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1. RESUMEN

El problema del tratamiento de las aguas servidas, en
zonas rurales es semejante a toda la América latina para
resolverlo se necesitan sistemas que puedan depurar las
aguas con bajos costos de mantencion, limitaciones en el
uso de energia y que puedan funcionar en situaciones de
emergencia. Particularmente, después del terremoto del
27 de febrero de 2010 (8,8 grados Richter), que afecto
principalmente el sur de Chile y su epicentro fue en la
region del Bio Bio del pais se pudo notar la vulnerabilidad
de la disponibilidad del agua y las deficiencias en su
tratamiento final. Las tecnologias naturales de tratamiento
resultan como una opcion atractiva, ya que la eliminacion
de las sustancias contaminantes de las aguas residuales
se realiza a través de mecanismos y procesos naturales
los cuales no requieren de energia externa, ni de aditivos
quimicos. Esta tecnologia se caracteriza por su escasa
necesidad de personal de mantenimiento, consumo ener-
gético reducido y baja producciéon de lodo y puede pre-
sentar ventajas frente a la eliminacion de compuestos
activos presente en las aguas servidas y que producen
actividad biolégica, entre ella, la disrupcion endocrina.

El Proyecto tuvo como objetivo principal evaluar el
comportamiento de operacion de humedales artificiales
de tipo subsuperficial utilizando Schoenoplectus californi-
cus y Phragmites sp. para tratar aguas servidas prove-
nientes de nucleos poblacionales rurales de baja densi-
dad poblacional.

El Proyecto fue desarrollado en cuatro etapas: a) Im-
plementacion sistema de humedales construidos y la
puesta en marcha del proyecto; b) Puesta en marcha,
seguimiento y monitoreo de la operacion de los sistemas
de humedales construidos, caracterizacion influente
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Sismos en Chile (richter)
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efluente, plantas y microbiologia, c¢) Estudio de la res-
puesta toxicidad y de la actividad estrogénica del in-
fluente y efluente mediante S. cerevisiae recombinante y
D. magna y d) Difusion a las autoridades publicas, empre-
sas sanitarias y comunidad en general y rural en particu-
lar. Para la realizacion de este Proyecto se implementd de
una estacion experimental, constituida por 4 unidades
paralelas de humedales subsuperficiales (HSS). Esta ubi-
cada dentro del terreno de la Planta de Tratamiento de
Aguas Servidas de la comuna de Hualqui (Regién del
Biobio, Chile), perteneciente a la Empresa de Servicios
Sanitarios del Biobio, ESSBIO S.A. Esta planta fue ope-
rada durante un afo aproximadamente bajo parametros
de control especificos, evaluando la eliminacion de mate-
ria organica nutrientes y potencial biolégico.

Los resultados indican que todos los HSS evaluados
en su puesta en marcha, presenta eliminaciones entre
50-98% para materia organica y solidos, con mayores
eficiencias a lo largo del afio, debido probablemente a la
aclimatacion de la biomasa bacteriana. Por su parte, los
nutrientes fueron eliminados hasta el 40% en el caso de
N-NH,* y hasta 60% en el caso del fosforo. Los efluentes
tratados mediante HSS no presentaron toxicidad aguda
evaluada a través de Daphnia magna. Sin embargo, no
fue posible evaluar actividad endocrina debido a la inter-
ferencia que pudo haber con compuestos que fueron to-
xicos para la activacion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae recombinante.

A través de este Proyecto se pudo corroborar que los
humedales como sistemas de tratamiento de aguas servi-
das para zonas rurales de la region de Biobio (Chile), son
una opcion factible, mas aun son estables por su capaci-
dad de amortiguar los efectos negativos generados por los
sismos. Debido a los resultados obtenidos este Proyecto fue
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Figura 1. Sismos (Escala Richter) producidos en Chile desde 1900 al 2010.
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Figura 2. Sismos (Escala Richter) producidos en Chile entre 2011 y 2012.

difundido en un seminario patrocinado por la Asociacion
Interamericana de Ingenieria Sanitaria y Ambiental y la Em-
presa de Servicios Sanitaria del Biobio ESSBIO S.A.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. Introduccioén

Chile es un pais sismico, debido a que se encuentra lo-
calizado sobre la conjuncion de las placas de Nazca y
Sudamericana que, al chocar, causan movimientos teluri-
cos. Estadisticamente, la interaccion entre estas placas
tectonicas, produce un sismo destructor cada 10 afos,
con un promedio de 10 pequefos temblores diarios, y un
total anual de 3.500 movimientos sismicos, siendo la ma-
yoria de ellos imperceptibles para la poblacion. Generan-
dose en los ultimos 100 afos aproximadamente 50 terre-
motos destructores (Figura 1).

En efecto, las pérdidas en vidas humanas y economi-
cas generadas por este tipo de catastrofe natural han
sido recurrentes a lo largo de la historia de Chile; espe-
cialmente impactantes han sido los efectos ocasionados
por el terremoto del 27 de febrero de 2010 (8,8 grados
Richter), que afectd principalmente el sur de Chile y su
epicentro fue en la region del Bio Bio. Esta situacion dejo
de manifiesto la vulnerabilidad de la disponibilidad del
agua potable y del tratamiento de aguas servidas. Espe-
cificamente, debido a la intensidad del sismo los sistemas
de tratamiento convencionales (tipo lodo activado) pre-

sentaron fallas en las zonas urbanas (por las vibraciones
que tuvo que soportar las infraestructura civil, inexistencia
de suministro eléctrico, lixiviacion de los suelos que sos-
tenian la infraestructura, escases de combustibles, co-
lapso de las telecomunicaciones, entre otros), factores
que serian aun mas criticos para afrontar en las comuni-
dades rurales (Figura 2).

Es por ello, que a nivel mundial, una de las principa-
les medidas para asegurar la salud publica y evitar enfer-
medades y epidemias infecciosas transmitidas por pato-
genos en el agua en situaciones de emergencia, es el
establecimiento de sistemas de potabilizacion de agua y
tratamiento de aguas servidas, que puedan responder de
manera efectiva a situaciones de emergencia, con el fin
de no dejar a la ciudadania sin estos servicios basicos.
La Figura 2, muestra el numero de sismos producidos en
Chile en el ultimo afio, observandose que mensualmente
se producen en promedio entre 14 a 53 sismos, de los
cuales en su mayoria presentan una magnitud inferior a
4° en la escala de Ritchter.

