.

El recuento de mesofilos aerobios evaluado en el tratamiento refleja una disminucion de
la flora microbiana presente en el ensayo, esto se ve relacionado con la disminucién en el
recuento de coliformes Totales y Fecales, cumpliendo con los parametros establecidos en la

Nch1333 para agua de riego.

El numero méas probable (NMP) de coliformes Totales y Fecales para la biomasa seca
de Arthrospira sp. post cosecha refleja la presencia del grupo coliforme en la muestra, por

lo que se recomienda un proceso de descontaminacion para un uso adecuado a posteriori.

La evaluacion de pH e intensidad luminica avalan las buenas condiciones de produccion

de biomasa de Arthrospira sp.

El proceso de biorremediacion de Riles provenientes de una empresa faenadora avicola
con  Arthrospira sp. disminuye la flora microbiana presente en el ensayo de

biorremediacion.
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6. RESUMEN

El agua ha sido considerada hasta no hace muchos afios como inagotable. Sin embargo,
debido a factores tales como su irregular distribucion geogréfica, la alarmante escasez de
recursos hidricos en areas de clima arido o semiarido, la cada vez mayor demanda de agua
por parte de una poblacion creciente, la presion ejercida por la agricultura y la actividad
industrial sobre las reservas de agua, etc., ha provocado que el agua no sélo haya dejado de
ser considerada como un recurso natural inagotable, sino que en muchas ocasiones se haya

convertido en un factor limitante al crecimiento socioeconémico.

El uso de procesos bioldgicos en el tratamiento de aguas contaminadas, abre una puerta a
la reutilizacion del recurso hidrico con el debido cumplimiento de las normas establecidos
por el pais. Se propuso biorremediar residuos industriales liquidos tratados (Ril),
provenientes de una empresa faenadora avicola con Arthrospira sp., enfocandose
principalmente en las poblaciones de microorganismos presentes en el ril y la carga
microbiana contaminante en la recuperacion de la biomasa microalgal. Se realizaron
mediciones de oxigeno disuelto y demanda bioquimica de oxigeno, para confirmar la
capacidad biorremediadora de Arthrospira sp., ademas se realizaron recuentos de mesofilos
aerobios y recuento de coliformes totales y fecales en el ensayo de biorremediacion y en la

biomasa microalgal cosechada al final del ensayo.

Los resultados obtenidos del proceso de biorremediacion con Arthrospira sp. confirman
su capacidad biorremediadora, los datos obtenidos del recuento de mesofilos aerobios
demuestran la disminucién de estos a lo largo del proceso, de igual forma el recuento de
coliformes totales y fecales va disminuyendo, cumpliendo con parametros establecidos para
la utilizacion del recurso hidrico en riego. Los resultados obtenidos de la recuperacion de la
biomasa microalgal, muestran una contaminacién de coliformes totales y fecales lo cual

recomienda un proceso de descontaminacion en su eventual uso.
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7. ABSTRACT

Water, not recently, has been considered a questioning and also an inexhaustible
resource, however, due to factors like its irregular geographic distribution, an alarming lack
of water resources in dry areas, the more and more demand of water by increasing
population, agriculture and industrial activities over water reserves, etc, has caused not only
a less consideration as an inexhaustible resource but also a restricting factor against the

socioeconomic growth.

The uses of biological processes in the treatment of contaminated water, gives the
opportunity of reutilization of water resources with the proper performance of rules
established by the country. It was proposed a bio-repairing of industrial liquid residues.
Bio-repairing industrial treated liquids (Ril), from a slaughtering poultry company with
Arthrospira sp., focusing on population of microorganism present in RIL and the microbial
contaminating content in the recuperation of the of the micro-seaweed biomes. Oxygen
measurement and the biochemical demand has been executed to confirm the bio-repairing
capacity of Arthrospira sp., moreover aerobes mesophyll recounts and total coliform
recounts and fecal in the sample of bio-repairing and in the micro-seaweed biomes grown at

the end of the sample.

