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Resumen

RESUMEN

El objetivo de este estudio es determinar la eficiencia de eliminacion de organismos
patogenos (quistes de Giardia, ooquistes de Cryptosporidium y huevos de Helmintos),
microorganismos indicadores, y parametros fisico-quimicos de agua residual urbana
mediante un humedal construido de tipo Mosaico Jerarquizado de Ecosistemas
Artificiales (MJEA®) a escala real. También determinar la eficiencia de eliminacion de
microorganismos indicadores y parametros fisico-quimicos de agua residual de origen
ganadero (purin) usando tres cargas diferentes de Nitrégeno en un humedal construido
de tipo (MJEA®) a escala piloto.

Los estudios realizados en el sistema de depuracién a escala real demostraron que el
(MJEA®) elimina eficientemente los microorganismos indicadores y patdgenos. Se
observd diferencias significativas en la cantidad de microorganismos detectados durante
los periodos de verano, otofio, invierno y primavera y se registré una reduccion gradual
en los puntos de muestreos proximos a la salida. El sistema de depuracion mostrd una
eficiente eliminacion de Clostridium (100%) durante el verano y una eficiente
eliminacion de los huevos de Helmintos durante todas las estaciones en las que se
llevaron a cabo los muestreos. ElI nimero de quistes de Giardia y ooquistes de
Cryptosporidium encontrados durante todos los periodos de muestreo fue minimo,
observandose ausencia total de estos en el efluente del sistema de depuracion. Los
microorganismos indicadores tales como: E. coli y Coliformes totales mostraron una
eliminacién de mas del 90% vy para Estreptococos fecales se observd una eliminacién
del 74,7% durante el periodo de primavera. Durante el otofio se registr6 una mayor
eficiencia de eliminacion de Coliformes fecales. Los géneros de huevos de Helmintos
encontrados durante los periodos de muestreo fueron Trichostrongylus, Coccidium y
Trichuris, observandose menos de 1 huevo/10l siendo 0 huevo/l a la salida del humedal.
Estadisticamente se observo que la presencia de Nitrogeno en forma de Amonio en el
sistema present6 una correlacién positiva con los Coliformes fecales, Estreptococos

fecales y Cryptosporidium.

En cuanto a los parametros fisicos-quimicos estudiados en el sistema de tratamiento de
Bustillo de Cea se ha observado una notable reduccién, como ha ocurrido con la DBOs

durante el periodo vegetativo de Abril a Octubre en la balsa plantada con Iris

viii



Resumen

pseudacorus y Salix atrocinerea y que combina los flujo superficiales y subsuperficiales
que alcanzo el porcentaje de reduccion mas elevado (56,2%), siendo la laguna de
microfitos la etapa del sistema que maés alta eficiencia de reduccion alcanza durante el
periodo frio con un 53,4%. Para el Amonio, se observé mayor porcentaje de reduccion
durante los meses célidos, cuando la vegetacion esta mas activa. EI mayor porcentaje de
reduccion para Fosforo se obtuvo durante los meses menos calurosos del afio y la etapa
del tratamiento que mas eficientemente redujo la concentracion de Fdsforo total fue la
que combina ambos flujos hidraulicos alcanzado un 56% de reduccion, siendo durante
el periodo frio la balsa plantada con Typha la que mayor reduccion del Fosforo total
presentd con 50,9%. La reduccién de los parametros fisico-quimicos: DBOs Amonio y
Faésforo total se observaron acorde con la normativa oficial (91/271/CEE) que regula los
vertidos procedentes de sistemas de tratamiento de aguas residuales urbanas a nivel

europeo de poblaciones de entre 2000-5000 habitantes equivalentes.

El sistema de depuracién de agua residual de tipo (MJEA®), fue construido a escala
piloto, para observar como se comporta depurando agua residual de tipo ganadera,
especificamente purin de cerdo. Se observé la eficiencia de reduccion de parametros
fisico-quimicos y microbioldgicos usando tres cargas diferentes de Nitrégeno 2,34 ¢
NTK/m?d; 2,49 g NTK /m?d, y 3,39 g NTK /m?d.

En cuanto a los pardmetros fisico-quimicos, los valores obtenidos de Oxigeno disuelto
fueron bajos, sin observarse diferencia con respecto a las tres cargas de Nitrdgeno
empleadas durante este estudio. Los valores de DBOs con las tres cargas de Nitrégeno
empleadas presentaron una marcada disminucion en el efluente del sistema, siendo
menor de 40 mgO,/I, que es el valor permitido para vertidos de origen ganadero. Los
valores de SST registrados para las tres cargas de Nitrogeno estudiados se encontraron
dentro del rango establecido por el Real Decreto 606/2003. Se observé una notable
disminucion en la concentracion de Amonio de hasta 65,73% en el periodo de mayor
carga de Nitrégeno aportada (3,39 g NTK /m?d). Los valores de Fésforo total obtenidos
con las tres cargas de Nitrégeno estudiadas, se encontraron dentro de los limites
permitidos por la legislacién para vertidos de origen ganadero. Los resultados obtenidos
fueron validados estadisticamente observandose correlacion negativa entre las Bacterias

aerobias, la Temperatura, el pH y el Amonio. Se observa también correlacion entre
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Clostridium con el pH y el Oxigeno disuelto. Los microorganismos estudiados

mostraron una eliminacidn eficiente con las tres cargas de Nitrdgeno probadas.

Se ha evaluado la presencia y viabilidad de los huevos de Helmintos en el lodo del
sistema de depuracién de agua residual de tipo (MJEA®). Se ha observado una
concentracion total de 96 huevos/kg.m.s. en el lodo del pretratamiento; 336 huevos
/kg.m.s. en la laguna microfitos a 1,5 metros de profundidad y 338 huevos/kg.m.s. en la
misma laguna a 1 metro de profundidad. En la laguna de microfitos la concentracion de
huevos es mayor debido a que el lodo lleva 9 afos sin ser removido. El porcentaje de
viabilidad observado fue muy bajo, posiblemente por que los huevos deben haberse
sedimentado al fondo de la laguna pudiéndose producir péerdida de viabilidad por

acumulacién durante un largo periodo de tiempo.



Summary

SUMMARY

The aim of this study was to determine the removal efficiency of the real scale
constructed wetland system based on Hierarchical Mosaic of Aquatic Ecosystems
(HM.A.E. ® in removing indicator organisms, pathogens and physic chemistry

parameters present in urban wastewater.

The HM.AE. ® system demonstrated efficient reduction of microorganism indicators and
organism pathogens. Significant differences in the quantity of organisms detected in the
different seasons, and a gradual reduction from one sampling points closed to the
downstream was recorded. The system showed a removal efficiency of 100% for
Clostridium in the summer and also for helminth eggs in every season. The number of
Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts found during the sampling period was minimal,
and these microorganisms were detected in the downstream of the treatment system. In the
case of E. coli, and SF a reduction greater than 90% was observed. For TC, the reduction
observed was 74, 7% during spring. The season when the highest removal efficiencies
where achieved was autumn. The Helminth genera found in period sampling were
Trichostrongylus, Coccidium and Trichuris although their quantities were below (< 1
eggs/10l), Futhermore, these microorganisms were not present in the effluent of the
wetland. The presence of N-NH4+ in the system showed a positive correlation with

Coliforms totals, Coliforms faecal, Streptococcus faecal and Cryptosporidium.

According to the physicochemical parameters, the system type (H.M.A.E. ®) also showed
a good reduction efficiency. That is the case of the BODs which highest reduction
percentage (56,2%) was found during the period growing season (April to October) in
the pool planted with Iris pseudacorus and Salix atrocinerea, and with a combination
of surface and subsurface flows. The pool with the highest efficiency in the reduction of
BODs cool season was the one planted with microphytes (53, 4%).

For Ammonium the highest removal efficiency was observed during hot period, when
vegetation is most active. Total phosphorus was removed more efficiently also during
hot period. In FSSW observed total Phosphorus removal more efficient than the other
lagoon stage (56%). During cool period stages planted with Typha presented the highest
removal of total Phosphorus (50, 9%). The removal of the physicochemical parameters:

DBOs Ammonium and total Phosphorus was consistent with the range permitted by the
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current legislation (91/271/CEE) for discharges of Wastewater treatment plant (WWTP)

origin.

There was carried out a research on an alternative swine wastewater purification
treatment system method through the construction of pilot plants. It was used the
Hierarchical Mosaic of Artificial Ecosystems (H.M.A.E. ®) purification treatment
system. We observed the efficiency of treatment system HMAE® to removal physico
chemical and microbiological parameters using three different nitrogen loadings (2, 34 g
TKN/m?d, 2, 49 g TKN/m?d and 3, 39 g TKN/m?d).

According to the physicochemical parameters, the Dissolved oxygen values obtained in
the effluent were low, and there was not much difference with respect to the different
nitrogen loads (2, 49 g TKN/m?d, 3, 39 g TKN/m?d and 2, 34 g TKN/m?d) used in this
study

Values for BODs with the different nitrogen loads (2, 49 g TKN/m?d, 3, 39 g TKN/m*d
and 2, 34 g TKN/m?d) in the effluent showed a marked reduction, presenting less than

40 mgO,/I. That constitutes a permissible value for livestock waste discharge.

The HMAE® pilot plant achieved efficient removal of TSS according to Real Decreto
606/2003.

The experimental HMEA® system showing a notable decrease of ammonium
concentrations (65,73%) in effluent were nitrogen loads of 3, 39 g NTK /m?%d. Values
for total Phosphorus with the different nitrogen loads (2,49 g TKN/m?d, 3,39 g
TKN/m?d and 2,34 g TKN/m?d) constituting a permissible value for livestock waste

discharge.

In order to determine whether correlations existed between the physicochemical and
microbiological parameters in the experimental HMEA® system, the Spearman’s rank
correlation test was applied (r-Spearman, p < 0, 05). In this study clear negative
correlation were observed between aerobic Bacteria, Temperature, pH and Ammonium.

We observed correlation between Clostridium with pH and Dissolved oxygen
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In this study a negative Spearman correlation between Aerobic bacterias; Temperatura,
pH and Amonium was found. It was also observed a correlation between Clostridium,

pH and Disolved oxigen.

The microorganisms showed an efficient removal with the three different nitrogen loads

used in this work.

Finally, the presence and viability of Helminth eggs in sludge of treatment system type
(H.M.A.E. ®) was evaluated. The result of the sludge analysis found was a total
concentration of 96 eggs/ kg d. m. at the first tank (Pre-treatment), 343 eggs /kg. d.m. at
the inlet of the first basin (1,5 m deep sludge) and 338 eggs/kg.d.m. at the outlet of the
first basin (1 m deep sludge). There were significant difference in the quantity of
Helminth eggs detected in the first basin (1, 5 m deep sludge and 1 m deep sludge) and
in the first tank (Pre-treatment). In this treatment system (H.M.A.E. ®) the sediment was
accumulated on a very long period of time (9 years old) in the first basin however the

sediment in the first tank had been removed once a year.
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1. Introduccidn y objetivos

El agua es el elemento méas importante y abundante de nuestro planeta. Todas las formas
de vida conocidas necesitan agua para vivir. Este recurso natural ha perdido calidad por
el acelerado aumento de la poblacién mundial lo que impone una demanda creciente

sobre los ecosistemas acuaticos continentales.

Desde hace varios afios, la degradacion del entorno y principalmente el problema de la
contaminacion de las aguas superficiales toma mayor importancia. Las aguas
superficiales estan expuestas a una amplia gama de factores, que pueden alterar su
calidad bioldgica y ocasionar cambios simples o complejos y con diferentes niveles de
intensidad. (Toze, 1997).

Aunque el tratamiento de las aguas residuales es una tecnologia relativamente joven, ha
cobrado una mayor importancia desde principios del siglo XX como resultado de la
preocupacion general expresada en todo el mundo sobre el problema, cada vez mayor,
de la contaminacion, que han venido sufriendo los rios, lagos, océanos y aguas
subterréneas, por los desperdicios domesticos, industriales, municipales y agricolas
generados por el aumento desproporcionado de la poblacién mundial (Angelakis et al.,
2005).

1.1 DESARROLLO HISTORICO

Los métodos de depuracién de residuos se remontan a la antigliedad. Los antiguos
griegos hicieron grandes avances en el campo de las fuentes de agua, tales como
explotacion de aguas subterraneas, transporte de agua a grandes distancias, suministro
de agua, sistemas de desagiie de aguas residuales y aguas de tormentas, construccién y
uso de fuentes de aguas, proteccion de flujos, drenajes e irrigacidn de tierras agricolas y
aguas de uso recreacional. Ademas se han encontrado instalaciones de alcantarillado en
lugares prehistoricos de Creta y en antiguas ciudades asirias. Las canalizaciones de
desagiie construidas por los romanos todavia funcionan en nuestros dias. Aungue su
principal funcion era el drenaje, la costumbre romana de arrojar los desperdicios a las
calles significaba que junto con el agua de las escorrentias viajaban grandes cantidades

de materia organica. Hacia finales de la edad media empezaron a usarse en Europa,
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1. Introduccidn y objetivos

primero excavaciones subterraneas privadas y mas tarde, letrinas. Cuando éstas estaban
Ilenas, unos obreros vaciaban el lugar en nombre del propietario. EI contenido de los
pozos negros se empleaba como fertilizante en las granjas cercanas o era vertido en los

cursos de agua o en tierras no explotadas (Angelakis et al., 2005).