En Chile, desde la instauracion del sistema que re-
gula el abastecimiento de agua potable, alcantarillado y
tratamiento de aguas residuales domesticas, se obser-
vado un aumento paulatino en las coberturas en el sector
urbano (>85%). En el caso del sector rural, de acuerdo al
Ministerio de Obras Publicas desde 1964 se ha llevado a
cabo el programa de agua potable rural que ha logrado
pasar de un 6% a un 98% la cobertura de poblacion rural
con acceso a agua potable. Sin embargo, de estas vivien-
das solo un 18% presenta sistema de alcantarillado y un
8% presenta sistema de tratamiento de aguas servidas.
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Segun la encuesta de Caracterizacion Socioecondmico
Nacional 2009 (CASEN) en la Regién del Biobio el 7,6%
de hogares rurales esta conectado al alcantarillado, el
54,6% posee fosa séptica, el 8,2% posee letrina sanitaria
conectada a pozo negro, el 27,3% tiene cajén sobre pozo
negro, el 0,1% cajon conectado a otro sistema, mientras
que 2,2% no dispone de sistemas eliminacion de excre-
tas, por lo que mas del 37% de los hogares rurales no
posee tratamiento de sus aguas servidas.

Este hecho es preocupante desde el punto de vista
social y sanitario ya que por ejemplo, estas aguas al no
presentar tratamiento son dispuestas directamente sobre
el suelo, infiltrando directamente a napas freaticas o se
vacian en cursos de agua receptores, que posteriormente
son usados para el riego de verduras para el consumo de
localidades aguas abajo. Es por ello que el tratamiento de
las aguas residuales domesticas constituye un reto para
la sociedad, porque casi la totalidad de las aguas resi-
duales domesticas rurales son dispuestas sin tratamientos
y/0 usadas para fines agricolas, lo que constituye un pro-
blema sanitario de envergadura. Debido a lo anterior, los
ultimos afos ha surgido la necesidad de buscar, evaluar
y aplicar tratamientos de depuracion eficientes, autdono-
mos y econdmicamente viables para el sector rural. Entre
las soluciones mas atractivas, se encuentran los trata-
mientos que imitan los fendbmenos que se generan en la
naturaleza. Estos sistemas corresponden a los humedales
construidos. El uso de estos sistemas para depurar aguas
se ha incrementado durante los ultimos afos y en la ac-
tualidad, son una opcion de tratamiento de aguas resi-
duales reconocida y recomendada a nivel mundial.

Los Humedales Construidos (HC) son sistemas de
tratamiento no convencionales que se han utilizado en el
tratamiento de aguas residuales desde mediados del
siglo XX. Desde entonces, se han convertido en una tec-
nologia de tratamiento confiable para distintos tipos de
aguas residuales (Vymazal, 2005). En la actualidad se
emplean con gran cobertura en Europa. Muchos se utili-
zan para viviendas individuales o pequefios grupos de
casas, pero el uso mas comun es para el tratamiento de
las aguas residuales domésticas en zonas rurales de baja
densidad poblacional como tratamiento secundario o ter-
ciario (Cooper, 2009).

Los humedales construidos o artificiales se definen
como sistemas bioldgicos confinados mediante algun tipo
de impermeabilizacion, que surgen a partir de la simula-
cion de los mecanismos propios de los humedales natu-
rales para la depuracion de las aguas, donde se combi-
nan procesos fisicos, quimicos y biologicos que ocurren
al interactuar las aguas con el suelo, las plantas, los mi-
croorganismos Yy la atmosfera, permitiendo el tratamiento
de aguas residuales. Estan disenados para tomar ventaja
de muchos de los procesos que ocurren en los humeda-
les naturales, pero lo hacen dentro de un ambiente mas
controlado (Vymazal, 2005).

Al igual que otros sistemas naturales de depuracion,
los humedales construidos presentan algunas ventajas
frente a los sistemas convencionales mecanizados. Una

de ellas se relaciona con el bajo consumo energético
(36.5 Kw-h/afo), que esta asociado principalmente al pre-
tratamiento y equipos de bombeo, mientras que en siste-
mas de lodos activados el consumo es tres veces supe-
rior (129.648 Kw-h/afo), asociado a las necesidades de
aireacion (Rojas, 2012). Otra ventaja se relaciona con la
simplicidad en la operacion. Sistema de humedales cons-
truidos requieren menos tiempo de operarios (0,6 horas/
dia) (Garcia et al., 2001). Ademas pueden ser manipula-
dos por operarios con poca experiencia en tratamiento de
aguas residuales. También los humedales construidos pre-
sentan una baja produccion de residuos durante la opera-
cion del sistema. Los residuos se suelen limitar a los gene-
rados por el pretratamiento y el tratamiento primario. Otra
ventaja competitiva, es el bajo costo de operacion y mante-
nimiento del sistema. Los costos actuales estimados de los
humedales se encuentran en torno a $480 /hab - afo (para
una poblacion de 2000 hab), generados en un 99% por el
pago del operador (un estimado de 12 h a la semana),
mientras que el costo para sistemas de lodos activados
corresponde a $15.466 /hab - afio (Rojas, 2012). Final-
mente otras ventajas se encuentran asociadas a un bajo
impacto sonoro, buena integracion con el medio ambiente
natural, potenciando la fauna local, la educacién ambien-
tal y las zonas de recreo.

2.2. Antecedentes bibliograficos

2.2.1. Humedales construidos

Existen varios tipos de clasificaciones en la identificacion
de los humedales. Considerando a (Kadlec y Wallace,
2009), los humedales construidos pueden clasificarse de
acuerdo al régimen hidrico en dos tipos de humedales:
Humedal de flujo superficial y Humedal de flujo subsuper-
ficial, dentro del cual se pueden encontrar humedales de
flujo horizontal y vertical. Ademas, pueden existir combi-
naciones entre estos para formar sistemas hibridos. En los
humedales de flujo superficial el agua esta expuesta di-
rectamente a la atmosfera y circula preferentemente a
través de los tallos de los macrofitos. El agua se vierte en
la superficie en un extremo del lecho, y se mueve lenta y
horizontalmente, para finalmente ser evacuada en el ex-
tremo opuesto del lecho, por medio de un vertedero. Las
plantas acuaticas estan enraizadas en el fondo del hume-
dal y el flujo de agua se hace a través de las hojas y los
tallos de las plantas (Brix, 1994).

Por otro lado, en los humedales de flujo horizontal
subsuperficial (HSS), la lamina de agua no es visible. En
estos el agua se distribuye en un extremo del lecho, se
infiltra, y se transporta en sentido horizontal a través de un
medio granular de relleno y entre las raices de las plan-
tas. Al final y en el fondo del lecho, el agua tratada se
recoge y se evacua por medio de tuberias y/o vertederos.
Las profundidades de estos humedales no suele exceder
los 0.60 m y son construidos con una leve pendiente en
el fondo, pero manteniendo en lo posible condiciones hi-
draulicas de flujo laminar para facilitar el transporte del
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agua (Arias et al., 2003). Sin embargo, en los humedales
de flujo vertical subsuperficial (VSS), el agua se vierte y
se distribuye en toda la superficie del lecho, fluye de ma-
nera descendente y percola entre las diferentes capas de
material filtrante de relleno y las raices de las plantas. El
sistema de distribucion del agua esta en la superficie y
reparte el agua uniformemente. Una vez que el agua pasa
a través del lecho, se recoge en el fondo y se evacua por
medio de tuberias. El lecho debe tener una profundidad
no menor a 1 m (Arias et al., 2003).