The results obtained in the process of bio-repairing Arthrospira sp. confirm its bio-
repairing capacity, the information received of the recount of aerobes mesophills
demostrate the decrease of these along the process, in the same way as the of total and fecal
which goes in decrease, obeying the parameters established for the utilization of water
resource in. The results obtained in the recuperation of micro-seaweed biomes show a
contamination of total coliform and fecal which recommends the process of

decontamination on its eventual use.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Leyes que rigen el vertido de aguas a los cursos naturales

Ley N° 3.133 y su reglamento sobre neutralizacion por depuracion de Riles. El 7 de
Septiembre de 1916, se publica en el diario oficial la Ley N° 3.133/16 del Ministerio de
Obras Publicas. En eésta, se establece como norma general que los establecimientos
industriales de distinta indole no pueden vaciar sus aguas en ningin medio acuifero, sin
antes depurarlas o neutralizarlas, por medio de un sistema adecuado y permanente, y
tampoco podran arrojar a dichos cauces o depoésitos de aguas las materias solidas que

puedan provenir de esos establecimientos ni las semillas perjudiciales a la agricultura.

D.S. MOP 351/93 (Decreto Supremo) EI 23 de Febrero de 1993, se publica en el diario

oficial el Decreto Supremo N° 351/93 del Ministerio de Obras Publicas, en éste, se

establece el Reglamento para la neutralizaciéon de residuos liquidos industriales a que se
refiere la Ley N° 3.133. De acuerdo con lo establecido en los articulos 1° y 2° de la ley, los
establecimientos no podran vaciar Riles u otras sustancias nocivas al riego o a la bebida en
ningln acueducto, cauce natural o artificial, superficial o subterraneo que conduzcan aguas,
0 en vertientes, lagos, lagunas, depdsitos de agua, o terrenos que puedan filtrar la napa
subterranea sin la autorizacion del Presidente de la Republica, otorgada por decreto del
Ministerio de Obras Publicas, previo informe favorable de la SISS (Superintendencia de
Servicios Sanitarios). Igual autorizacion sera necesaria para los establecimientos cuyos
Riles u otras sustancias desaglien en redes de alcantarillado y puedan dafiar los sistemas de
recoleccion o tratamiento de aguas servidas, o contravengan las normas vigentes sobre la

calidad de los afluentes, aun cuando no sean nocivas a la bebida o al riego.

D.S. MOP 1172/97 (Decreto Supremo) El Decreto Supremo N° 1172/97 (del Ministerio de
Obras Publicas, publicado en el Diario Oficial del 18 de Abril de 1998): Modifica el

Decreto Supremo N°351/92, principalmente en lo que respecta a la competencia de las




59

empresas de servicios sanitarios, en la aprobacion y fiscalizacion de los sistemas de

tratamiento de Riles descargados a sus redes.

Norma Técnica Provisoria/92 (de la Superintendencia de Servicios Sanitarios, no ha sido

publicada):

Norma técnica relativa a descargas de residuos industriales liquidos, directamente a cursos

y masas de aguas superficiales y subterraneas.

D.S. MOP 609/98 En mayo de 1998 se aprueba la "norma de emision para la regulacion de

contaminantes asociados a las descargas de residuos industriales liquidos a sistemas de
alcantarillado”, Norma D.S. MOP N°09, publicada en el Diario Oficial en julio de 1998.
Esta norma establece una serie de tablas en las que se indica la cantidad maxima de
contaminante permitida para los residuos industriales liquidos, descargados por los
establecimientos industriales en los servicios publicos de recoleccion de aguas servidas y el
tiempo que tienen para adecuarse a la norma. Los establecimientos industriales podran
solicitar al prestador de servicios sanitarios, autorizacion para descargar efluentes con una
concentracién mayor a 300 mgL™, siempre que ello no provoque obstruccién a la red
colectora, conforme a lo dispuesto en el Art. 21 inciso 2° del Decreto con Fuerza de Ley
N°70 del afio 1988, del Ministerio de Obras Publicas sobre Fijacion de Tarifas de Servicios

de Agua Potable y Alcantarillado.

Anexo 2. Medio de Cultivo para Arthrospira sp.