Unos siglos después se recupero la costumbre de construir desagles, en su mayor parte
en forma de canales al aire o zanjas en la calle. Al principio estuvo prohibido arrojar
desperdicios en ellos, pero en el siglo XIX se aceptd que la salud publica podia salir
beneficiada si se eliminaban los desechos humanos a través de los desaglies para
conseguir su rapida desaparicion. Un sistema de este tipo fue desarrollado por Joseph
Bazalgette entre 1859 y 1875 con el objeto de desviar el agua de lluvia y las aguas
residuales hacia la parte baja del Tamesis, en Londres. Con la introducciéon del
abastecimiento municipal de agua y la instalacion de cafierias en las casas, llegaron los
inodoros y los primeros sistemas sanitarios modernos. A pesar de que existian reservas
respecto a éstos por el desperdicio de recursos que suponian, por los riesgos para la
salud que planteaban y por su elevado precio, fueron muchas las ciudades que los

construyeron.

A comienzo del siglo XX, algunas ciudades e industrias empezaron a reconocer que el
vertido directo de desechos en los rios provocaba problemas sanitarios. Esto llevé a la
construccién de instalaciones de depuracion. Aproximadamente en aquellos mismos
afios se introdujo la fosa séptica como mecanismo para el tratamiento de las aguas
residuales domésticas tanto en las &reas suburbanas como en las rurales. Para el
tratamiento en instalaciones publicas se adoptd primero la técnica del filtro de goteo.
Durante la segunda década del siglo, el proceso del lodo activado, desarrollado en Gran
Bretafia, supuso una mejora significativa por lo que empezd a emplearse en muchas
localidades de ese pais y de todo el mundo (Angelakis et al., 2005). Comenzaron a
llevarse las aguas residuales fuera de los limites de las ciudades depositandolas en
humedales naturales considerados como tierras inutiles (Vymazal et al., 1998, Kadlec,
et al., 2000).

A partir del siglo pasado durante los afios cincuenta y sesenta los ecologistas empezaron

a darse cuenta del valor de los humedales realizando numerosos estudios, comenzando
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1. Introduccidn y objetivos

el desarrollo de las tecnologias de humedales construidos. A mediados de 1955 se
desarroll6 una de las primeras investigaciones importantes sobre humedales construidos
realizada por el Dr. K. Seidel en el instituto Max Planck en Pl6n Alemania, esta no fue
publicada en ingles hasta el afio 1976 lo cual dificulto la difusion de los conocimientos.
Esta investigacion fue muy criticada por los célculos realizados y las grandes

superficies de tierras empleadas (Vymazal et al., 1998).

En los afios setenta debido al crecimiento de la llamada “conciencia verde” se abandono
el uso de los humedales naturales para el almacenamiento de las aguas residuales
comenzandose a usar los humedales construidos. La crisis energética de 1973 le dio un
impulso positivo a los humedales construidos por ser de bajo consumo de energia.
Pasado el periodo de optimismo y entusiasmo de los afios setenta, en los afios ochenta
se observo esta técnica con mucha precaucion y escepticismo debido a inconvenientes
de la tecnologia y al fracaso de algunos prototipos, posteriormente investigaciones
adicionales resolvieron estos problemas llegando a la madurez de esta tecnologia en los

afios noventa (Kangas, 2004, Rousseau, 2005).

1.2 SISTEMAS NATURALES DE TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES
Debido a los problemas ecoldgicos que causa la contaminacion de las aguas, los paises
tienen la obligacion de responsabilizarse sobre el dilema econémico que supone el
resolver eficiente y convenientemente la depuracion de las aguas ya utilizadas y
degradadas por el hombre. Existe la necesidad de tratar adecuadamente las aguas
residuales para su reutilizacion o redistribucion al medio ambiente. Los avances
tecnoldgicos en materia medioambiental son capaces de cubrir cualquier alternativa,
pero en la mayoria de los casos, los costes que deben satisfacer los multiples procesos

del tratamiento total, pueden ser privativos (Gopal, 1999; Kivaisi, 2001).

La aplicacion de tecnologias blandas en el tratamiento de las aguas residuales urbanas,
viene desarrollandose en todo el mundo desde hace décadas. El tratamiento de aguas
residuales, mediante sistemas naturales como son los humedales artificiales, esta cada

vez mas extendido y es una opcién muy a tener en cuenta para estos municipios, debido
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a sus grandes ventajas derivadas de sus bajos costes de explotacion y mantenimiento,
gran calidad del efluente final, supresion completa de ruidos y también por su estética,
al integrarse perfectamente en el paisaje (Knight, 1997; Haberl, 1999). Ademas
requieren una menor susceptibilidad a fluctuaciones de la carga contaminante que los
sistemas convencionales. Estas tecnologias se concretan entre otras en: lagunajes y

humedales artificiales.

El lagunaje es un sistema de tratamiento de agua residual esencialmente bioldgico que
consiste en el almacenamiento de las aguas residuales en una serie de lagunas
construidas por el hombre durante un tiempo variable en funcién de la carga aplicada y
de las condiciones climaticas, de forma que la materia organica resulte degradada
mediante la actividad de los microorganismos presentes en el medio acuético. El
proceso de depuracion tiene lugar gracias a reacciones bioldgicas, quimicas y fisicas,
que ocurren en ellas y que tienden a estabilizar el agua residual (Mara, 2001). Los
fendmenos que se producen tienen relacion con la sedimentacion, oxidacion
fotosintesis, digestion, aireacion y evaporacion (Maynard et al., 1999). En funcion de
los tipos de microorganismos, que dependen a su vez de la presencia de oxigeno
disuelto, las lagunas, también conocidas como estanques de estabilizacion, se clasifican
en anaerobias, facultativas y aerobias o de maduracion. En la Figura 1.1 se observa un

esquema de un sistema de lagunaje.

Una laguna anaerobica es un reactor biolégico natural que funciona con ausencia de
oxigeno disuelto y de otros compuestos inorganicos que pueden trabajar como aceptor
de electrones (nitratos o sulfatos). Se denominan asi puesto que por su disefio
(profundidad generalmente superior a los 2 metros) el contenido de oxigeno disuelto en
el cuerpo de la misma es practicamente nulo (Mara y Pearson 1998). En estas lagunas se
produce la retencion de la mayor parte de los solidos en suspensidn que arrastra el agua,
que van al fondo, junto con la materia organica particulada, que sufrird un proceso, en
los cuales, se puede llegar hasta la formacién de metano. Participan cuatro grupos
microbianos: las Bacterias hidroliticas (Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus,
Peptococcus, etc.), Bacterias acidogénicas (Acetovibrio, Butirivibrio, Lactobacillus,
etc.) Bacterias acetogénicas (Acetogenicum, Syntrophobacter, Acetobacterium, etc.) y

las Bacterias metanogenicas (Methanobacterium, Methanococcus, Methanospirillum,

18



1. Introduccidn y objetivos

etc.) todas ellas complementarias e imprescindibles para el proceso. Este proceso se
divide en dos grandes etapas. En la primera, un grupo de Bacterias facultativas
formadoras de &cidos descomponen las cadenas complejas de la materia organica en
acidos grasos, aldehidos y alcoholes. En la segunda etapa, otro grupo de Bacterias
estrictamente anaerdbicas, formadoras de metano, transforman los productos
intermedios en gas metano, amoniaco y anhidrido carbonico e hidrogeno. El proceso
anaerdbico, lo mismo que el aerdbico transforma Carbono, Nitrogeno y Fosforo en

protoplasma celular.

En las lagunas facultativas se distingue una zona aerobia préxima a la superficie, una
zona anaerobia en el fondo, donde se dan procesos de fermentacion y una zona
intermedia que contiene Bacterias facultativas y es la que le da el nombre. EIl proceso
aerobico de la materia organica hace que el Carbono se utilice como fuente de energia,
para los microorganismos que al ser oxidado produce anhidrido carbdnico. Los
microorganismos que participan son Bacterias fundamentalmente, pero también hay
hongos y protozoos. Estos microorganismos utilizan el Carbono restante, asi como el
Fosforo y el Nitrdgeno para formar nuevas células. El oxigeno necesario para la
estabilizacion de la materia organica proviene de la re-aireacion, que se produce en la
superficie y de la fotosintesis que se lleva a cabo por medio de las algas presentes en la
zona aerobia. En esta zona, las Bacterias, utilizan el oxigeno producido por las algas y

desprenden CO; que a su vez, es utilizado por éstas, cerrando asi el ciclo.

En las lagunas de maduracién, las Bacterias aer6bicas descomponen la materia organica
y utilizan como aceptor de electrones el oxigeno, generado por la actividad fotosintética
de las microalgas. Al degradarse la materia organica se produce anhidrido carbdnico y
otros productos que son utilizados por las algas, creando un ciclo vital entre las algas y
las Bacterias, clave para la depuracion del agua residual. Estas lagunas aerobicas,
también llamadas lagunas de maduracion, son completamente aerobias gracias a la
escasa profundidad con la que son disefiadas (entre 0,3 y 1 metro) lo cual permite la
difusion del oxigeno atmosférico en todo el cuerpo acudtico, ademas del aporte que
supone la presencia de algas. Solo una pequefia parte del oxigeno disuelto pasa del aire

al agua mediante los mecanismos naturales de mezcla en superficie.
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Figura 1.1. Esquema de un sistema de lagunaje (Fuente: ecohabitar.org/.../depuragua.html 2004).

Un humedal natural es un area de transicidn entre un ecosistema acuatico y terrestre,
que tiene una alta tasa de actividad biologica. Un humedal construido es un sistema de
ingenieria, para el tratamiento de agua residual, disefiado y construido para utilizar los
procesos naturales como ocurre en los humedales naturales (Kivaisi, 2001 y Al-Rekabi
et al., 2007). Consiste en lagunas de disefio apropiado que contiene suelo u otro sustrato
seleccionado, columna de agua y vegetacion como principal elemento, otro componente
que asiste en el tratamiento del agua residual, es la comunidad de microorganismos
naturalmente desarrollados. El sustrato es colocado sobre una capa impermeable
alineado para proteger el subsuelo de la contaminacion del agua residual. EI humedal
artificial, esta disefiado para tomar ventaja sobre los procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos que ocurren en un humedal natural pero medioambientalmente controlado
(USEPA, 1993).

Los sistemas de tratamientos basados en macréfitos, consisten normalmente en un
monocultivo o policultivo de plantas vasculares dispuestas en lagunas, tanques o zanjas
poco profundas, en los que el tiempo de retencion del agua residual es largo comparados

con los sistemas de tratamiento convencionales.

La seleccion de las plantas que pueden ser utilizadas se realiza de acuerdo con su

adaptabilidad al clima local, alta capacidad de transportar oxigeno desde las hojas hasta
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la raiz, tolerancia a concentraciones elevadas de contaminantes, capacidad asimiladora
de los mismos, tolerancia a condiciones climaticas adversas, resistencia a insectos y
enfermedades y facilidad de manejo. Existe un amplio rango de plantas acuéticas que
tienen la capacidad de tratar el agua residual, entre ellas estdn Phragmites australis
(carrizo) Scirpus lacustris (junco de laguna), Iris pseudacorus (lirio amarillo), Typha
latifolia (espadafa), T. glauca (espadafia), T. angustifolia (cafia o espadafia), Carex
buchanii (carex), Juncus effusus (Junco), Glyceria maxima (hierba aromatica) (Burka,
1989).

La eliminacién de los contaminantes se lleva a cabo a través de una compleja variedad
de procesos bioldgicos, fisicos y quimicos, entre los que se incluyen transformaciones
bacterianas, adsorcion, precipitacion, absorcion y sedimentacion. La planta elimina
contaminantes asimilandolos directamente de sus tejidos y, ademdas sus rizomas
proporcionan superficies para el crecimiento bacteriano y permiten la filtracion de los
solidos. La transferencia de oxigeno hacia la zona radicular por parte de estas plantas
acuaticas es un requisito para que la eliminacion microbiana de algunos contaminantes
se realice con eficacia (Biddlestone, et al., 1991; Brix, 1986; Brix, 1987a, Brix 1987b).