Los humedales de flujo superficial se suelen utilizar
como tratamiento adicional a efluentes previamente trata-
dos en depuradoras de tipo convencional. Hay muy
pocos sistemas a escala real que traten directamente
aguas residuales (Kadlec y Wallace, 2009). Ademas, sue-
len ser sistemas de gran tamafo con extensiones de va-
rias e incluso hasta centenares de hectareas. En este tipo
de proyectos, los objetivos de restauracion y creacion de
nuevos ecosistemas en general tienen una gran importan-
cia (Garcia y Corzo, 2008).

Los humedales de flujo subsuperficial son instalacio-
nes de menor tamafio y que en la mayoria de los casos
se utilizan como sistema de tratamiento de las aguas re-
siduales generadas en casas, viviendas aisladas y nu-
cleos de menos de 2000 habitantes (Garcia y Corzo,
2008). Los HSS funcionan permanentemente inundados,
aunque hay algunas experiencias recientes satisfactorias
con sistemas intermitentes (Vymazal y Masa, 2003). Los
VSS se disefian con funcionamiento intermitente, es decir,
tienen fases de llenado, reaccion y vertido. La intermiten-
cia y la inundabilidad permanente confieren propiedades
muy diferentes a los sistemas verticales y horizontales
respectivamente. En particular afectan mucho la transfe-
rencia de oxigeno y por tanto al estado de oxido-reduc-
cion del humedal, produciendo los humedales verticales
efluentes con mayor concentracion de oxigeno y menor
generacion de olores (Marti, 2003).

2.2.2. Las aguas servidas y los compuestos con
actividad disruptora endocrina

Las aguas servidas presentan una serie de caracteristicas
fisicas, quimicas y biolégicas. Estos componentes se ven
expresados en soélidos en suspension (fracciéon organica
e inorganica), materia organica biodegradable y no bio-
degradable, patégenos, nutrientes (nitrégeno, fosforo),
metales pesados y microcontaminantes que pueden 0 no
tener actividad biologica. Para aguas domésticas brutas
tipicas el cociente DBO,/DQO se halla entre 0,4 y 0,8
(Metcalf y Eddy, 1995).

Los compuestos microcontaminantes pueden o no
tener actividad biolégica entre ellos, pueden existir com-
puestos con actividad disruptora endocrina. Los compues-
tos disruptores endocrinos son conocidos desde los afnos
1930 y se definen como, “xenobibticos capaces de actuar
en forma similar a hormonas y con habilidad de influenciar
la regulacion endocrina” (Dodds and Lawson, 1936, Cha-
morro et al., 2007). Asi, los disruptores hormonales alteran

el mensaje endocrino de varias formas: pueden imitar la
hormona ocupando su lugar, pueden bloguear su accion
compitiendo por el receptor hormonal, o pueden modificar
la sintesis de la hormona o del receptor correspondiente.
Como consecuencia, se produce una alteracion del sis-
tema hormonal que puede tener consecuencias neuroldgi-
cas o reproductivas, dado que las hormonas estan impli-
cadas en el control de la reproduccion, la coordinacion de
organos, la organizacion del cerebro, y el metabolismo
(Gillesby and Zacharewski, 1998; Fairchild et al., 1992).

Existe una larga lista de compuestos que estan conte-
nidos en las aguas domésticas y que son considerados
disruptores endocrinos, con distintas procedencias y dife-
rentes propdésitos. En las aguas servidas principalmente se
pueden encontrar medicamentos y/o farmacos y com-
puestos de uso personal, entre otros (Chamorro et al.,
2007, Chamorro et al., 2013).

2.2.3. Los humedales construidos y la eliminacién
de microcontaminantes que producen
disrupcion endocrina

Entre los microcontaminantes de interés ambiental, los
denominados disruptores endocrinos originan multiples
efectos adversos en los ecosistemas acuaticos, afectando
el crecimiento, desarrollo y reproducciéon de los indivi-
duos, o de su progenie (Hewitt et al., 2008). De los efec-
tos ambientales, la induccion de citocromo P-450, la mor-
talidad de ovas, la depresién de la fecundidad, la
alteracion en las caracteristicas sexuales secundarias, y
la disminucion en la produccion de hormonas reproducti-
vas, aparecen como las mas representativas (Tamagawa
et al., 2005). Por otro lado, las aguas servidas, son consi-
deradas como la mayor fuente de compuestos disrupto-
res endocrinos en el ambiente (Auriol ef al., 2006). Los
compuestos mas relevantes a nivel ambiental correspon-
den a hormonas, como estradiol, estrona, estriol, 17-B- es-
tradiol, 17-o-etinilestradiol y dietilstilbestrol, surfactantes,
como los alquilfenoles, y compuestos industriales, como
el bisfenol A, entre otros (Tamagawa et al., 2005; Camp-
bell et al., 2006). En aguas servidas tratadas mediantes
sistemas biologicos se han detectado estos compuestos
en un rango de concentracion de 0,2 a 100 ng/L (Des-
brow et al., 1998). Respecto a su eliminacion de las agua
servidas, Servos et al. (2005), determiné que hormonas,
como el 17 — Estradiol, tratadas mediante sistemas bio-
l6gicos secundarios del tipo lodos activos y lagunas ai-
readas, presentan eliminaciones superiores al 75%, lle-
gando a valores del 98%. También, estos autores indican
que el comportamiento de la hormona estrona, es mas
complejo ya que la eliminacion puede variar desde 0
hasta 98%. En este mismo sentido, Andersen et al. (2003),
evaluando también la eliminacion de hormonas como Es-
trona, 17p — Estradiol y 17o-Etinilestradiol, presentes en
aguas servidas tratadas por sistemas bioldgicos secunda-
rios y terciarios, determinaron eliminaciones superiores al
90%. Sin embargo, establecieron que mas del 50% de la
eliminacion se logra en la etapa de tratamiento terciario,
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que consistia en un proceso de nitrificacion-desntrifica-
cion biologica. Por su parte, Auriol et al. (2006), inten-
tando sintetizar el conocimiento relacionado con la elimi-
nacion de compuestos disruptores endocrinos, presentes
en aguas servidas tratadas mediante sistemas bioldgicos
convencionales, indicaron que los mecanismos de elimi-
nacion incluyen la adsorcion al floculo microbiano, la de-
gradacion biolégica y bioquimica, y la transformacion y
volatilizacion durante el proceso de aireacion.