Spirulina Medium (modified). Aiba and Ogawa 1977, Schlésser 1994. Primero en
necesario preparar las soluciones stock. Seguidamente, preparar Soluciones | y II; Solucion
Il incluye 1mL de la solucion stock de la traza de metales pero no del stock de vitaminas.
Autoclavar la solucion 1y 11y enfriar; asépticamente combinar las dos soluciones y afadir

1mL de la solucién de Cyanocobalamina (B12).
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Componente Solucion Stock Cantidad Concentracion Molar en el
Medio Final
Solucion | 500 mL
NaHCO; 1361 1.62x 10-4 M
Na,COs 403 3.80x 10-5 M
K.HPO, 050 g 2.87x10-6 M
Solucion 11 500 mL
NaNO, 254 2.94x10-5M
K,SO, 104 5.74x10-6 M
NaCl 104 1.71x 10-5 M
MgS0, 7H,0 029 8.11x10-7M
CaCl, 2H,0 0.04 g 2.72x10-7 M
FeSO,7H,0 0.01g 3.60 x 10-8 M
Na,EDTA 2H,0 0.08¢ 2.15x10-7M
Solucion traza de metales Ver Cuadro 6 de 1mL
Solucion traza de metales
Solucién stock de Ver receta de Solucion 1mL

vitaminas

Stock de
Cianocobalamina




Solucion Traza de Metales
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En 900mL de H,O disolver el EDTA. Independientemente, disolver cada componente y

llevar a volumen final de 1L, autoclavar por separado y combinar aseépticamente cuando

estén frias.

Cuadro 6. Solucidn traza de metales

Componente Solucién Stock Cantidad Concentracion Molar
Primaria en el Medio Final
Na,EDTA 2H,0 089 2.15x10-6 M
FeSO, 7H,0 079 252x10-6 M
ZnS0,.7H,0 1.0 g L-1 dH20 LmL 3.48 X 10-9 M
MnSO, 7H,0 2.0 g L-1 dH20 LmL 8.97 x 10-9 M
HsBO,4 10.0 g L-1 dH20 Ll 1.62 x 10-7 M
Co(NO3) , 6H,0 1.0 g L-1 dH20 LmL 3.44 x 10-9 M
Na,MoO, 2H,0 1.0g L-1dH20 1mL 4.13x10-9M
CuSQO, 5H,0 0.005g L-1 dH20 1mL 200x10-11 M

Solucion Stock de Cianocobalamina

Disolver la cyanocobalamina en 1L de H,O esterilizada. Mantener en refrigeracion.

Componente Solucién Stock Cantidad Concentracion Molar en el
Primaria Medio Final
cyanocobalomin (vit. Byy) 3.69x10-9 M

5 mg
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Anexo 3. Recuento de Bacterias Mesofilas
En condiciones asépticas:
1. Agitar vigorosamente la muestra de agua, para homogeneizar.

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

estéril, quedando entonces una dilucién de 10, (Figura 6)

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

tubo, quedando una dilucién de 1072,

4. Agitar para homogeneizar y tomar 1 mL de esta dilucién (107) y verterlo en el tercer

tubo, quedando una dilucién de 103, Y asf susecesivamente hasta la disulcion 107

5. Utilizando pipeta estéril, tomar 1 mL de la dilucién 10™ y verterlo en la caja Petri estéril
marcada con 10, distribuyéndolo bien en el fondo de la caja Petri vacia. (Figura 6).

Efectuar esta misma operacién por triplicado.

6. De la misma manera, tomar 1 mL de la dilucién 10 y verterlo en la caja Petri marcada
con 1072,

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

Efectuar la misma operacion por triplicado. Hacer este mismo procedimiento hasta la 107
Es recomendable usar una pipeta estéril para cada dilucion.

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

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

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

y el agar son mezclados intimamente.
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10. Dejar reposar las cajas el tiempo necesario para que solidifique el agar.

11. Una vez solidificado el agar en las cajas, incubar en posicién invertida con objeto de

que el agua de condensacion del agar no caiga sobre la superficie del cultivo.

Las condiciones de incubacion son: 37°C (£1°C) durante 24 horas (x 3 h). Ahora bien,
si se desea conocer la flora bacteriana total de la muestra las condiciones seran: 22°C
(x2°C), durante 72 horas (x4h).

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

cada una de las placas (Figura 6).

Al hacer el recuento, tener en cuenta las siguientes consideraciones:
- Seleccionar las cajas que contengan entre 25 y 250 colonias y descartar las otras.