La rizosfera proporciona un ambiente oxidado dentro del sustrato anaerdbico, que
facilita la descomposicion de la materia organica y permite la actuacion de Bacterias
nitrificantes (Crites y Tchobanoglous, 1992).

En relacion con el sustrato, existen basicamente dos tipos diferentes de helofitos, los
que crecen sobre una capa de grava o arena en los que las reacciones bioquimicas que se
producen a nivel de las raices, asi como el rapido crecimiento y proliferacion de los
mismos, permiten un tratamiento muy efectivo del agua residual y los que crecen sobre
una capa de suelo, siendo fundamentalmente el suelo con su particular estructura en la
zona radicular y sus microzonas aerobias y anaerobias, los que facilitan la degradacion
y eliminacion de los nutrientes (Seidel, 1976; Kickuth, 1984).

Por otra parte los humedales artificiales se pueden disefiar basicamente como sistemas
con flujo superficial del agua, y como sistema con flujo subsuperficial. En los primeros,
el suelo tiene una baja conductividad y no permite un flujo significativo a través de la

zona radicular. Se piensa que la eliminacion de contaminantes se produce a través de
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reacciones que tienen lugar en el agua y en la zona superior del sustrato. En los sistemas
disefiados con flujo subsuperficial el agua se mueve horizontalmente o verticalmente a

través de la zona radicular (Figura 1.2).

1.3 VENTAJAS DEL USO DEL HUMEDAL CONSTRUIDO EN ZONAS
RURALES

En comparacion con el sistema de tratamiento de agua residual convencional, Los
humedales construidos presentan ventajas y desventajas. Estos se presentan como una
opcidn tecnologica sostenible para las pequefias y medianas comunidades dada su alta
eficiencia, bajo costos de operacion, mantenimiento y facil construccion. Ademas, el
aprovechamiento de los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residules, no
solo representa una fuente de agua, sino también una fuente potencial de entrada de
nutrientes, con beneficios economicos y ambientales, convirtiéndose de este modo en
una alternativa que toma fuerza a nivel mundial y que es conveniente considerar (Al-
Rekabi et al., 2007, Bernal et. al., 2003).

El humedal artificial de flujo subsuperficial usado para el tratamiento biolégico de
aguas residuales tiene como ventaja evitar el mal olor, los mosquitos y el contacto
humano por estar mantenido bajo la superficie. Esto lo hace mas eficiente y requiere
menos espacio que el humedal artificial de agua superficial libre (Dallas et al., 2004).

Entre las desventajas a considerar esta el requerimiento de un terreno muy amplio en el
cual construir el humedal artificial, la posible disminucion del funcionamiento en la
estacion fria y la posible existencia de malos olores y mosquitos (Al-Rekabi et al.,
2007).

Gopal (1999) ha identificado limitaciones a la tecnologia del humedal artificial, para el
tratamiento de las aguas residuales en paises en desarrollo, tales como: uso de grandes
extensiones de tierra, falta de conocimiento de la ecologia y de las especies nativas de
los humedales naturales de los paises tropicales, la predominancia de mezcla de agua
residual domestica e industrial y la poca experiencia en el disefio y manejo del humedal

artificial.
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FLUJO SUPERFICIAL

Figura 1.2. Esquema de humedales artificiales de tipo flujo superficial y subsuperficial (vertical y
horizontal). (Fuente: Brix, 1987a.).

El tipo de humedal artificial a construir debe ser realizado dependiendo de la calidad del
agua ya que como se ha mencionado anteriormente, en muchos paises las aguas
residuales municipales estdn mezcladas, con contaminantes toxicos orgénicos e
inorganicos, los cuales inhiben los procesos microbianos y reducen la eficiencia del
tratamiento de los humedales artificiales, por lo que esto debe ser considerado en el

disefio del humedal artificial (Kivaisi, 2001).

Los paises en desarrollo, interesados en implementar este tipo de sistema de depuracion
deben investigar sobre las estrategias apropiadas basadas en los parametros locales. Se

deben hacer investigaciones, sobre identificacion y caracterizacion de plantas que sean
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capaces de tolerar altos niveles de nutrientes y las condiciones climaticas. Deben
tomarse en consideracion ciertos factores tales como: el costo de desarrollo y
mantenimiento, la topografia relativamente plana que minimice los costos de
construccion. El suelo debe ser relativamente impermeable, para proteger las aguas
subterraneas, el costo de operacion y mantenimiento debe incluir el corte de la

vegetacion y el control de los insectos (Kivaisi, 2001).

En Colombia al igual que en otros paises de la region, los cuerpos de agua son
receptores de todo tipo de vertidos de aguas residuales lo cual disminuye la calidad,
pone en riesgo la salud de los habitantes, disminuye la productividad y aumenta los
costo de tratamiento de depuracion (Bernal et al., 2003). Los paises de América del sur
que depuran sus aguas son muy pocos, Brasil depura el 38% de sus aguas, Venezuela el
28%, Argentina 10%, Colombia el 8% (Global Water Partnership 2000).

Podrian contabilizarse mas de 650 humedales naturales y artificiales en Norte América
y mas de 5000 humedales artificiales de flujo superficial en Europa, para el tratamiento
de agua residual (Kadlec y Knight 1996 y Vymazal et al., 1998). Se han realizado una
gran cantidad de investigaciones basadas en la estructura, la funcion y la aplicacién de

estos sistemas para el tratamiento de varios tipos de aguas residuales.

Cada vez con maés fuerza, la sociedad demanda una mayor rigurosidad en los estandares
de calidad del agua y se impone la necesidad de desarrollar sistemas eficaces, y de bajo
coste, que puedan ser utilizados por pequefios nucleos rurales, en los que las actividades
agricolas y concretamente el uso intensivo de fertilizantes, determinan unas pérdidas de
Nitrogeno y Fésforo muy considerables. La falta de efectividad, y los costes
extraordinariamente elevados de los sistemas convencionales, en estas comunidades de
pequefio tamafio, han obligado a que las administraciones locales busquen soluciones

eficaces y mas baratas.

En la provincia de Ledn y a nivel mas general, en la comunidad de Castilla y Leodn, un
porcentaje muy elevado de los centros de poblacién son ndcleos rurales de mediana y
baja densidad, a los que van especialmente dirigidos los sistemas de tratamiento con
macrofitos (Ansola, et al., 2003, Cortijo, et al., 2003, Molleda, et. al. 2008).
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En los ultimos afios, en Espafia se ha despertado un interés creciente por el desarrollo de
programas y planes para la depuracion de efluentes ganaderos, basados en la utilizacion
de tecnologias disefiadas para el tratamiento de efluentes de origen urbano o los
derivados de la industria. Los residuos ganaderos y en particular los purines de porcino
suponen un grave problema medioambiental, en zonas de alta concentracion ganadera.
(Rosario, 2004). En la ultima década, la necesidad de una gestion sostenible se ha hecho
cada vez mas obvia, especialmente en el caso de la produccion intensiva de porcinos
(Voorburg, 1991; Honeyman, 1996; Adeola, 1999; Coffey, 1999). Los purines son un
residuo muy contaminante que debe ser tratado para evitar las negativas consecuencias

ambientales que provocan (Rosario, 2004).

La problemadtica del purin se asocia a su carga contaminante, en particular al contenido
de Nitrégeno y agentes patdgenos que afectan el suelo, a las aguas superficiales y
subterraneas y a la atmdsfera. Los residuos provenientes de las granjas de cerdo
contienen una elevada concentracién de Nitrogeno y materia organica (Poach et al.,
2003; Szogi et al,. 1994; Szogi et al., 1995; Deng et al., 2008). Estas concentraciones se
intensifican con el peso de los cerdos, el tipo de alimentacion y el clima. (Choi, 2008).

En los afios 90 la comunidad europea enfocé el exceso de Nitrégeno producido por las
aguas residuales provenientes de residuos ganaderos como un problema medioambiental
promulgando la Directiva 91/676/CEE la cual contempla la proteccién del agua contra

la polucion causada por los nitratos provenientes de la agricultura.

En Espafia el Real Decreto 324/2000 establece las normas bésicas de ordenacion de las
explotaciones porcinas donde dice que se hace necesario preservar los recursos
naturales y proteger el medio ambiente previniendo los efectos negativos que pudiera

generar la ganaderia intensiva.

En Holanda se han monitoreado los cuerpos de agua subterraneas durante afios
observandose un incremento en el nimero de puntos de muestreo que exceden los 50
mg de NO3 permitidos. Por lo anteriormente expuesto el gobierno holandés a decidido
designar todo el territorio como zona vulnerable, implementando la aplicacion directa
de restricciones que afectan directamente a los agricultores y ganaderos los cuales han

tenido que recortar la produccion de ganado porcino (Ondersteijn et al., 2002). La
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concentracion de vertido de Amonio para agua residual de origen ganadero es de 25
mg/l. La gestion de los purines y estiércoles constituye uno de los puntos esenciales de
la valoracion medioambiental de las explotaciones ganaderas al que se une la emision

de gases y olores (Miner, 1999).

Hasta el momento en Espafia, no se han desarrollado tecnologias de depuracion que se
adapten al sector porcino, tanto desde el punto de vista funcional como técnico-
econdmico y sean apropiadas a la hora de solicitar la Autorizacién Ambiental Integrada
(Rosario, 2004). La explotacion de ganado porcino se incluye dentro de la lista de los
sectores de actividad que son fuentes pontenciales de vertidos de sustancias que podrian
resultar de riesgo para el medio acuatico segun la Directiva Marco del agua
(CONAMA, 2009). Por lo cual se hace importante el tratamiento de los residuos

generados por este sector (Directiva Marco del Agua 2000/60/CE).

La aplicacion de los humedales artificiales para el tratamiento de las aguas residuales de
origen ganadero es relativamente reciente (DuBowy y Reaves, 1994; Hunt et al., 1995;
Knight et al., 2000; Stone et al., 2004), aunque la cantidad de estudios relacionados con
este tema es abundante. En el caso de los residuos porcinos, la mayoria de los
humedales artificiales son sistemas de flujo superficial, mientras que solo unos pocos
son de tipo subsuperficial (Hunt et al., 1994). Trabajos realizados por Dunne et al.,
(2005) indican que los humedales artificiales usados para tratar efluentes agro-
ganaderos que causan contaminacion sobre el medioambiente pueden reducir o llegar a

eliminar el exceso de Nitrégeno.

En la Universidad de Ledn el area de Ecologia ha estudiado la eficacia de las
combinaciones de humedales artificiales en la depuracion de aguas residuales urbanas
mediante un Mosaico Jerarquizado de Ecosistemas Artificiales (M.J.E.A. ®) a escala
real en la localidad de Bustillo de Cea (Ansola et al., 2003; Cortijo et al., 2003; Molleda
et al., 2008) y Cubillas de los Oteros, (Ledn) (Cortijo et al., 2005). También se ha
estudiado su eficacia como tratamiento terciario de purines de cerdo en Fompedraza,

(Valladolid) tras una digestién anaerobia (Cordero et al., 2003).
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1.4 MICROBIOLOGIA DE LAS AGUAS RESIDUALES

Se han publicado, una gran cantidad de estudios sobre la mejora de la calidad
microbioldgica de las aguas residuales con el uso de humedales artificiales (Falabi et
al., 2002; Mandi et al., 1996; Gersberg et al., 1987, 1989a; Reed et al., 1995; Quifiones-
Diaz et al., 2001; Graves y Weaver, 2009).

Las aguas residuales ademas de materia orgénica e inorgéanica contiene patdgenos
excretados en las heces, orina y exudados pulmonares y nasofaringeos. Una gran
variedad de patdgenos gastrointestinales pueden ser encontrados en las aguas residuales
de origen doméstico incluyendo Bacterias, virus y parasitos (Stott et al., 1997; Morsy et
al., 2007).

Las aguas residuales municipales y las aguas residuales industriales, contienen materia
orgénica facilmente biodegradable, quimicos organicos e inorganicos, sustancias toxicas
y agentes que causan enfermedades los cuales son frecuentemente descargados en
ambientes acuaticos tales como océanos, rios, lagos, humedales, sin ningun tipo de
tratamiento. Esta préactica irregular tiene como consecuencia la contaminacion del agua
que luego no es util para el consumo humano, riego, produccion de peces o recreo. En
areas rurales y urbanas con densidades de poblaciones muy altas y poco planeadas, la
contaminacion con agua residual doméstica ocurre a través de la infiltracion en los
cuerpos de aguas superficiales y subterraneas. La reutilizacion de las aguas residuales,
es una estrategia importante para conservar las fuentes de agua y esta préactica ha sido
remitida a paises en desarrollo tales como Marrueco, Tunez, Egipto, Sudan, Namibia,
India y China, donde las aguas residuales son usadas para el riego de vegetales y otros
cultivos y también para el cultivo de peces (Shuval et al., 1986; Kivaisi, 2001). Aunque
existe un beneficio econémico con respecto al valor como fertilizante que tienen las
aguas residuales por la cantidad de nutrientes que presentan, existe también un alto
riesgo por la facil transmision de enfermedades causadas por las aguas residuales o poco
tratadas. Existen evidencias epidemioldgicas, sobre la transmisién de enfermedades
transmitidas por el agua a través del riego de los alimentos con agua residual no tratada
(Shuval et al., 1986; Kivaisi, 2001).
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El uso de aguas superficiales como fuentes de agua de bebida, implica un riesgo de
transmision de enfermedades hidricas. Los agentes patdgenos, involucrados con la
transmision por esta via son las Bacterias, virus, protozoos, Helmintos y cianobacterias,
que pueden causar enfermedades con diferentes niveles de gravedad, desde una
gastroenteritis simple hasta serios y a veces fatales cuadros de diarrea, disenteria,

hepatitis o fiebre tifoidea.