Por otro lado, para sistemas de tratamiento de aguas
servidas del tipo humedales construidos, existe escaso
conocimiento sobre la eliminacion de microcontaminantes,
como es el caso de los disruptores endocrinos (Hijosa-
Valero et al., 2011a). En este sentido, la Tabla 1 muestra
porcentajes de eliminacion de varios compuestos disrup-
tores endocrinos presentes en aguas servidas tratadas por
diferentes tipos de humedales construidos. La Tabla 1
muestra que humedales del tipo HSS presentan elimina-
ciones superiores al 50%. Si bien la Tabla 1 no permite

concluir cual es la mejor especie de planta, se ha indicado
que su presencia favorece las condiciones de eliminacion
de microcontaminantes (Hijosa-Valero et al., 2011a; Hijosa-
Valero et al., 2011b). Ademas, preliminarmente se ha mos-
trado que la eliminacién de microcontaminantes en hume-
dales construidos, se debe a los procesos de adsorcion y
biotransformacion (Avila et al., 2012). En el caso de la
adsorcion, las caracteristicas fisicoquimicas de los com-
puestos disruptores endocrinos, indican el mayor grado
de afinidad a este mecanismo (Avila et al., 2010). Por su
parte, la biotransformacion, se ha evaluado por el poten-
cial de oxidorreduccién, mostrando que condiciones
menos reducidas (>-100 mV), mejoran la eliminacién de
microcontaminantes (Hijosa-Valero et al., 2011b; Avila et
al. 2012). Sin embargo, aun se debe prestar atencion a
mecanismos especificos de eliminacion para compuestos
disruptores endocrinos, asi como también a los mecanis-
mos de formacion y eliminacién de productos secundarios
en humedales construidos (Avila et al., 2012).

Tabla 1. Porcentajes de eliminacién de compuestos disruptores endocrinos en los diferentes tipos de humedales.

JJ?&Z; mel(j:‘()"dad Especie de planta Compuesto Estructura EIim(i;,a)cién Ref.
E2 36

HS 0,50 Ty, Sc @)
EE2 41

HSS + HV 0,50 iz Zﬁ;h?'jé\'j)ss) * NP 78 @)
NP 54

HSS 0,25 Za (3)
NP [1-3] O 97

HSS 0.25 Ph BPA 65 -90 4,5)

Grey and Sedlack (2005); (2) Belmont et al. (2006); (3) Belmont y Metcalfe (2003); (4) Avila et al. (2010); (5) Avila et al. (2012). HS: Humedal construido
de flujo horizontal superficial; HSS: Humedal construido de flujo horizontal subsuperficial; HFV: Humedal construido de flujo vertical subsuperficial; Ty:
Typha spp.; Sc: Scirpus spp.; Za: Zantadeschia spp.; Cf: Canna spp.; Ph: Phragmites australis; E2: 17- -estradiol; EE2: Etinilestradiol; NP: Nonilfenol; NP

[1-3] O: Nonilfenol 1-3 Etoxilatos; BPA: Bisfenol A.

2.2.4. Bioindicadores ambientales

— Los bioensayos de toxicidad. Las evaluaciones de
riesgo ambiental han alcanzado en los ultimos afos gran
importancia, particularmente debido al gran numero de

contaminantes que son potencialmente daninos y que
puedes afectar el funcionamiento de los ecosistemas. Las
metodologias de evaluacion del riesgo para la proteccion
de los ecosistemas acuaticos, se conceptualizan como un
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procedimiento de dos componentes, que involucran por
una parte, la evaluacion de la exposicion de los organis-
mos a los contaminantes presentes en el ecosistema y
por otro lado, la evaluacion de los efectos que derivan de
esa exposicion. Dada la gran complejidad que presentan
los ecosistemas acuaticos, no es posible evaluar el efecto
de los contaminantes sobre la totalidad de los organismos
que viven en ellos. Es por ello, que a través de la utiliza-
cion de especies de prueba, como sustrato para evaluar
los efectos individuales de los contaminantes, se ha po-
dido extrapolar la informacion obtenida con dichas espe-
cies a la situacion real del sistema analizado (Larsson et
al., 2002). La aproximacion mas importante para la eva-
luacion del efecto se realiza por medio de técnicas bioa-
naliticas conocidas como bioensayos de toxicidad (La-
rrain, 1995, Lopez et al., 2011). La toxicidad es una
propiedad inherente de un agente quimico que produce
efectos dafinos a un organismo cuando este es expuesto
durante un cierto tiempo a determinadas concentracio-
nes. Estas pruebas de toxicidad permiten realizar medi-
ciones experimentales del efecto de un contaminante (sea
una sustancia pura o efluente) sobre los sistemas biologi-
cos, estableciendo relaciones concentracion-respuesta
bajo condiciones controladas en terreno o en laboratorio.
Entre las pruebas de toxicidad, el bioensayo agudo es
uno de los mas utilizados. Son aquellos donde se mide el
efecto de las exposiciones por un periodo de 24 ¢ 48
horas, evaluando la respuesta de mortalidad, mediante el
un valor estadistico, LC,;, que es la concentracion que
resulta letal para el 50% de los organismos expuestos
durante el periodo especificado.

Los bioensayos han sido desarrollado y estandariza-
dos por agencias internacionales de normalizacion y pro-
teccion ambiental (EPA, USEPA, ASTM). En Chile, la nor-
mativa vigente de bioensayos de toxicidad, es la
Normativa Chilena Oficial 2083 (1999), de proteccion
ambiental, ya que por su caracter cuantitativo, éstos re-
presentan una herramienta alternativa necesaria para
mejorar la regulacion y manejo del recurso agua. Inicial-
mente las pruebas para identificar, regular y monitorear
problemas ambientales se realizaron con una sola espe-
cie. Posteriormente, los sustratos biologicos utilizados en
los bioensayos de toxicidad se ampliaron a una bateria
de especies que representan a los diferentes niveles tro-
ficos de un ecosistema acuatico (algas, microcrustaceos
y peces).

Dentro de los organismos mas utilizados se encuen-
tran los que corresponden al género Daphnia sp. Estos
organismos tienen varios aspectos biologicos interesan-
tes que las hacen ideales para los ensayos, entre ellas
se pueden indicar las siguientes: a) su reproduccion es
partenogenética, con lo que se pueden obtener muchas
generaciones que son cldnicas entre si, evitando asi las
diferencias genéticas, b) corto ciclo de vida (3 0 4 se-
manas) que permite la realizacion de ensayos de toxici-
dad crénicos en un espacio breve de tiempo, c) facil-
mente cultivable en condiciones de laboratorio, ya que
requiere poco espacio, siendo su mantenimiento mas

econémico que el de otros animales como los peces 6
moluscos (Larrain, 1995). Por otro lado, representan a
la comunidad de zooplancton, siendo un elemento im-
portante en las cadenas alimenticias de las aguas dul-
ces.

Existe gran informacion sobre su biologia y ecologia
en multiples estudios. Sin embargo, la caracteristica
mas interesante es su sensibilidad a los toxicos, ya que
es capaz de acusar la presencia de, por ejemplo, 0,005
mg del peligroso mercurio en el agua, y aun menores
concentraciones de residuos industriales (Leal et al.
1997).