Si son varias las que entran en este intervalo, contar todas y seleccionar las del grado de

dilucion por triplicado que represente menor margen de error en el recuento y como
resultado, tomar el promedio de las tres cajas y referirlo al volumen real de muestra
sembrado para efectos del calculo correspondiente.

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

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

Si el recuento no se hace en el mismo momento de sacarlas de la incubadora, se pueden
conservar las cajas dentro del refrigerador entre 5 y 10 °C, durante un periodo maximo de
24 horas.
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CALCULO Y PRESENTACION DE RESULTADOS

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

elaboran de la siguiente manera:
- Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 1 mL la expresion del resultado es directa.

- Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 0.1 mL, el nmero de colonias contadas habra
de dividirse por el volumen de muestra sembrada, es decir, por 0.1, para obtener el

namero de colonias por mililitro.

En general se tiene:

Bacterias Meséfilas aerobias/mL = NuUmero de colonias en volumen real de muestra

sembrada, en mL.

Los resultados se expresaran asi:

NUMERO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS: UFC/mL.

Anexo 4. Recuento de Coliformes Totales y Fecales.
Descripcion de la metodologia de analisis:
La técnica del NMP comprende siempre una prueba presuntiva y otra confirmativa.

Esto es asi porque una positividad en un tubo de la prueba presuntiva no indica
necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (Coliformes Totales,
Coliformes Fecales o Estreptococos Fecales), sino tan solo es una presuncion, que habra de

confirmarse posteriormente.

Sin embargo, una negatividad en la prueba presuntiva permite dictaminar la ausencia de

dicho grupo bacteriano en el agua examinada.
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La denominada prueba presuntiva consiste en una metodologia de tipo general para

cualquier grupo de bacterias, mientras que la prueba confirmativa es especifica.

PRUEBA PRESUNTIVA:
Todas las operaciones deberan efectuarse en absolutas condiciones de asepsia.

1. Preparar tres series sucesivas de 3 tubos con caldo lactosado, una de doble concentracion

y las otras dos de concentracion sencilla.
2. Etiquetar las series con 10, 1y 0.1 mL.

3. Agitar vigorosamente la muestra por lo menos 20 veces antes de tomar el volumen que

se va a inocular, a efecto de homogeneizar.

4. Antes y después de realizar las inoculaciones, la boca del frasco de la muestra debera ser

flameada con objeto de evitar contaminacion.

5. Inocular con una pipeta de 10 mL este volumen de muestra en la serie de tubos con caldo
de doble concentracién, con otra pipeta de 1 mL para 1 mL de muestra en la segunda

serie de tubos con concentracion sencilla.

6. Igualmente con la misma pipeta podra inocularse la tercera serie de tubos con 0.1 mL de

muestra.

Normalmente, siempre que no se sospecha que el agua contenga elevada carga bacteriana,

solo se inoculan estas tres primeras series de tubos.

En caso contrario, serd necesario inocular otras series y por lo tanto, realizar diluciones de

la muestra original.
7. Incubar todos los tubos a una temperatura de 35 °C durante 24-48 horas.

8. Después de 24 horas de incubacion efectuar una primera lectura para observar si hay
tubos positivos, es decir, con produccion de acido, si el medio contiene un indicador de

pH, turbidez y produccion de gas en la campana Durham.
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Al hacer esta verificacion es importante asegurarse que la produccion de gas sea resultado
de la fermentacion de la lactosa en cuyo caso se observaré turbidez en el medio de cultivo y

no confundir con burbujas de aire.

Para evitar este tipo de confusiones es recomendable revisar las campanas Durham antes de
proceder a la inoculacion y desechar aquellos que contengan burbujas de aire 6 de alguna

manera eliminar éstas y asi poder utilizarlos.

9. De los tubos que en esta primera lectura den positivos, ya se pueden hacer las pruebas

confirmatorias para coliformes totales y coliformes fecales.

10 .En caso de no apreciarse alguno o todos los cambios mencionados en el resto de los

tubos, continuarén en incubacion 24 horas mas.
11. Después de 48 horas (x2h) a partir de la inoculacion, se hace la lectura final.

12. Si pasadas estas 48 h tampoco se aprecia turbidez ni produccion de gas, los tubos se

toman como negativos.