El agua residual puede contener una amplia variedad de microorganismos

potencialmente peligrosos para la salud humana, denominados patégenos.

Los agentes patdgenos y los organismos productores de toxinas que pueden estar
presentes en aguas superficiales y cuya transmision hidrica esta demostrada se presentan
en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Agentes patdgenos y organismos productores de toxinas en aguas superficiales. (Fuente:
Salgot, 1994).

Bacterias Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp.,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni.

Virus Enterovirus, Rotavirus, Adenovirus.
Protozoos Giardia lamblia, Cryptoporidium parvum,
Entamoeba hystolitica, Balantidium coli
Helmintos Ascaris, Trichuris, Taenia.
Cianobacterias Anabaena, Mycrocystis

Para establecer tanto la calidad microbioldgica de los efluentes obtenidos después de un
proceso de depuracion como los rendimientos de estos procesos, se utilizan indicadores
de contaminacion fecal, como Coliformes y Enterococos. Estos microorganismos se
utilizan por dos razones principales su identificacion y cuantificacion es sencilla y
econdémica y, por otro lado, proporcionan informacion sobre la presencia y el

comportamiento de los principales patégenos humanos presentes en las aguas
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residuales. Sin embargo, estd demostrado que los indicadores bacterianos tienen un
limitado, valor predictivo para varios patdogenos como el caso de los virus y algunos
parasitos que presentan mayor resistencia, tanto a la inactivacion natural como a los
procesos de tratamiento (Cliver, 1975; Lucena et al., 1988; Bosh et al., 1986, Evanson y
Ambrose, 2006; Vera et al., 2006; Gomez-Couso, et al., 2005, Orosz-Coghlan et al.,
2006; Sleytr et al., 2007; Payment y Franco, 1993).

La gran variedad de Bacterias patdgenas, que pueden encontrarse en el agua residual, la
complejidad de las técnicas de enriquecimiento y aislamiento de la mayor parte de estas
Bacterias, asi como el gasto econdmico y de recursos humanos, convierten en inviable
su determinacién rutinaria en el laboratorio. De ahi que se hayan establecido una serie
de microorganismos como indicadores. Actualmente los que tienen una mayor
aceptacion son los Coliformes fecales, Escherichia coli, Enterococos y Clostridium

perfringens.

Los Coliformes, habitan en la region intestinal de los mamiferos y otros animales como
parte integrante de la flora intestinal normal. La cantidad de coliformes que una persona
tipo elimina diariamente con las heces varfa entre 10 y 40x10°. Todos los Coliformes
pueden existir como organismos saprofitos, es decir, que emplean la materia organica
producida por otros seres vivos como fuente de materia y energia. Los organismos del
genero Escherichia tienen procedencia intestinal. La gran cantidad de E. coli presente
en el tracto digestivo humano, y el hecho de que normalmente no se encuentran en otros
ambientes hacen que esta bacteria sea considerada como uno de los mejores indicadores
de contaminacién fecal disponible. La presencia de esta bacteria en el agua indica una
contaminacion fecal reciente y la posible existencia de patégenos (Grant et al., 1996).

Clostridium perfringens es una bacteria anaerobia, sulfito reductora, formadora de
esporas, que se encuentra en altas concentraciones en las heces humanas y animales.
Las esporas de C. perfringens son muy resistentes a las condiciones ambientales,
ademas de que las formas vegetativas aparentemente no se multiplican en ambientes
acuaticos, razones para considerar a esta bacteria como indicador, muy relacionada con

la presencia de virus y protozoos.
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En la Tabla 1.2, se pueden observar los principales agentes infecciosos en las aguas

residuales domésticas y las enfermedades a que pueden dar lugar.

Las Bacterias que se encuentran, con mayor frecuencia en el agua son las Bacterias
entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a través
de la materia fecal. Dentro de estas Bacterias se pueden encontrar especies del género
Salmonella, Shigella, Vibrio, Campylobacter, Helicobacter, Acrobacter, etc. Sin
embargo, en el agua residual también pueden aparecer Bacterias causantes de
enfermedades no entéricas (Legionella, Mycobacterium, Leptospira, etc.). Existe otro
tipo de Bacterias, no patdgenas (Pseudomonas, Aeromonas, Streptococcus, etc.) que
también pueden producir, en ocasiones, enfermedades de tipo “oportunista”, sobre todo
en aquellas personas cuyos mecanismos de defensa naturales, locales o generales, se
hallan disminuidos (Ashbolt et al., 1995).

Los protozoos patdgenos para el hombre se encuentran en el agua, como formas de
resistencia (quiste y ooquistes) que consiste en una envoltura muy impermeable que les
hace resistir las condiciones adversas. Los protozoos son organismos microscopicos,
unicelulares con un complejo ciclo de vida que pasa por diferentes estadios y en
ocasiones por diferentes hospedadores o habitat. En el tracto digestivo de gran parte de
la poblacion humana coexisten varios protozoos que incluyen amebas, flagelados,
coccidios y ciliados. Las especies de protozoos patdgenos mas comunes Son:
Entamoeba histolytica, Entamoeba hartmanni, Dientamoeba fragilis, Balantidium coli,
Giardia intestinalis y Cryptosporidium parvum. La principal via de transmision de
todos estos paréasitos es a través de la ruta fecal-oral por contacto directo o indirecto con
las formas de resistencia de estos parasitos, incluyendo la transmisién persona a
persona, la zoondtica y sobre todo, la asociada al consumo de agua contaminada
(Solarte et al., 2006).
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Tabla 1.2 Principales microorganismos patdgenos presentes en el agua residual. (Fuente: Salgot, 1994).

Microorganismo Pat6geno

Enfermedad Causada

Bacterias
Salmonella Typha
Salmonella sp.
Shigellae sp.
Escherichia coli

Fiebre tifoidea
Salmonelosis
Disenteria bacilar
Gastroenteritis, diarreas

Vibrio cholerae Cdlera
Campylobacter jejuni Diarreas
Legionella sp. Legionelosis
Yersinia enterocolitica Diarrea, fiebre y vomito
Virus
Enterovirus (Echovirus, Coxsackie Ay B, Gastroenteritis, meningitis, poliomielitis etc.
Poliovirus)

Virus de la Hepatitis A (VHA)
Virus de la Hepatitis E (VHE)

Hepatitis A
Hepatitis E

Rotavirus Gastroenteritis
Calcivirus Gastroenteritis

Agente de Norwalk Gastroenteritis
Protozoos

Cryptosporidium parvum
Giardia lambia
Emtamoeba hystolitica
Balantidium coli
Cyclospora cayetanensis

Cryptosporidiasis
Giardiasis
Amebiasis (disenteria amibiana)
Balantidiasis
Gastroenteritis, diarreas

Helmintos
Ascaris Lumbriscoides
Trichuris trichuriura
Taenia solium
Strongyloides stercoralis
Ancylostoma duodenale
Fasciola hepética
Toxocara canis
Hymenolepis sp.

Ascaridiasis
Trichuriasis
Taeniasis
Estrongiloidiasis (anguilulosis humana)
Ancylostomiasis humana
Distomatosis hepéticas
Toxocariasis
Gastroenteritis

Estos parasitos han sido responsables de numerosos brotes infecciosos transmitidos por
el agua debido en parte a su baja dosis infectiva necesaria para adquirir la enfermedad
(10 quistes para Giardia) y a su elevada resistencia a los desinfectantes comunmente
utilizados en las plantas de tratamiento de agua residual, siendo Cryptosporidium mas

resistente a estos que Giardia (Caccid et al., 2005 y Solarte et al., 2006).

Dentro de los protozoos patdgenos, los que presentan mayor importancia en cuanto a la
calidad del agua son los pertenecientes al género Giardia y Cryptosporidium. Los
quistes de Giardia, se mantienen viables en el agua entre 1 y 3 meses. La alta
resistencia de los quistes de Giardia a los desinfectantes y su baja dosis infectiva (10
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quistes) hacen que el agua sea uno de los principales vehiculos de transmision (Vera et
al., 2006; Gomez-Couso et al., 2005).

Los ooquistes de Cryptosporidium, son més resistentes a los desinfectantes y pueden
causar severos brotes infecciosos (Vera et al., 2006; Liberti et al., 2002; Bonadonna et
al., 2002; Ottoson et al., 2006; Reinoso et al., 2008).

El género Cryptosporidium se incluye en el Phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida,
subclase Coccidiasina, orden Eucoccidiorida, suborden Eimeriorina y familia
Cryptosporidiae. De las 15 especies de Cryptosporidium descritas, dos infectan
mayoritariamente a los humanos, C. parvum y C. hominis, aunque otras especies 0
genotipos pueden afectarlos minoritariamente, C. felis, C. canis, C. meleagridis, C.
muris, C. suis. Cryptosporidium presenta varios estadios en su ciclo de vida, entre los
cuales esta el ooquiste, que es una etapa latente que resiste las condiciones ambientales.
Los ooquistes tienen forma ovoide con 4 esporozoitos vermiformes sin esporocistos y
tamano entre 4,5 y 8 um. Este parasito puede causar infecciones intestinales tanto en
humanos como en animales y no requiere de huéspedes intermediarios. Se multiplica en
el intestino delgado y origina serios problemas en los mecanismos de absorcién, pues
genera una diarrea aguda que es autolimitada en adultos sanos (Cryptosporidiosis).
También se considera el parasito mas importante en la industria del agua, junto con
Giardia sp., porque se le relaciona como agente etioldgico responsable de un nimero

importante de epidemias en diversas partes del mundo (Karanis et al., 2007).

En la Figura 1.3, se puede observar el ciclo biolégico de Cryptosporidium. La via de
infeccion a los humanos es fecal-oral. Los ooquistes esporulados, que contienen cuatro
esporozoitos, son excretados por el huésped infectado a través de las heces y
posiblemente otras rutas, tales como las secreciones respiratorias (1). La transmisién de
C. parvum y C. hominis se produce principalmente por contacto con agua contaminada
aungue en ocasiones, las fuentes de alimento también pueden servir como vehiculos de
transmision (2). Después de la ingestion (y posiblemente de la inhalacién) por un
huésped adecuado (3), se produce la desenquistacién (a). Los esporozoitos son liberados
y parasitan las celulas epiteliales del tracto gastrointestinal u otros tejidos tales como el
sistema respiratorio (b) y se diferencian en trofozoitos (c). El ataque al epitelio intestinal
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conduce a una mala absorcidn y en pacientes inmunocompetentes a diarrea acuosa, no
sanguinolenta. En estas células, los parasitos realizan la reproduccion asexual
(esquizogonia 0 merogonia) segun el esquema: trofozoito » meronte tipo | » merozoito
» meronte tipo Il » merozoito » gamonte indiferenciado (d, e, f) y a continuacién la
reproduccion sexual (gametogonia) produciendo microgamontes masculinos (g) vy
macrogamontes femeninos (h). EI macrogamonte es fertilizado por los microgametos,
dando lugar a un zigoto (i) y formandose un ooquiste (j, k) que se desarrolla por
esporulacion en el huésped infectado. Se producen dos tipos diferentes de ooquistes,
unos de paredes gruesas (j), que es usualmente excretado por el huésped, y otros de
paredes finas, cuyo objeto primario es la autoinfeccién (k). Los ooquistes son
infecciosos después de la excrecion, lo que permite una transmision directa e inmediata

por via fecal-oral.