- Deteccion de disrupcion endocrina mediante bio-
sensores. Detectar disrupcion endocrina en las aguas
residuales domesticas podria ser fundamental para eva-
luar sus posibles efectos en el ambiente acuatico, de ma-
nera de prevenir que este tipo de compuestos llegue a
afectar a la poblacién. Por lo antes mencionado, el uso de
biosensores como células o tejidos, seria altamente bene-
ficioso ya que mediante el uso de éstos, se estaria evi-
tando el sacrificio de organismos al ser utilizados como
bioindicadores. Un ejemplo de biosensor, corresponde a
levaduras modificadas genéticamente (Saccharomyces
cerevisiae recombinante) mediante el ensayo YES: (Yeast
Estrogen Screen) el cual permite la deteccion de disrup-
cion endocrina de tipo estrogénica (Routledge y Sumpter,
1996, Chamorro et al., 2010). El uso de una levadura pre-
senta ventajas que facilitan su utilizacion, tales como: ser
un hongo unicelular, poseer células de tipo eucarioticas,
presentar ciclos de vida corto, gran capacidad de repro-
duccion y facil cultivo.

Otras caracteristicas que avalan la utilizacion de le-
vadura, es que estas no presentan otro tipo de receptor
nuclear homologo a los de vertebrados que pudiera inter-
ferir, ademas de que el plegamiento y modificaciones
post-traduccionales de proteinas de vertebrados en leva-
duras, es bastante similar a la de mamiferos, lo que re-
sulta bastante relevante ya que determina la especificidad
del sistema, la cual se encuentra determinada por los
elementos genéticos externos insertados en la levadura
(Noguerol y col., 2006).

El bioensayo YES, descrito por Routledge y Sumpter
(1996), consiste en la transformacion de Saccharomyces
cerevisiae recombinante a nivel cromosomal con un gen
receptor nuclear (hER-o) y con un plasmido que contiene
elementos de respuesta estrogénicos (EREs) que controla
la expresion del gen reportero (LacZ). Por lo tanto ante la
presencia de un agente con potencial biologico en el
medio (estrégeno), se activara la transcripcion del recep-
tor el cual funcionara como activador transcripcional de
LacZ, que codifica para la sintesis de la proteina
B-galactosidasa.

Cuya actividad enzimatica, puede ser facilmente de-
tectada y cuantificada mediante el sustrato cromogénico
clorofenol rojo-B-D-galactopirantsido (CPRG) el cual
cambia de color amarillo a rojo (Figura 3) (Brix et al.,
2010).
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3. OBJETIVOS

El objetivo general del Proyecto es evaluar el comporta-
miento de operacion de humedales artificiales de tipo
subsuperficial utilizando Scirpus sp. y Phragmites sp.
para tratar aguas servidas provenientes de nucleos po-
blacionales rurales de baja densidad poblacional.

Para la ejecucion del Proyecto se consideraron los

siguientes tres objetivos especificos:

— Evaluar la influencia de la estacionalidad en la efi-
ciencia de operacion en humedales construidos de
tipo subsuperficial utilizando Phragmites sp. y
Schoenoplectus californicus.

— Estudiar la eficiencia de eliminacion de materia or-
ganica y nutrientes de un sistema de humedales
artificiales de tipo subsuperficial bajo diferentes
condiciones hidraulicas.

— Evaluar la eficiencia de eliminacion del potencial
biolégico medido como actividad estrogénica con-
tenido en un agua residual urbana a través de una
tecnologia de humedal construido usando bioensa-
yos con Saccharomyces cerevisiae recombinante
y técnicas analiticas.

4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1. Caracteristicas de la estacion experimental

4.1.1.

Para la realizacion de este Proyecto se implementd una
estacion experimental, constituida por 4 unidades para-
lelas de HSS. Esta ubicada dentro del terreno de la
Planta de Tratamiento de Aguas Servidas de la comuna

Ubicacion

de Hualqui, provincia de Concepcioén, Regién del Biobio
(Chile), perteneciente a la Empresa de Servicios Sanita-
rios del Biobio, ESSBIO S.A. (36°59'26.93” de la latitud
sur, y 72°56'47.23” de longitud Oeste). La Figura 1 pre-
senta la localizacion general de la estacion experimental
en el perimetro de la PTAS de la comuna de Hualqui
(Figura 3).

4.1.2. Obtencion del influente

Para la alimentacion de la estacion experimental se utilizd
el agua servida que llega a la PTAS. La Figura 4 muestra
el punto de extraccion y el flujo de agua en la estacion
experimental. El agua fue extraida por una bomba para
aguas negras modelo VXm8/35-1 (Marca Pedrollo), des-
pués del pre-tratamiento (camara de rejas y desarena-
dor), y antes de ingresar al tratamiento biologico (Figura
4). El agua servida inicialmente fue llevada a un estanque
de almacenamiento de 650 L. Este a su vez alimenta por
presién cada una de las 4 unidades de HSS. Sin em-
bargo, debido a que el pre-tratamiento para el influente
de agua servida cruda es solo cribado y desarenado en
condiciones deficientes, se produjo el ingreso de grasas
y solidos menores a 40 mm a la zona de entrada de cada
unidad de HSS. Como consecuencia, se observo el feno-
meno de “clogging”, en los primeros 0,20 m. El “clogging”
ocurre por la acumulacion de solidos, generando la obs-
truccion del medio poroso e impidiendo la correcta circu-
lacion del agua (Kadlec y Wallace, 2009).

Para mitigar el problema, se implementé un sistema
de tratamiento primario previo a la estacion experimental.
El sistema primario estd constituido por: a) un tanque
desarenador-desengrasador de 630 L, b) una fosa sép-
tica de 1200 L, y, ¢) un tanque de 630 L, que actua como
pozo de bombeo. Del pozo de bombeo se entrega agua
a un nuevo tanque de distribucion de 1000L a las 4 uni-
dades de HSS (Figura 4).

Figura 3. Ubicacion de la estacion experimental en la PTAS de la comuna de Hualqui (36°59'26.93” latitud sur y 72°56'47.23” de Longitud

oeste).
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Figura 4. Punto de extraccion, recorrido del influente y del efluente.

4.1.3.. Caracteristicas de las unidades de HSS

El humedal consta de 4 unidades paralelas de HSS, con
un area superficial de 4,5 m? cada una, y un volumen Util
aproximado de 1,52 m®. Se utiliz6 como medio de so-
porte, gravilla de tamarno 3/4” a 1”. El tiempo de retencion
hidraulico (TRH) vario entre 3 y 9 d, siendo funcion de la
cantidad de agua servida aplicada. Cada unidad de HSS

esta plantada con un total de 18 ejemplares. Las unida-
des 1y 3 fueron plantadas con la especie de macrofita
Phragmites australis, mientras que, las unidades 2 vy 4,
fueron plantadas con la especie Schoenoplectus califor-
nicus. La Figura 5 presenta el desarrollo de la vegetacion
en las 4 unidades de HSS al finalizar la estacién de in-
vierno.