INTERPRETACION:

Si el total de tubos son NEGATIVOS: El examen se da por terminado, reportando la
AUSENCIA DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

Todos aquellos tubos que den POSITIVOS para prueba presuntiva se anotaran
convenientemente y se procedera a realizar la PRUEBA CONFIRMATORIA para

Coliformes Totales y Fecales.
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PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES TOTALES:

1. A partir de cada uno de los tubos que han resultado positivos en la prueba presuntiva,
agitandolos previamente para homogeneizar, inocular con tres asadas tubos conteniendo
caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (LBVB).

2. Incubar durante 48 + 3 ha 35+ 0.5 °C.

3. Después de la incubacion observar la presencia de turbidez y de gas.

INTERPRETACION:
- Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el nimero de tubos positivos para

posteriormente hacer el calculo del NMP.

Si en ninguno de los tubos se observa produccion de gas, aun cuando se observe

turbidez:

Se consideran negativos, estableciéndose el Cédigo 0,0,0 para efecto del célculo del NMP.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES FECALES:

1. A partir de cada uno de los tubos que han resultado positivos en la prueba presuntiva,
agitandolos para homogeneizar, inocular con tres asadas tubos conteniendo caldo E.C.
(Escherichia coli).

2. Incubar durante 24 horas a 44 °C (0.5 °C), observar presencia de turbidez y gas.
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INTERPRETACION:

Si se observa turbidez y produccion de gas: La prueba se considera POSITIVA,
debiendo anotar el nimero de tubos positivos para posteriormente hacer el calculo del
NMP.

Si no se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez: Se reporta la
AUSENCIA DE COLIFORMES FECALES.

CALCULOS.

De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para Coliformes Totales y

Fecales:

Establecer los codigos correspondientes para calcular por referencia en la tabla estadistica

correspondiente (Cuadro 7), el NMP de Coliformes Totales y Fecales en 100 mL de agua.

En caso de no encontrar en las tablas la combinacién de tubos adecuada, emplear para los

calculos la siguiente ecuacion:

No.De tubos positivos x 100

NMP/100 mL =

/mL de muestra en tubos negativos x mL de muestra en todos los tubos
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Cuadro 7. Indice del NMP. indice del NMP vy limite confiable de 95% para varias combinaciones de
resultados positivos y negativos cuando se usan: 3 tubos con porciones de 10 cm?®, 3 tubos con porciones de 1
cm® y 3 tubos con porciones de 0,1 cm®.

Mo. de tubos con reacciones positivas. Indice del NP Limite confiable de 95%
3 tubos 3 tubos 3 tubos Por 100 cm
con 10 con 1 cm con 0.1 Inferior Superior
cm cm

0 0 0 <3
0 0 1 3 =05 9
0 1 0 3 =0.5 13
1 0 0 4 =05 20
1 0 1 T 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 1 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 T
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 T a9
2 2 0 21 4 a7
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 34 T 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 [ 210
3 1 1 [k 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 = 2400

ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS.

Los resultados se elaboran de la siguiente manera:

Si Unicamente se inoculan tres series de cinco tubos cada una con 10, 1 y 0.1 mL de

muestra, la lectura de los resultados nos permite tener dos cddigos de valores uno para

coliformes totales y otro para coliformes fecales los cuales leidos en la tabla del NMP
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nos dard el valor de bacterias correspondientes en 100 mL de muestra, de manera

directa.
- Si se han realizado diluciones, se ha de obtener una serie final con valor cero.

A continuacion se establece el triplete de valores correspondiente a las tres series

anteriores a la del valor cero que podré ser leida en la tabla del NMP.

Para efectos de expresar el valor obtenido basandose en 100 mL de muestra habra de
dividirse el resultado de la tabla por el volumen real de muestra inoculada en cada tubo

de la serie central de cada triplete escogido.

- Se tendré un triplete de valores para cada tipo de determinacion.

En general se tiene:

NMP leido en la tabla
Volumen real de muestra moculada

NMP/C =

en cada tubo de la serie central (L)

Los resultados obtenidos se expresaran de la siguiente manera:
NMP DE COLIFORMES TOTALES: / 100 mL

NMP DE COLIFORMES FECALES: /100 mL