El género Giardia se incluye en el phylum Sarcomastigophora, subphylum
Mastigophora, clase Zoomastigophorea, orden Diplomonadida, familia Hexamitidae
que incluye solamente este género: Giardia. En este género se admiten diferentes
especies, dependiendo de los criterios empleados por los diferentes autores. Siguiendo
el criterio de especificidad del hospedador (Kulda y Nohynkova, 1996) se han descrito
41 especies diferentes; sin embargo, de acuerdo con el morfologico de disposicion de
las estructuras microtubulares presentes en los cuerpos medios de los trofozoitos
(Erlandsen et al., 1990), se admiten tres grupos de especies: Giardia agilis, Giardia
muris y Giardia intestinalis (duodenalis o lamblia), estando solamente este ultimo
grupo asociado con enfermedad en el hombre. A las cepas de procedencia
exclusivamente humana se les denomina especies de G. lamblia, para diferenciarlas de
aquellas de origen animal, pero que pueden infectar al hombre, conocidas como
especies de G. intestinalis o G. duodenalis.
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Figura 1.3. Ciclo de vida de Cryptosporidium parvum. (Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx. 2004-2010).

Este parasito presenta dos fases en su ciclo de vida, el trofozoito (forma vegetativa)
cuyo hébitat es el intestino delgado, siendo responsable de las manifestaciones clinicas,
y el quiste (forma de resistencia e infecciosa) responsable de la transmision del parasito,
con un tamafio de 15 pm de longitud y 10 um de anchura, una morfologia ovalada y 4
nacleos que siempre aparecen dispuestos en alguno de los polos. El principal modo de
transmision de este patdgeno es la ruta fecal-oral, y los nifios de las guarderias, escuelas
y personas inmunosuprimidas son los grupos que presentan el riesgo mas alto de
contraer la infeccién. La patologia originada por G. lamblia (giardiasis) se debe
principalmente a los efectos que causan la accion mecanica de adherirse y fijarse al

epitelio intestinal. Dichos efectos producen una alteracion de las microvellosidades, que
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disminuyen su superficie de exposicion al ser engrosadas, y esto conlleva la aparicion
de diversas alteraciones fisiolégicas mas o menos graves, segun el mayor o menor
deterioro del proceso de absorcion, como dolores estomacales, diarrea, nduseas, fatiga,

ardor epigastrico y otros sintomas compatibles con ulcera o gastritis.

En la Figura 1.4, se representa el ciclo biolégico de Giardia lamblia. Este parasito vive
en forma de trofozoito en la luz del intestino delgado (principalmente en el duodeno)
adherido a las vellosidades intestinales por medio de discos bilobulados. Se alimenta y
se reproduce hasta que el contenido intestinal inicia el proceso de deshidratacion,
momento en el que comienza el enquistamiento del trofozoito: pierde los flagelos,
adquiere una morfologia ovalada y se rodea de una pared quistica (5). Los quistes
expulsados junto a las heces ya son infecciosos (1). Cuando dichos quistes son ingeridos
por un nuevo hospedador (2), llegan al duodeno, donde se disuelve la pared quistica (3),
dando asi lugar a un individuo tetranucleado que se divide inmediatamente en dos
trofozoitos binucleados que se anclan al epitelio intestinal (4), cerrando asi su ciclo

vital.

Los Helmintos son parasitos de personas y animales que pueden agruparse en dos
Phyla: Phylum Plathelminthes o gusanos planos y Phylum Nematodo o gusanos

redondos.

Los platelmintos son gusanos segmentados que presentan una morfologia aplanada y
organos de fijacion en forma de ventosas o ganchos. Entre los platelmintos existen dos
grupos de interés en patologia humana, los trematodos (Fasciola hepética, Shistosoma
haematobium, S. mansoni, S. japonicum, etc.) y los cestodos (Taenia solium, T.

saginata, Hymenolepis nana, H. diminuta, etc.).

Por el contrario, los nematelmintos (neméatodos) son gusanos de morfologia cilindrica,
no segmentados y de tamafio muy variable (1 mm - 50 cm). Existen diversos
nematelmintos parasitos del hombre como Enterobius vermicularis, Acaris
lumbriscoides, Strongyloides stercoralis, Ancylostoma duodenale, Necator americanus,

Trichuris trichiura, Trichinella spiralis, diversas especies de filarias, etc.
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Figura 1.4. Ciclo de vida de Giardia lambia. (Fuente: www.dpd.cdc.gov/dpdx 2004-2010).

Las caracteristicas epidemioldgicas, que hacen de los Helmintos patdgenos entéricos
causantes de infeccidn por contacto con agua contaminada son su alta persistencia en el
medio ambiente, la minima dosis infecciosa, la baja respuesta inmune y la capacidad de
permanecer en el suelo o agua por largos periodos de tiempo (Khuroo, 1996). Las
manifestaciones de la enfermedad por Helmintos varian conforme el tipo y forma de
desarrollo del parasito. Aunque la forma madura (adulta) de la mayor parte de los
Helmintos no produce enfermedad grave, los huevos y larvas de algunos causan
alteraciones que ponen en peligro la vida del enfermo. Las parasitosis intestinales
causadas principalmente por nematodos (ascariosis, tricurosis, anquilostomosis) y

algunos cestodos (teniosis) presentan una distribucién cosmopolita muy ligada al nivel y
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el estado de las infraestructuras de saneamiento de la zona, y en particular a la préctica
de utilizar aguas residuales sin depurar, o insuficientemente depuradas, para riego
agricola. La distribucion de estas parasitosis es amplia, aunque desigual en el mundo,
presentando una prevalencia y unas tasas de morbilidad mayores en las &reas tropicales
y subtropicales propias de paises en desarrollo y con claras deficiencias en el

saneamiento urbano.

1.5 OBJETIVOS

1.- Determinar la eficiencia de eliminacion de organismos patdgenos, microorganismos
indicadores y contaminantes fisico-quimicos de un sistema de depuracion de agua
residual urbana a escala real formada por un humedal artificial de tipo Mosaico

Jerarquizado de Ecosistemas Artificiales (M.J.E.A.®).

2.- Determinar la eficiencia, de eliminacion de microorganismos indicadores y
contaminantes fisico-quimicos de un sistema de depuracion de agua residual ganadera a
escala piloto de una granja porcina formado por un humedal artificial de tipo Mosaico

Jerarquizado de Ecosistemas Atrtificiales (M.J.E.A. ®).

151 Objetivos especificos:

1-Analizar la presencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal tales

como E. coli, Coliformes totales, Estreptococos fecales y Clostridium perfringens.

2-Analizar la disminucion de los diferentes microorganismos indicadores estudiados a

lo largo de los diferentes puntos de muestreo para determinar la eficacia depuradora.

3-Observar la presencia de huevos de Helmintos, quistes de Giardia y ooquistes de

Cryptosporidium.

4-Determinar la existencia o no de diferencias significativas en la reduccion de

contaminantes durante un periodo frio y otro calido.

37



1. Introduccidn y objetivos

5-Determinar la existencia 0 no de correlacion entre las variables bioldgicas y los

contaminantes fisico-quimicos analizados trabajando a 3 cargas diferentes de Nitrégeno
6- Determinar la viabilidad de los huevos de Helmintos identificados.

7- Evaluar, en funcion de los resultados encontrados, la posibilidad de poner en practica
este sistema de depuracion a escala real para resolver los problemas de residuos

generados por granjas porcinas.
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2. Descripcién Metodoldgica

2.1 SITUACION GEOGRAFICA DE BUSTILLO DE CEA

Bustillo de Cea es una localidad situada en el sureste de la provincia de Ledn (Esparfia)
(Figura 2.1). Sus coordenadas UTM son 30T 333514 47044. Es un nucleo de poblacion
que durante el periodo invernal no excede de los 250 habitantes equivalentes,
Ilegandose a alcanzar un total de 561 habitantes equivalentes (segin CONAMA) en
pleno verano. Es una localidad donde la actividad predominante es agricola, con
cultivos de cereal como son el trigo, centeno, cebada y maiz, aunque también existen
pequefias explotaciones familiares de ganaderia, predominando el ganado vacuno sobre

el ganado ovino.

En Bustillo de Cea se construy6 un sistema de depuracion de tipo Mosaico Jerarquizado
de Ecosistemas Avrtificiales (M.J.E.A. ®) a escala real. Este tipo de depuracion se puso
en practica debido a la escasa capacidad financiera de los pequefios municipio como el
de Cea para resolver los problemas que generan la contaminacién creciente de los rios
causada por los vertido de las aguas residuales, también por la facil disponibilidad de
terrenos rurales de escaso valor, a las optimas condiciones climaticas que benefician la
implantacion y funcionamiento de este tipo de sistema, a la posibilidad de ser atendida
por mano de obra no tecnificada abaratando en gran medida los costes de
mantenimientos. Con los objetivos de conseguir una depuracion que respondiera con las
exigencias de la Directiva Europea 91/271, que fuera facilmente gestionado por el
ayuntamiento de Cea, que causara el menor impacto posible sobre la poblacion del
municipio y que la estructura fisica del sistema se integrara de forma plena en el entorno

que la rodea.

Para conseguir una depuracion que respondiera con las exigencias de la Directiva
Europea 91/271, se propuso este sistema de tratamiento integral de agua a escala real, el
cual esta compuesto por un pretratamiento fisico en dos etapas y tres balsas conectadas

en serie.

Durante los dltimos afios el equipo de investigadores del Area de Ecologia de la
Universidad de Leon, que en la actualidad realiza su actividad a través del “Instituto de
Medio Ambiente, Recursos Naturales y Biodiversidad”, viene desarrollando proyectos
de investigacion sobre depuracion de aguas residuales con sistemas tecnoldgicos

blandos. La aplicacion préactica de la investigacion se ha concretado en la construccion
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de la depuradora de Bustillo de Cea. Dicha investigacion estd financiada por la
Diputacion Provincial de Leon. El sistema de depuracion utilizado se basa en el
tratamiento natural de las aguas residuales con la intervencion de plantas acuéticas
superiores (microéfitos) en humedales artificiales. Los resultados son muy satisfactorios,
ya que se obtienen unos niveles de depuracion éptimos con bajos costes de explotacion

y mantenimiento.

Figura 2.1. Situacion Geogréfica de Bustillo de Cea y Campo de Villavidel
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2.2 DESCRIPCION DEL MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS

ARTIFICIALES (M.J.E.A. ®) A ESCALA REAL
En Bustillo de Cea la depuradora ocupa una superficie de 890 m?. El disefio de este
humedal artificial esta inspirado en el sistema denominado Mosaico Jerarquizado de
Ecosistemas Artificiales (M.J.E.A. ®) (Figuras 2.2 a 2.7), desarrollado en Bélgica
(Radoux y Kemp, 1982) y busca aprovechar y aplicar las distintas adaptaciones de las
plantas acudticas a la depuracion del agua residual. (Ansola et al., 2003; Ansola et al.,
1995).

El pretratamiento del sistema (Figura 2.2) esta compuesto por dos etapas conectadas en
serie y un distribuidor. El agua residual procedente tanto del nucleo de poblacion como
de las explotaciones ganaderas, entra en un primer tanque (primera etapa del
pretratamiento) compuesto por tres compartimentos, dos en paralelo y uno transversal.
En el primero de ellos el agua de entrada reduce su velocidad, lo que favorece la
eliminacién de elementos sélidos y material en suspension por efectos de la gravedad, al
reducirse la velocidad del flujo de entrada los materiales son eliminados por

sedimentacion.

De este primer compartimento el agua pasa por vasos comunicantes situados por debajo
del nivel superficial del agua a un segundo compartimento paralelo, lo que impide el
paso de elementos flotantes. En este compartimiento también se eliminan materiales en
suspension por efecto de la gravedad. Ademas, esta equipado con un primer juego de
rejillas, lo que nos asegura en mayor medida, el efecto de las vasos comunicantes para
que no pase ningun elemento flotante al compartimento. El agua pasa a la segunda etapa
del pretratamiento que consiste en dos vias paralelas de diez metros de longitud. Cada
via esta equipada con dos juegos de rejillas, el primero méas ancho y el segundo mas
estrecho, que retienen definitivamente cualquier elemento sélido que se pueda haber
escapado de la primera etapa del pretratamiento. Después de estos juegos de rejillas
cada via vuelve a aumentar su profundidad para detener la velocidad del flujo y generar
de nuevo las condiciones apropiadas para la eliminacion de las particulas sélidas més

pequefias por sedimentacion. Ocupa una superficie total de 90 m?.

Por ultimo, el agua llega a un distribuidor (Figura 2.3), donde se selecciona cual va a ser
el primer tratamiento que se va a realizar al agua pretratada. Estd compuesto por tres

cubetas cuadradas de hormigén del mismo tamafio, equipadas con una tajadera cada
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una. La cubeta central envia al agua a la balsa namero uno, la situada a su izquierda
distribuye el agua hacia la balsa nimero dos y por ultimo, la cubeta del extremo derecho

canaliza el agua hacia la balsa nimero tres.

A partir de este pretratamiento, el agua entra en el sistema de balsas, el cual esta
constituido por cuatro ecosistemas a modo de ecosistemas acuéticos artificiales que

funcionan en serie.