Figura 5. Unidades en la Planta piloto de HFHSS. Celda 1y 3 Phagmites australis; Celda 2 y 4 Schoenoplectus californicus.
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Figura 6. Puntos de muestreo para parametros in-situ. a) fotografia celda recién plantada. b) Disefio de celda para monitoreo.

4.2. Estrategia de operacion y monitoreo

4.2.1. Parametros hidraulicos

La alimentacion de los humedales es de aproximadamente
180 minutos diarios, 2 veces a la semana. En cada uno de
estos dias se tomaron los datos: a) tiempo de operacion, b)
aforos volumétricos de caudal, c) altura de la columna de
agua en cada unidad, d) altura y tiempo de llenado del
estanque distribuidor. Con estos datos, se calcularon los
parametros hidraulicos de operacion de: caudal (I/s), carga
hidraulica (mm/d) y tiempo de retencién hidraulico (d).

4.2.2. Parametros de campo

Parametros in-situ: Los parametros tomados in-situ me-
didos fueron: temperatura (°C), Potencial de Oxido Re-
duccion (POR) (mV), Oxigeno Disuelto (OD) (ppm) y pH.
La Figura 6 muestra la forma en que fue dividida cada
unidad de HSS, presentado tres divisiones horizontales
(A, By C), junto a la clasificacién numérica de los tres
puntos de monitoreo por division horizontal.

Los parametros in-situ fueron medidos quincenal-
mente en los muestreadores A2, B2 y C2, excepto el OD
que se monitoreo solo en B2. Para la toma de los pa-
rametros se utilizd un multiparamétrico portati OAKTON
PC650-480485, y un medidor de oxigeno disuelto portatil
Hanna oxi 330i/set HI 9146-04.

4.2.3. Determinacion de parametros ex-situ

Se tomaron muestras a la salida de cada una de las uni-
dades de HSS, y de la entrada general, cada 15 d. Las
muestras fueron filtradas por membranas Wathman de
0,45 um de tamafo de poro y luego refrigeradas a 6°C,
para su posterior analisis. Los parametros DQO, SST,
SSV, amonio (N-NH,”) y fosfato (P-PO,?) se midieron
cada 15 dias, mientras que, la DBO,, NT y PT se midie-
ron cada 30 dias.

4.3. Determinacion de actividad estrogénica

La actividad estrogénica de los efluentes, fue determi-
nada por el ensayo YES (Yeast Estrogen Assay), realizado
segun la metodologia descrita por Routledge et al. (1996).
Este ensayo permite la identificacion de sustancias que
son capaces de mimetizar la actividad del estrogeno hu-
mano por la interaccion con el gen hER, presente en el
ADN de Saccharomyces cerevisiae.

4.31. Cepa de levadura recombinante

La cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae recombi-
nante, fue modificada genéticamente por el Departamento
de Genética da Glaxo, para ser usada como un test en la
identificacion de sustancias que pueden interactuar con
el gen humano (hER). La cepa a utilizar en este ensayo,
fue donada por la profesora Marcia Dezotti del departa-
mento de ingenieria quimica de polucion de aguas de la
universidad Federal de Rio de Janeiro. Esta cepa con-
tiene el gen constitutivamente expresado el (hER), que
controla la expresion del gen reportero lac-Z produciendo
la enzima B-galactosidasa.

4.3.2. Ensayo de YES assay

Los analisis se realizaron en microplacas de 96 posicio-
nes a 28 ° C y preparadas bajo campana esterilizada de
acuerdo a lo descrito por Routledge and Sumpter (1996).
Las muestras a analizadas se realizaron en duplicado
para los efluentes provenientes de las celdas de los hu-
medales. Se tomd una alicuota de 250 pl de un cultivo de
24 horas de levadura recombinante, la cual contiene
aproximadamente 4x107 células y se incorporo al reactivo
cromogénico (rojo cloro fenol-D-galactopiranosido, CPRG)
mas medio de cultivo. De esta mezcla se transfirié una
alicuota de 200 pl a cada posillo de la microplaca, que
contiene filas en duplicado de las muestras a evaluar,
ademas de un control negativo (etanol) y un control posi-
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Figura 7. Ejemplo de ensayos postivos de disrupcion endrocrina.

tivo (compuesto patrén) la cual corresponde a una dilu-
cion seriada de 17 o-etinil estradiol (99% pureza) en un
rango de 54 ng/l a 26 ng/l. Luego de este procedimiento
las microplacas fueron selladas, y agitadas por 5 min.
Cada placa fue incubada por 72 horas a 30 °C.

La respuesta observada fue el cambio del color ama-
rillo a rojo, el cual fue medido espectrofotométricamente
a través de un lector de placas EL x 800, BioTex a 570
nm y a 630 nm, la resta de ambos, determinara la con-
centracion del compuesto. El efluente fue filtrado a través
de membranas estériles de 0,2 um (Figura 7).

4.4. Bioensayos agudos a través de Daphnia magna

4.41. Cultivos de Daphnia magna

Los organismos que se utilizaron en este trabajo, se ob-
tuvieron desde cultivos del Laboratorio de Bioensayos del
Centro de Ciencias Ambientales EULA-Chile (Daphnia
magna) y del Laboratorio de Ficologia (Selenastrum capri-
cornutum), ambos de la Universidad de Concepcion. Los
cultivos se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento de
normativa chilena (NCh2083. Of 1999). Estos organismos
fueron mantenidos en envases de 11, alimentados 3 veces
a la semana con una suspension de levadura, harina de
pescado vy alfalfa (5,2, 12,6 y 1,0 g/l, respectivamente)
con un contenido equivalente de carbono de 7,2 mg C/I
(Lunes y Miércoles) y 10,8 mg C/I (Viernes). Ademas se
agregaron microalgas del genero Selesnastrum capricor-
nutum (10° células/ml), juntamente con cada alimentacion.
Los medios de cultivo se mantuvieron a 20 °C, con foto-
periodo de 16 h luz - 8 h oscuridad. Antes de cada ali-
mentacion, se cambiaron los medios de cultivo y se remo-
vieron los neonatos. La dureza del medio fue controlada
en 250 £ 256 mg CaCO,/l y el pH vari¢ entre 7,5y 8,6
(NCh2083, 1999).

Para la preparacion del agua de medios de cultivos y
de dilucion, se utilizd agua para analisis (agua destilada),
a la cual se le agregaron 75 ml de sales inorganicas:
NaHCO, (2,59 g/l), MgSO,-7H,0 (4,93 g/l), KCI (0,23 g/l),
CaCl,-2H,0 (11,76 g/l), que fueron llevadas a un volumen

final de 3 L. El agua de reconstitucion fue aireada por lo
minimo 12 horas antes de su uso, presentando un conte-
nido de oxigeno disuelto mayor al 80 % (EPA, 1993;
NCh2083, 1999).