El primero de los ecosistemas que configuran el MJEA®, es una laguna que reconstruye
un ecosistema acuatico con microfitos (Figura 2.4). La superficie de agua en la cota
normal es de 230 m?, el volumen admisible hasta esta cota es de 217,5 m® y el volumen
de efluente en la cota normal de funcionamiento de 156,5 m>. La profundidad de la
laguna es variable, oscilando entre 1,5 m en la zona de entrada del agua; 0,5 m en la
zona central y 1 m en la zona de salida del agua. Este juego de profundidad, combinado
con un disefio arrifionado, confiere a esta primera laguna un flujo hidraulico éptimo,
reduciendo al maximo las zonas de remansos que entorpecerian el proceso de
depuracién. Desde aqui, y por la zona menos profunda el agua entra en la segunda
laguna o balsa.

El agua que sale de la primera balsa, entra en una segunda cubeta de 220 m? (superficie
en la cota de relleno de sustrato), el volumen de efluente en la cota normal es de 100,87
m? y el volumen admisible total hasta la cota maxima de 181,92 m>. A esta balsa han
sido transplantados 15 individuos de Typha latifolia por metro cuadrado intentando asi
potenciar la capacidad de los macrdfitos para la eliminacion de la contaminacion. Los
heléfitos han sido transplantados de su ambiente natural sobre una capa de sustrato
inerte. Sobre el mismo, existe una capa de agua de unos 25 cm, siendo el flujo

hidraulico de tipo superficial (Figura 2.5).

El tercer ecosistema reconstruye al igual que la segunda balsa, un sistema semiacuéatico
con flujo superficial. En este humedal se realizé una plantacion de Iris pseudacorus con
la misma densidad que en la anterior. Su superficie es de 87,5 m? el volumen de
efluente en la cota normal es de 11,4 m* y el volumen admisible total hasta la cota
méxima es de 52,5 m>. Seguida a esta etapa se ha construido un humedal de flujo

subsuperficial horizontal. Se ha realizado una plantacion de Salix atrocinerea, sobre un
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sustrato de grava de tamafio entre 20 y 60 mm ocupando una superficie de 362,5 m?
(Figura 2.6).

El caudal medio del agua residual ha sido de 73,3 m* por dia y el tiempo de retencién
hidraulica medio (TRH) de 13 dias. El agua residual ha presentado una Temperatura
media de 14,94°C, conductividad de 867,6 puS/cm., oxigeno disuelto (OD) de 2,27 mg/I.
Una demanda biologica de oxigeno media (DBOs) de 155 mgO,/l y 53,96 mg N/I en
forma de (N-NHz").

Figura 2.2. Etapa de Pretratamiento de la depuradora de tipo MJEA ®© de Bustillo de Cea.
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Figura 2.3. Distribuidor la depuradora de tipo MJEA ® de Bustillo de Cea.

Figura 2.4. Laguna de micréfitos la depuradora de tipo MJEA © de Bustillo de Cea.
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Figura 2.5. Balsa con Typha latifolia y flujo hidraulico superficial. De la depuradora de tipo MJEA © de
Bustillo de Cea. (Vista de la entrada).

Figura 2.6. Vista general de la Balsa con Typha latifolia y flujo hidraulico superficial. De la depuradora
de tipo MJEA © de Bustillo de Cea.
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Figura 2.7. Etapa con Iris pseudacorus (flujo superficial) y Salix atrocinerea con flujo subsuperficial. De
la depuradora de tipo MJEA © de Bustillo de Cea.

2.3  ANALISIS MICROBIOLOGICO Y FiSICO-QUIMICO

2.3.1 Método Analitico

Las muestras de agua fueron recogidas cada 15 dias durante dos periodos vegetativos
completos y también se realizaron muestreos estacionales durante verano, otofio,
invierno y primavera. Se tomaron las muestras en cuatro puntos (Figura 2.8), P1
(Afluente), P2 (laguna de micrdéfitos), P3 (Balsa con Typha latifolia), P4 (Efluente). El

analisis microbioldgico fue realizado 6 horas después de tomar las muestras de agua.

La determinacion de E. coli, Coliformes totales (C.T.) y Estreptococos fecales (E.F.) se
realizo por filtracion de membrana (Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater, 2005) (con filtro de nitrato de celulosa de tamafio 0,45 pum, Millipore)
sembrando en medio de cultivo chromocult agar (Merck), selectivo para la deteccion
simultanea de E. coli y C.T. (Frampton et al., 1998; Sleytr et al., 2007) mientras que

para E.F. se utiliz6 medio Streptosel Broth (Merck) como medio selectivo para el
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crecimiento de Streptococcus en muestras clinicas (Method 9230C A.P.H.A., 2005).
Clostridium se determiné por shock térmico sembrando en medio de SPS agar
(Angelotti, R. et. al., 1962).

Para la determinacién de los huevos de Helmintos se tomaron 10 litros de agua residual
de cada uno de los puntos de muestreo y se siguid el procedimiento de la organizacion

mundial de la salud (WHO, 1989), siendo observados en cdmara de Mac Master.

Para la determinacion de los quistes de Giardia y los ooquistes de Cryptosporidium, se
tomaron 10 litros de agua residual de cada uno de los puntos de muestreo y se siguio el
procedimiento de la USEPA, 1993, siendo observados los quistes de Giardia y los
ooquistes de Cryptosporidium por inmunofluorescencia usando los Kits de anticuerpos
de Waterborne, Inc.

Los parametros fisico-quimicos (DBOs, N-NH4" y PT) fueron analizados siguiendo el
Standard Methods para el analisis de agua y agua residual (methods: 5210 B, 4500 N-
org B, 4500-P B y E respectivamente) (APHA, 2005).

/ PRETRATAMIENTO \

—>

AFLUENTE
FSSwW
) Balsa de Flujo Sub-Superficial
Iris pseudacorus (Salix atrocinerea)
I—I | P4
v ] —> o
% EFLUENTE

Fsw |

Balsa de Flujo Superficial
k (Typha latifolia)

Figura 2.8. Esquema del sistema de depuracion de Bustillo de Cea. Puntos de muestreo del agua.
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2.3.2 Analisis de los datos

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo segun el paquete STATISTICA 6.0
(StatSoft, Inc., 2001). Con el objeto, de determinar la existencia de diferencias
significativas en la eliminacion de los pardmetros analizados en las diferentes etapas del
sistema y en los distintos periodos estacionales, se ha realizado un ANOVA de una via
con los datos transformados [log(x+1)] ya que no presentaban homocedasticidad
aplicando como post-hoc el Test de Tukey (HSD, honestly significant different). A su
vez, se ha realizado un andlisis de correlacion de Spearman, con los datos sin
transformar para determinar la correlacion entre los parametros fisico-quimicos y

microbiologicos. La significacion estadistica utilizada ha sido: p<0,05.

2.4 EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS HUEVOS DE HELMINTOS

2.4.1 Método Analitico

Se realizaron muestreos de lodos del sistema de tratamiento de Bustillo de Cea para
determinar la presencia y viabilidad de huevos de Helmintos. Las muestras de lodos
fueron tomadas: 1 en el pretratamiento y 2 en la laguna de microfitos. En la laguna de
microfitos se tomo una muestra a la entrada donde la profundidad es de 1,5 metros y a
la salida a 1 metro de profundidad. Es importante destacar que el lodo del
pretratamiento es extraido anualmente y desde hace 9 afios no se han extraido los lodos

de la laguna de microfitos (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Esquema del sistema de Bustillo de Cea, puntos de muestreo de lodo

2.4.2 Concentracién de huevos de Helmintos

Se ha utilizado el método de Bailenger (1979) modificado, reconocido por la OMS

(WHO, 1989) y mejorado por Gaspard, et al., (1997), con los siguientes pasos:

Se tomaron 100 ml de fango en un vaso de 500 ml. Se afiadieron 200-300 ml de agua
destilada y posteriormente 8-10 gotas de Triton-X100. Se agitd durante 30 min. El
sobrenadante se elimind por decantacion y se recogieron 100 ml de sedimento. Se
sometid a centrifugacion a 3.500 rpm durante 15 minutos y se desecho el sobrenadante

para conservar el sedimento con los huevos.

Se centrifugd de nuevo a 3.500 rpm durante 15 minutos. El sedimento, se resuspende en
cinco volumenes de solucién saturada de sulfato de zinc (al 33%) y se toman 10 ml

superficiales de cada tubo para constituir una muestra tnica.

Una porcion del producto (1 ml aproximadamente) se transfiere a una camara Mc
Master, utilizando una pipeta automatica, con cuidado de que no se formen burbujas. Se
deja reposar durante 5 minutos y se observa al microscopio utilizando el objetivo de

20X para contar los huevos.
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2.4.3 Viabilidad de los huevos de Helmintos

Para el estudio de la viabilidad de huevos de Helmintos en lodos, se han comparado
métodos de incubacion, para que los huevos se desarrollen aer6bicamente desde el
estado unicelular hasta la etapa larvaria, cuyas diferencias estriban, basicamente en la

preparacion de la muestra previa a la incubacion.

El método mas apto utilizado ha sido el de tamizado-incubacion desarrollado por

Gaspard et al. (1997), que consta de los siguientes pasos:

Pesar aproximadamente 10 g de materia seca, filtrar con malla metélica de 1mm,
ayudado de 1 litro de agua de lavado, tamizar en tamiz de 100 micras de poro. Lavar
con 10 litros de agua destilada para hacer fluir los huevos absorbidos en la materia
organica. Recuperar el filtrado que contiene huevos de Helmintos de tamafio menor de
100 micras, en bidon y dejar sedimentar minimo 3 horas. Recoger el sedimento, incubar
la suspensidn en estufa durante 20 dias a 30°C con flujo continuo de aire. Extraer y
contar huevos de Helmintos en estado larvario mediante el método modificado de

Bailenger (1979) descrito anteriormente.

25 MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS ARTIFICIALES
(M.J.E.A. ®) A ESCALA PILOTO

El sistema de tratamiento de tipo Mosaico Jerarquizado de Ecosistemas Artificiales

(MJEA®) a escala piloto, ha sido construido en un Centro tecnolégico de inseminacion

artificial porcina (CENTROTEC). Se encuentra a unos 20 Km al Sureste de la capital

leonesa, concretamente en el término municipal de Campo de Villavidel (Figura 2.1).

Este centro atiende a los mas modernos criterios de bioseguridad y bienestar animal,
tiene una capacidad para 120 verracos donantes de semen, conveniente e
individualmente identificados, mas otras 30 plazas, separadas adecuadamente de las
anteriores en una nave que actua de cuarentena y lazareto, donde permanecen los
sementales a su llegada, al menos dos meses, y donde se aclimatan y se comprueba su
estado sanitario, mediante vigilancia clinica y seroldgica, antes de introducirlos en la

nave principal. Su produccion seminal tiene previsto atender anualmente, mediante
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inseminacién artificial, a la reproduccion de unas 40.000 a 60.000 madres
reproductoras.

Los suelos de las naves tienen unas ranuras que permiten el almacenamiento de los
residuos en unos fosos de medio metro de profundidad. Estos residuos incluyen tanto
los excrementos de los animales como el agua empleada para su lavado. Bajo la nave
principal hay un total de cuatro fosos independientes que son evacuados
aproximadamente cada tres meses, y que van a dar a una balsa de purines que se
encuentra en el exterior del recinto. También a esta fosa llegan los residuos procedentes
de la nave de cuarentena y lazareto. El purin es extraido regularmente por un servicio

para su gestion.

251 Descripcion del area de estudio

El agua residual es extraida de la laguna de pretratamiento y posteriormente el agua es
bombeada a un tanque de sedimentacién (P1) de 1m® que sirve como tratamiento
primario donde el caudal y la carga de Nitrogeno total (NTK) son ajustados. De aqui, el
agua pasa a un humedal plantado con Typha latifolia y flujo superficial (P2) y a otras
dos cubetas con flujo subsuperficial plantadas con Salix atrocinerea (P3 y P4), todas

ellas ubicadas en serie (Figura 2.10).

El sistema de tratamiento esta constituido por una fosa que cumple las funciones de
laguna de pretratamiento donde es almacenada el agua de la granja de cerdos. Se colocd
un tangque de sedimentacion y tres balsas, una de flujo superficial con Typha latifolia y

dos con flujo subsuperficial con Salix pseudacorus. (Figura 2.11 a 2.13).

El caudal medio de entrada al sistema es de 180 litros al dia y el tiempo de retencion
hidraulica (TRH) de 16 dias en una superficie total de 13,62 m® Los valores medios del
agua de entrada al sistema son: 17,25 °C de Temperatura, 1,33 mgO,/l de oxigeno
disuelto, 110,02 mgO./I de (DBOs) y 158,83 mg N/I en forma de Amonio (N-NH,").
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Figura 2.10. Esquema del sistema de depuracion piloto de Centrotec.

Figura 2.11. Laguna de pretratamiento o Balsa de almacenamiento de los purines. Del sistema de
depuracion piloto de Centrotec.
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o

Figura 2.12. Tanque de dilucién y primera balsa con Typha latifolia y flujo superficial. Del sistema de
depuracion piloto de Centrotec.

Figura 2.13. Sistema completo: tanque de dilucidn, balsa con Typha latifolia y flujo superficial y las dos
siguientes con Salix atrocinerea y flujo subsuperficial. Del sistema de depuracion piloto de Centrotec.
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25.2 Método Analitico

Los muestreos (68 - 76 muestras de cada punto) han sido realizados teniendo en cuenta
el TRH de cada fase del sistema a lo largo del periodo vegetativo anual (Figura 2.10).
Se tomaron 250 ml de muestra en cada punto utilizando como variable tres cargas
diferentes de Nitrégeno: 2,34 g NTK /m?d; 2,49 g NTK /m?d y 3,39 g NTK /m*

realizando los analisis microbiologicos durante las seis horas posteriores al muestreo.

El andlisis de E. coli, Coliformes totales (C.T.) y Estreptococos fecales (E.F.) fue
realizado mediante la técnica de membrana filtrante (usando un filtro de nitrato de

celulosa de 0,45 um tamario de poro, Millipore).

Las Bacterias aerobias (B.A.), fueron analizadas mediante aislamientos en agar nutritivo
(Merck) con cicloheximida, usando una Temperatura de 37°C para su crecimiento. El
medio de cultivo chromocult agar (Merck) fue seleccionado para la deteccion
simultanea de E. coli y C.T. (Framton et al., 1998; Sleytr et al., 2007), mientras que SF
Streptosel Broth (Merck) fue usado como medio de crecimiento selectivo para los E.F.
(Método 9230C A.P.H.A., 2005).

El andlisis de Clostridium, fue llevado a cabo a través de un shock térmico en medio de
SPS agar (Merck) (Angelotti et al., 1962).

Los parametros fisico-quimicos DBOs, SST, NTK, N-NH;" y PT fueron analizados
siguiendo el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2005).

253 Analisis de los datos

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre las tres carga de
Nitrégeno utilizadas en el ensayo, se ha realizado un analisis de varianza (ANOVA) y
por tratarse de datos no paramétricos ha sido necesario transformarlos a datos normales
utilizando [log(x+1)] y en aquellos casos donde se observaron diferencias significativas
se prosiguio a realizar el andlisis post hoc de media. Como el nimero de muestreos
realizados fue diferente se ha utilizado el analisis de diferencias significativas minima

de Scheffe que se basa en la distribucion F a un nivel de significacion del 99%. Los
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analisis estadisticos han sido realizados usando el paquete estadistico STATISTICA 6.0
(StatSoft, Inc., 2001). También se ha realizado un analisis de correlacion de Spearman

para determinar la correlacion entre los parametros fisico-quimicos y microbiologicos.
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3. Resultados

3.1 MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS ARTIFICIALES
(M.J.E.A. ®) A ESCALA REAL

3.11 Analisis realizado durante los muestreos estacionales

La presencia y eliminacion de los microorganismos indicadores, fue monitorizado
durante los cuatros diferentes periodos de muestreo (Verano, Otofio, Invierno y
Primavera). Se observaron diferencias significativas en la cantidad de organismos
detectados en las diferentes estaciones y se registré una reduccién gradual en los puntos
de muestreos préximos a la salida (Tablas 3.1 y 3.2). El sistema mostrd, una eficiente
eliminacién de Clostridium (100%) durante el verano y para los huevos de Helmintos

durante todos los diferentes periodos de muestreos.

Tabla 3.1. Numero medio de microorganismos detectados en verano y otofio. (CT: Coliformes totales,
EF: Estreptococos fecales, UFC: Unidades formadoras de colonias).

Verano Otofo
Afluente Efluente Ellm(';:;mon Afluente Efluente E|Im(I023CI0n

E.coli UFC/100ml 1,60x10° 7,75x10° 95,2 2,39x10° 5,54x10° 97,7

C.T. UFC/100ml 7,20x10° 2,73x10° 96,2 1,50x10° 9,93x10° 99,9

E.F. UFC/100ml 6,81x10* 2,90x10° 95,7 1,52x10° 7,33x10° 95,2
Clostridium UFC/100ml 1,7x10* 0 99,9 8,97x10° 2,00x10" 97,8
Helmintos N° huevos/10 | <1 0 99,9 0,18 0 99,9
Giardia N° quistes/10 | 8 0 99,9 3,5 0 99,9
Cryptosporidium N° ooquistes /10 | 2,7 0 99,9 4 0 99,9

Tabla 3.2. Numero medio de microorganismos detectados en invierno y primavera. (CT: Coliformes
totales, EF: Estreptococos fecales, UFC: Unidades formadoras de colonias).

Invierno Primavera
Afluente Efluente E|Im(|0906)ICI0n Afluente Efluente Elm1(|02)a)10|on

E.coli UFC/100ml 1,33x10° 7,81x10° 94,1 1,54x10* 1,50x10" 99,9

C.T. UFC/100ml 8,05x10° 3,06x10* 96,2 5,41x10* 1,37x10* 74,7

E.F. UFC/100ml 1,45x10° 4,33x10° 97,0 4,15x10* 2,07x10° 95,0
Clostridium UFC/100ml 1,81x10% 7,00x10° 99,6 3,05x10° 4,00x10° 98,7
Helmintos N° huevos/10 | <1 0 99,9 <1 0 99,9
Giardia N° quistes/10 | 55 0 99,9 <1 0 99,9
Cryptosporidium N° ooquistes /10 | 4 0 99,9 2,7 <1 99,6
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El nimero de quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium, encontrados durante
todos los periodos de muestreo fue minimo observandose presencia de estos en el P1
(afluente), P2 (laguna de micréfitos) y P3 (Humedal plantado con Typha y flujo
superficial). Para E. coli, E.F. y C.T. fue observada una eliminacion de mas del 90% a
excepcion del Gltimo indicador (C.T.) que presentd eliminacion del 74,7% durante

primavera.

Los géneros de Helmintos, encontrados durante los muestreos realizados en verano
fueron:  Trichostrongylus, Coccidium y Trichuris su cantidad fue escasa.
Trichostrongylus y Trichuris se observaron en menos de 1 huevo/10l y no se
encontraron huevos de Helmintos a la salida del sistema. La abundancia de huevos de
Helmintos, encontrados durante los muestreos de otofio y verano mostraron similares
resultados. S6lo huevos de Helmintos del grupo Trichostrongylus fueron encontrados en
el agua de entrada al sistema durante el invierno (1 huevo por 10 I) y durante la
primavera, se encontraron los géneros: Trichostrongylus y Trichuris. Trichostrongylus
se ha encontrado en las cuatros estaciones muestreadas, aunque la cantidad de huevos

observada fue muy baja.

Durante el verano el nimero de quistes de Giardia observados en la entrada del sistema
fue de 8 en 10l de muestra, mientras que no se observo ninguno a la salida del sistema.
El nimero de quistes de Giardia disminuy6 en otofio 3,5 quistes/10l fueron registrados
en el P1 no observandose quistes al final del tratamiento. Se encontré mayor nimero de
ooquistes de Cryptosporidium durante el otofio que en verano, alcanzandose en la
entrada 4 ooquistes en 10 litros de muestra. Los ooquistes de Cryptosporidium
encontrados durante el verano en la entrada del sistema fueron de 2,7 ooquistes por 10
litros de muestra y no fueron detectados ooquistes a la salida. Durante los muestreos de
invierno, se registrarén 5,5 quistes de Giardia por 10l observandose su completa
eliminacién ya que no se detectd su presencia a la salida del sistema de tratamiento
(Tabla 3.2). Los ooquistes de Cryptosporidium fueron encontrados en nimero de 2,7
por 10l en el P1 (entrada) y no alcanzd la cantidad de 1 por 10l a la salida del

tratamiento siendo la eficiencia de eliminacién del 99,6%.

En la Tabla 3.3, se presentan los valores de correlacion de Pearson obtenidos entre las
variables fisico-quimicas y los microorganismos indicadores y patogenos del agua

residual. La presencia de Nitrogeno, en forma de Amonio en el sistema presenta una

59



3. Resultados

correlacion positiva con Coliformes totales, Coliformes fecales, Estreptococos fecales y
Cryptosporidium. Y también se muestra correlacion positiva de Cryptosporidium con
Estreptococos fecales (0,92) y conductividad (0,59), y una correlacion negativa con la

Temperatura del agua residual de (-0,65).

Tabla 3.3. Coeficiente de correlacion de Pearson entre los microorganismos estudiados y los parametros
fisico-quimicos. (T: Temperatura, Cond.: conductividad, CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales,
EF: Estreptococos fecales, O.D.: Oxigeno disuelto, NTK: Nitrdgeno total Kjeldhal, UFC: Unidades
formadoras de colonias).

T?2 Cond. Amonic C.T. E.F. Capillaria
0.D. (mgO,/l) 0,77
NTK (mg N/I) 0,68
C.T. (UFC /100ml) 0,58
C.F. (UFC /100ml) 0,61
E.F. (UFC /100ml) 0,67
Cryptosporidium -0,65 0,59 0,64 0,92
Trichuris 0,60 0,65
Giardia -0,66 0,66 0,90

Los huevos de Capillaria, mostraron una correlacion positiva de 0,77 y 0,68 con la
concentracion de O.D. y NTK respectivamente asi como 0,65 con la presencia de

Trichuris.

3.1.2 Analisis realizado durante los muestreos de los dos periodos
vegetativos completos

Las caracteristicas fisico-quimicas, del agua residual en cada punto de muestreo del
sistema analizado durante el periodo de abril-octubre y noviembre-marzo se observan
en las (Tablas 3.4 y 3.5). La Temperatura media del agua ha sido entre 17°C y 15 °C
durante el periodo de muestreo de abril-octubre y entre 9 °C y 10 °C durante el periodo
de muestreo de noviembre-marzo; observandose una Temperatura media en el sistema
completo de 13,6°C.
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Tabla 3.4. Caracteristicas fisico-quimicas medias del agua residual, asi como su desviacidn tipica en cada
punto de muestreo del sistema de tipo MJEA ® (FSW: Balsa de flujo superficial y FSSW: Balsa de flujo
subsuperficial).

Abril-Octubre Noviembre-Marzo Periodo
Total
Afluente 16,6 +4,0 10,3+3,9 13,6 5,0
Laguna 16,1+ 3,8 95+3,6 129+50
Temperatura (°C) FSW 157+42 9,1+41 125453
FSSW 14,7 + 3,3 89+34 119+44
Afluente 7,3+0,6 72+05 7,3+0,6
H Laguna 75+0,6 7205 74+0,6
P FSW 75+0,6 72+0,6 74+0,6
FSSW 74+0,3 74+0,3 74+0,3
Afluente 15+1,2 25+17 20+15
. . Laguna 23116 28+14 25+15
OxigenoDisuelto(mgO./l) FS%N 36+23 29+21 33422
FSSW 5,6+2,0 55+2,1 58+1,9

Se ha registrado un ligero cambio de pH entre los periodos de muestreo analizados y los
puntos de muestreo del sistema, entre 7,2+0,5 durante el periodo de Noviembre-Marzo
y 7,5+0,6 durante el periodo de Abril-Octubre. Para la supervivencia bacteriana el pH
del agua debe estar en un rango entre 4-9,5 y el pH Optimo para el crecimiento de

Bacterias fecales debe estar entre 6,5y 7,5 (Awuah et al., 2001).

Las Tablas 3.5 y 3.6 muestran la concentracion y eficiencia de eliminacion de los
parametros ficoquimicos y bacteriologicos de cada uno de los puntos muestreados

durante los periodos de Abril- Octubre y de Noviembre- Marzo.

La eficiencia del sistema en la reduccion de la materia orgénica indicada por cambios en
la DBOs se observa en la Tabla 3.5, donde el agua de entrada al sistema tiene una
concentracion media de 131,1 £ 75 mgO,/l y de salida de 19,7 + 8 con un 85,2 % de
reduccion en la Estacion Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) durante el periodo
de abril-octubre.
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Tabla 3.5. Concentracién media y eficiencia de eliminacion de los parametros fisico-quimicos en cada
uno de los puntos de muestreo entre los meses de Abril a Octubre en el sistema de tipo (MJEA®). (FSW:
Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial, UFC: Unidades formadoras de colonias).