4.4.2. Determinacion de toxicidad aguda de los
efluentes en D. magna

Para el desarrollo de las pruebas de toxicidad aguda con
D. magna, se emplearon neonatos (< 24 h nacidos) ex-
puestos a diferentes concentraciones de los efluentes du-
rante un periodo de 48 h evaluadas en 5 concentraciones
(100; 50; 25; 12,5; 6,25 %) ademas de un control, con 4
réplicas por cada nivel. Las condiciones de los ensayos,
asi como los criterios de aceptabilidad de los bioensayos
de toxicidad aguda con Daphnia magna se realizaron de
acuerdo a USEPA (1983) y NCh2083 (1999). La muerte se
reconocio por la carencia de movilidad. Antes de efectuar
las lecturas se agitaban los recipientes en forma circular
para reactivar el movimiento de los organismos que se
posaban inmoviles en el fondo. La respuesta evaluada en
los organismos fue la concentracion del efluente, que pro-
duce la muerte al 50 % de la poblacién de neonatos ex-
puestos (concentracion letal media o CL, ), a las 48 horas
de exposicion con un nivel de confiabilidad del 95%, cada
una de las pruebas fueron calculadas a través del analisis
Spearman-Karber Method, version 1.5 (EPA, 1993).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion del influente

La Tabla 2 muestra la caracterizacion fisicoquimica del
influente para las estaciones de verano, otofio € invierno.
Las concentraciones de los parametros DQO, SST, SST y
SSV aumentaron entre un 30-45% en la estacion de in-
vierno, respecto a las otras dos estaciones. Por otra parte,
PT y P-PO,? se mantuvieron estables en las tres estaciones
con concentraciones entre 8 -13 mg PO,?/l'y 13-15 mg PT/1.
El influente presenta desviaciones estandar entre 2 y 30%
en otono, de 20 a 50% en verano y de 3% a 70% en in-
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vierno (respecto a la media) para todos los parametros eva-

luados. Estos datos concuerdan con Vera (2012).

Tabla 2. Caracterizacion del influente.

n Concentracion (mg/l)
Parametro
Verano Otono Invierno
138,00 +
DBO, 127.3 138,53 + 8,3 |1 200,25 + 61,4
DQO 210,65 + 66,8 252,16 + 46,5|419,68 + 72,6
342,50 + 587,00 +
SST 194 5 481,47 + 79,6 275.4
479,58 +
SSV 62,5 + 38,9 |458,23 + 59,9 2309
NT 89,00 + 1,4 | 92,33 + 24,2 | 88,00 + 65,1
N-NH,” | 83,33 + 22,2 | 120,33 + 28,9 | 100,40 + 39,2
NOS’ ND ND ND
PT 13,70+ 1,9 15,17 + 1,4 14,20 + 2,5
PO,? 8,63 + 3,3 13,39 + 0,2 10,06 + 0,4

NO = No detectado.

5.2. Parametros in situ

La Tabla 3 muestra los parametros in-situ medidos en
cada unidad de HSS, para las estaciones de verano,
otofio e invierno. EI POR para las 4 unidades de HSS
fueron inferiores a -170 mV, en las tres estaciones. Siendo
la estacién de verano, la que presenta las mayores con-
diciones de anaerobiosis (-234 mV). Estos valores son
similares a lo encontrado en HSS, indicando que bajo
estas condiciones de oxido-reduccion en el humedal se
estarian generando ambientes anaerobicos (Garcia et al.,
2004, Faulwetter et al., 2009). El pH no presenta cambios
entre las estaciones, con variaciones entre 6,9-7,5, en las
4 unidades. La temperatura presenté un maximo de
22,4°C en verano, y un minimo en de 9,9°C en invierno.
El OD medido en las 4 unidades de HSS, es inferior a 0,6
mg/l. Siendo estos valores concordantes a lo encontrado
en HSS en etapa inicial, encontrandose concentraciones
de OD entre 0,1y 0,2 mg/l (Garcia et al., 2004). Por otra
parte, Vymazal y Kropfelova, (2008) indican que HSS con
OD menores a 2 mg/l, se consideran como sistemas
anaerobicos.

Tabla 3. Parametros in-situ medidos en cada unidad de HSS por estacion.

Parametro Estacion Celda 1 Celda 2 Celda 3 Celda 4
Vv -217,2+30,0 - 227,5+34,4 - 242,24£55,6 - 250,3+60,9
POR (mV) @) 198152915 - 183,8+£10,6 - 198,2+£23,4 11951832207
| - 190,5+£79,5 -187,3£74,9 -171,3£104,4 -184,4+71,4
Vv 7,0+0,2 7,1+£0,2 7,0+0,1 7,1+£0,2
pH @) 6,9+0,2 7,310,4 7,3+0,3 7,7+£0,3
I 7,2£0,5 7,5£0,6 7,5£0,5 7,4+0,5
V 21,6+£1,8 22,417 22,2114 22,1£1,2
T (°C) @) 13,84£3,5 15,6£3,4 14,7£4,0 13,944,1
| 9,9+1,1 10,4£1,2 10,7£1,5 10,5£1,5
v — _ _ —
oD (mg/l) o) 0,30, 0,4+0,1 0,540, 0,5+0,2
| 0,4+0,1 0,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,1

V: Verano. O: Otofio. I: Invierno. POR: Potencial de dxido reduccion. T: Temperatura. OD: Oxigeno disuelto.

5.3. Concentraciones de efluentes y eficiencias de
eliminacion

La Figura 8 muestra las concentraciones obtenidas en
cada unidad de HSS, para la DBO,, DQO, SST, SSV,
NH,”y PO,*. Las concentraciones de DBO, obtenidas
en las 4 unidades de HSS presentan valor promedio
de 46 mg/l, con una eficiencia promedio de elimina-
cion de 65%, sin diferencias por vegetacion (Tabla 4).
En la Tabla 4, se observa una mayor eficiencia en la
eliminacion de DBO, en otofio con un 75%, con res-

pecto al verano (60%) e invierno (73%). Para el caso
de la DQO se obtuvieron concentraciones medias
entre 60 y 200 mg/l (Figura 8), con eficiencias sobre
60% en las tres estaciones, sin diferencias por vege-
tacion (Tabla 4).

Por otro lado, se encontraron concentraciones me-
dias de SST entre 3-46 mg/l y SSV entre 3-27 mg/I (Figura
8), con eficiencias de eliminacion de 88% SST y 85%
SSV, observandose mayores eficiencias en invierno para
los SST (98%) y SSV (97%) (Tabla 4). Estas eficiencias
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de eliminacion son comparables a valores esperados
>75% (Vymazal, 2005, Vera, 2012).

Respecto al N-NH,* para la unidad 1y 3, las eficien-
cias de eliminacion fueron en promedio 25%, disminu-
yendo de 40% (verano) a un 20% (otofio) y un13% en
invierno. Respecto a las unidades 2 y 4, las eliminaciones
fueron en promedio de 20,6%, disminuyendo de 30%

(verano) a 5% (otofio) y luego aumentando la eficiencia
a 28% en invierno, con concentraciones inferiores a 80
mg/l. Cabe destacar, que el aumento en la eficiencia en
la eliminacion en invierno puede estar condicionado por
las precipitaciones. Estas eliminaciones de N-NH,* son
similares a los valores propuestos por Vera et al. (2011)
y Rojas (2012), y estan dentro valor esperado para siste-
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Figura 8. Concentracion de los efluentes de cada HSS. a) DBO,, b) DQO, c¢) SST, d) SSV, e) N-NH,*, f) P-PO,* ([]) HSS-1
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mas HSS entre 30 y 60% (Plaza de los Reyes et al.,
2011).

Por otra parte, el P-PO,? (representa mas del 60% del
PT en el agua servida (Henze et al., 2002), presentd con-
centraciones mayores a 3,7 mg/l llegando incluso a 22
mg/l (Figura 8). Las eficiencias de eliminacion en prome-

dio fueron bajas (<5%), encontrandose en algunas unida-
des de HSS mayores concentraciones de P-PO,*en la
salida. Estos resultados son similares a los encontrados
por Garcia et al. (2005), quienes habian reportado elimi-
naciones inferiores a 15%, y que son atribuibles principal-
mente a la absorcion por las plantas.

Tabla 4. Eficiencias de eliminacion para cada unidad de HSS por estacion.

Eficiencia (%)
Parametro Estacion
HSS-1 HSS-2 HSS-3 HSS-4

V 7,7 £4,7 62,8 £ 0,5 55,6 £ 25,6 56,1 £ 17,4
DBO5 O 72,6 £ 19,9 80,2 £ 6,6 71,4 £ 13,6 77,1 +£11,6

I 74,7 £ 11,4 70,8 £ 11,4 69,8 £ 10,1 78,1 £ 8,7

V 57,7 £ 8,9 65,8 £ 2,3 61,4 £ 12,3 62,1+79
DQO O 58,4 + 10,2 62,9 £ 14,1 59,6 +14,7 64,6 £ 12,8

| 67,4 £ 10,9 68,9 £ 10,6 66,3 £ 12,5 67,1 £5,5

V 82,5 £ 20,2 85,5 +17,5 90,4 £ 10,6 92,2 £ 9,6
SST O 971 £ 2,2 96,9 £+ 1,7 96,3 £ 2,6 97,5+ 16

| 98,4+ 1,0 976 £ 1,2 97,4+ 2,0 98,6 £ 1,2

V 84,5+ 1,7 87,3122 65,9 £ 32,5 82,9 £ 16,3
SSV O 96,9 + 1,8 96,6 + 1,3 96,3+ 1,5 97,2+14

I 97,9+ 15 96,7 £ 1,8 96,6 + 2,7 98,7 £ 0,8

Vv 41,7 + 15,5 28,9 £ 14,0 36,5 £ 19,6 31,3 £ 19,5
N-NH4+ (0] 27,3 £ 31,2 6,3 + 31,1 17,1 + 23,2 -

I 17,9 £38,8 15,4 + 38,7 8,8 + 46,2 41,5 + 29,7

V 41,5 + 4.1 34,0 £ 6,5 49,8 + 14,7 34,9 £ 11,7
NT (0] 39,3 £ 33,4 27,3 £ 35,3 29,4 £ 29,8 19,4 £ 45,6

| 31,6 + 48,1 19,7 £ 68,2 17,7 £ 721 69,3 £ 13,8

Vv 8,7 £ 0,1 1,4+ 11,2 1,0£14 4,5 £25,7
PT o 14,3 + 42,6 16+ 31,3 13,3 +38,6 -

I 36,9 £ 0,9 28,1+ 23,8 21,9 £ 30,9 59,2 £ 7,3

5.4. Evaluacion de la toxicidad biolégica del efluente
por actividad endocrina y Daphnia magna

Las muestras analizadas correspondieron a los efluentes pro-
venientes de cada unidad de HSS. Los resultados de toxici-
dad, analisis de compatibilidad previo a los ensayos YES,
arrojaron como resultado que existe toxicidad que esta rela-
cionada con las caracteristicas fisico-quimicas de los efluen-
tes tratados. Debido a los resultados de eliminacion en nu-
trientes que tuvieron las unidades HSS (Tabla 4), se pudo
concluir que N-NH,* es uno de los compuestos que presenta
inactivacion de la produccion de -galactosidasa y debido a
esto el ensayo YES no seria una herramienta valida para la
determinacion de disrupcion endocrina. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Santos et al. (2012).

Por otra parte, utilizando Daphnia magna se evalud
evalud la toxicidad aguda de los efluentes provenien-
tes del pretratamiento, tratamiento primario y de las 4
celdas de los HSS bajo 5 concentraciones distintas
(100, 50, 25, 12,5 y 6,25%), con el fin determinar la
concentracion letal que produce la muerte al 50% de
la comunidad de Daphnideos (CL,,), evaluado a 24 y
48 horas de exposicion. La Tabla 5 muestra que los
efluentes provenientes del pretratamiento y del trata-
miento primario presentan un CL,, de 70,71%, en
ambos casos. Sin embargo los efluentes tratados pro-
venientes de las 4 celdas de HSS, no registraron toxi-
cidad aguda (CL,,) a las 24 y 48 horas de exposicion
(Lopez et al., 2011).
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Tabla 5. Toxicidad aguda (CL,;) en Daphnia magna (intervalo de
Confianza 95%).

Toxicidad Aguda en Daphnia
Parametro Magna (CL,,)

24 h 48 h
Pretratamiento 70,71 70,71
Tratamiento Primario 70,71 70,71
Unidad 1 HSS ND ND
Unidad 2 HSS ND ND
Unidad 3 HSS ND ND
Unidad 4 HSS ND ND

NO = No detectado.

La eliminacion de la toxicidad agua presente en el
efluente, se puede deber principalmente a la capacidad
que presentan los humedales de eliminar materia organica
y solidos suspendidos. Debido a esto, es que los efluentes
provenientes del pretratamiento y tratamiento primario
(que contienen materia organica y solidos suspendidos),
que contienen concentraciones mayor 200 mg/l de materia
organica y solidos suspendidos, generan una disminucion
del oxigeno disuelto (<1 mg/l) en los ensayos y pueden
afectar directamente la sobrevivencia de estos organis-
mos. Daphnia magna bajo condiciones limitadas de oxi-
geno (hipoxia) se ven afectadas en sus procesos fisioldgi-
cos, especialmente en su sistema circulatorio (Paul et al.,
1997) y la tasa metabdlica (Wiggins y Frappell, 2000).
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8. ANEXO. INSTALACIONES DE PLANTA DE TRATAMIENTO

Desgrasador Desgrasador y fosa séptica.

Linea tratamiento primario completa. Vista Celda 2 Schoenoplectus californicus.

Celda 3 Phagmites australis. Vista general planta.