Abril-Octubre

. . - % Eliminacion
Parametros Fisicoquimicos Afluente Laguna FSW FESSW EDAR Efluente
DBOs (mgO,/1) 131,1+75 48,2 34,7 56,2 852 19,7+8
Amonio (mgN/I) 46,9+ 30 43,5 166 718 71,8 132+7
Fosforo T. (mg/l) 8,2+56 19,5 22,3 56,0 56,0 45+46
Organismos Indicadores (log) Eliminacién
C.T. (log UFC/100ml) 6,9 0,6 0,1 2,2 2,7 4,2
C.F. (log UFC/100ml) 5,8 0,6 0,5 1,2 2,2 3,6
E. F. (log UFC/100ml) 53 0,7 0,4 0,9 2,0 33
E. coli (log UFC/100ml) 6,8 0,4 0,1 2,6 2,7 4,1
Clostridium (log UFC/1ml) 3,8 1,3 1,1 0,5 2,8 0,9

La Tabla 3.6 muestra el porcentaje de reduccion de DBOs durante el periodo de
Noviembre- Marzo observandose 113,5+68 mg/l a la entrada y de salida un 16,4 + 7
mg/l y un 85,5% de reduccion en la EDAR durante este periodo. Se puede observar que
la materia orgénica susceptible a la degradacion bioldgica fue eliminada con eficiencia
por el sistema de depuracion. Segun la normativa oficial (91/271/CEE) donde se
establece que los vertidos procedentes de instalaciones de tratamiento de aguas
residuales urbanas deben tener una concentracién de 25 mgO,/l y un porcentaje de
reduccion entre el 70 y 90%, estando este parametro dentro de los limites permitidos.

Tabla 3.6. Concentracién media y eficiencia de eliminacion de los pardmetros fisico-quimicos en cada
uno de los puntos de muestreo entre los meses de Noviembre a Marzo en el sistema de tipo (MJEA®).
(FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial, UFC: Unidades formadoras de
colonias).

Noviembre-Marzo
. - L % Eliminacion
Paradmetros Fisicoquimicos Influente Laguna FSW ESSW EDAR Efluente
DBOs (mgO,/I) 113,5 + 68 53,4 457 428 855 164+7
Amonio (mgN/I) 29,6 +31 31,2 30,2 28,4 65,6 10,210
Fosforo T. mg/l) 8,1+3,6 17,0 50,9 10,1 634 3017
Organismos indicadores (log) Eliminacién
C. T. (log UFC/100ml) 6,6 0,3 0,9 11 2,3 4,3
C.F. (log UFC/100ml) 5,6 0,6 0,2 0,8 1,6 3,9
E. F. (log UFC/100ml) 5 0,7 0,4 0,9 2,0 3,2
E. coli (log UFC/100ml) 6,8 0,2 1,0 15 2,8 4,0
Clostridium (log UFC/1ml) 3,1 0,8 0,7 0,6 2,0 1,0
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Analizando el sistema por etapas se ha observado que durante el periodo vegetativo de
Abril a Octubre, la balsa plantada con Iris pseudacorus y Salix atrocinerea y que
combina el flujo superficial y subsuperficial alcanza la reduccién més elevada de DBOs
llegando al 56,2% (Tabla 3.5) siendo la laguna de microfitos la etapa del sistema que

mas alta eficiencia alcanza durante el periodo frio con un 53,4%(Tabla 3.6).

El Amonio de la EDAR registré un 71,8% de reduccion para el periodo célido (Tabla
3.5) y un 65,6% de Noviembre-Marzo (Tabla 3.6), siendo la concentracion media de
entrada de 46,9 £ 30 mgN/l y de salida de 13,2 = 7 mgN/l (abril-octubre) y la
concentracion de entrada de 29,6 = 31 mgN/l y de salida de 10,2 + 10 mgN/I para el
periodo frio (Tabla 3.6).

Se ha observado una eficiente reduccion del Amonio, siendo mayor el porcentaje
durante los meses calidos, cuando la vegetacion estd méas activa. La etapa final, del
sistema vuelve a ser la més activa a efectos de eliminacion de Amonio alcanzado un
71,8% durante los meses mas calidos (Tabla 3.5) y en los meses frio es la laguna de
microfitos la etapa que alcanza los rendimientos de reduccion mas elevados con un
31,2% (Tabla 3.6).

El porcentaje de reduccion de Fosforo total de la EDAR ha sido de 56,0% para el
periodo de Abril-Octubre (Tabla 3.5) y de 63,4% para el periodo de Noviembre-Marzo
(Tabla 3.6). EI mayor porcentaje de eliminacién se ha obtenido durante los meses
menos calurosos del afio. La concentracion media de Fosforo total del agua residual a la
entrada del sistema fue de 8,2 £ 5,6 mg/l y de salida de 4,5 £ 4,6 mg/l (Tabla 3.5) en los
meses célidos, semejante a la concentracion media de Fosforo total del agua residual a
la entrada del sistema en los meses frios que ha sido de 8,1 + 3,6 y a la salida de 3,0 £
1,7 (Tabla 3.6).

El Fosforo total registrd una eficiente reduccion, la etapa mas eficiente durante el
periodo calido vuelve a ser la que combina ambos flujos hidraulicos con un valor de
reduccion del 56% mientras que durante el periodo frio la etapa que presenta mayor
eficiencia en la reduccion de Fosforo total ha sido la balsa plantada con Typha latifolia
y que tiene un flujo hidraulico superficial, alcanzando valores medios del 50,9%.
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Durante el periodo de muestreo de Abril a Octubre se ha observado una tasa de
eliminacion de organismos indicadores de contaminacion a la salida del sistema para
C.T. de 4,2 logUFC/100ml, C.F. de 3,6 logUFC/100ml, E.F. de 3,3 logUFC/100ml, E.
coli de 4,1 logUFC/100ml y Clostridium de 0,9 logUFC/ml (Tabla 3.5).

Para el periodo de muestreo frio, la tasa de eliminacion observada también fue bastante
alta para C.T. de 4,3 logUFC/100ml, C.F. de 3,9 log UFC/100ml, E.F. de 3,2
logUFC/100ml, E. coli de 4,0 log UFC/100ml y Clostridium de 1,0 logUFC/ml (Tabla
3.6).

También se puede observar en la Figura 3.1, como se comporta la DBOs y algunos de
los contaminantes analizados en este estudio tales como, los Coliformes fecales, los
Coliformes totales y los Estreptococos fecales tanto en el Afluente como en el Efluente
durante los 35 muestreos realizados en el periodo de Abril a Octubre (verano) y de
Noviembre a Marzo (invierno), observandose una notable disminucién de los

organismos indicadores en el efluente tanto en el periodo frio como en el periodo célido.

Se puede observar como la disminucién de la materia organica (DBOs) en el efluente
influye notablemente en la presencia de los organismos indicadores de contaminacion
cuyo numero se reduce significativamente en el efluente tanto en el periodo frio como
en el calido demostrando asi la eficiencia del sistema de tratamiento de depuracion en la

eliminacién de organismos indicadores de contaminacion fecal.

La Tabla 3.7 muestra la presencia y concentracion de parasitos patdgenos en el sistema
de depuracién de tipo MJEA®. En la entrada del sistema, se han encontrado un 83% de
las muestras recogidas con presencia de ooquistes de Cryptosporidium, 86% de quistes
de Giardia y 91% Huevos de Helmintos, observandose una notable reduccion en la
Balsa de flujo subsuperficial (FSSW).
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Figura 3.1. Evolucion temporal de DBOs, Coliformes fecales, Coliformes totales y Estreptococos fecales
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Tabla 3.7. Concentracion de parasitos patégenos en agua residual bruta y en el agua residual tratada en
las diferentes etapas del sistema de tipo MJEA® (FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo
subsuperficial).

Porcentaje Rango de Media
positivo Concentracion (ooquistes/l)
(%) (ooquistes/I) a
Cryptosporidium
Afluente 83 0-49 14
Laguna 66 0-24 0,5
FSwW 34 0-1,0 0,1
FSSW 6 0-0,2 0,01
Giardia
Afluente 86 0-121 2,9
Laguna 77 0-8,7 1,1
FSwW 46 0-17 0,3
FSSW 23 0-0,2 0,1
Helmintos
Afluente 91 0-54 1,2
Laguna 86 0-27 0,5
FSw 51 0-0,7 0,2
FSSW 1 0-0,1 0,01

En la Figura 3.2 se observa la tasa de eliminacion de los huevos de Helmintos, quistes
de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium en los periodo de estudio (Noviembre a
Marzo), (Abril a Octubre) y (periodo completo) en todos los puntos de muestreo y la
Estacion Depuradora de Agua Residual (EDAR). La eliminacion de los paréasitos
patdégenos, en los dos periodos de estudios fue muy similar y el porcentaje de
eliminacién en todos los puntos (laguna, FSW y FSSW) del sistema, fue superior a 50%
en los dos periodos de estudios y en el periodo completo. Se puede observar, también
como en ambos periodos de estudio y en el sistema completo, el porcentaje de
eliminaciéon de los microorganismos patégenos en la EDAR fue del 100%.
Demostrandose que este sistema es eficiente para la eliminacion de microorganismos

patdgenos en el agua del sistema de tratamiento estudiado.
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Figura 3.2. Eliminacion de huevos de Helmintos, quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium en
los periodos de estudio (Abril a Octubre), (Noviembre a Marzo) y (periodo completo) en todos los puntos
de muestreo y la EDAR completa (FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial,
EDAR: estacion depuradora de aguas residuales).
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La correlacion existente entre la concentracion de los microorganismos indicadores y
los pardmetros fisico-quimicos, en el agua residual bruta que llega al sistema de
depuracion del tipo MJEA® se observa en la (Tabla 3.8). Se ha utilizado el coeficiente
de correlacion R- Spearman, (p<0,05) ya que los datos analizados no se han ajustado a
los requisitos de distribucion de datos establecidos, por la estadistica paramétrica:

distribucion normal e igualdad de varianzas.

Se ha observado correlacion negativa entre DBOs y Helmintos (-0,41; P>0,05), Fosforo
total y Coliformes totales (-0,43; P>0,05) y Fésforo total y Clostridium (-0,9; P>0,05)
en el agua residual bruta. En la Figura 3.3 se pueden observar graficamente estas

correlaciones negativas.

Tabla 3.8. Coeficiente de correlacién (R-Spearman correlations coefficients, p< 0,05) entre los
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos del afluente analizado en el sistema de tipo MJEA® (C.T.:
Coliformes totales, C.F.: Coliformes fecales, E.F.: Estreptococos fecales, P.T.: Fésforo total).

DBOs PT. C.T. C.F. Giardia

C.T. -0,43

C.F. 0,66

E.F. 0,62

E.coli 0,97 0,65
Clostridium -0,90

Giardia
Cryptosporidium 0,82
Helmintos -0,41

Se ha utilizado el coeficiente de correlacién R- Spearman, (p<0,05) ya que los datos
analizados no se han ajustado a los requisitos de distribucién de datos establecidos, por
la estadistica paramétrica: distribucion normal e igualdad de varianzas. El analisis de
correlacion (R —Spearman) se realiz6 teniendo en cuenta la entrada y salida del agua
residual en el sistema (Tabla 3.9), observandose correlacion negativa entre el Oxigeno

disuelto y los parametros microbioldgicos estudiados a excepcion de Clostridium.
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Figura 3.3. Graficas del coeficiente de correlacion de Spearman en el agua residual bruta entre Helmintos
vs. DBOs y Fdsforo total vs. Clostridium

El analisis de correlacién también ha mostrado correlacion positiva destacada entre
Amonio y E. coli (0,66; P> 0,05) y correlacién negativa entre este mismo parametro

quimico y Giardia (-0,40; P> 0,05) y Cryptosporidium (-0,46; P> 0,05).
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Tabla 3.9. Coeficiente de correlacion (R-Spearman correlations coefficients, p< 0,05) entre los
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos del agua residual de entrada y salida en el sistema de
depuracién de tipo MJEA® (C.T.: Coliformes totales, C.F.: Coliformes fecales, E.F.: Estreptococos
fecales, O.D.: Oxigeno disuelto, DBOs Demanda bioquimica de oxigeno, P.T.: Fésforo total).

C.T. CF. EF. E.oli Clostridium Giardia Cryptosporidium Helmintos
0.D. -04 -04 -05 -04 -0,50 -0,5 -0,3
DBOs 0,56 058 057 0,57 0,61 0,52 0,60 0,34
Amonio 0,34 031 040 0,66 0,46 -0,40 -0,46 0,27
P.T. 0,37 0,47 047 0,43 0,31 0,33
C.T. 0,83 0,72 0,98 0,41
C.F. 0,85 0,79 0,57 0,50 0,50 0,34
E.F. 0,62 0,52 0,46 0,37
E.coli 0,50 0,49 0,64 0,31
Clostridium 0,41 0,38 0,36
Giardia 0,85 0,36
Cryptosporidium 0,33

Para determinar la existencia de diferencias significativas en la eliminacion de los
parametros analizados en las diferentes etapas del sistema y en los distintos periodos
estacionales, se ha realizado un ANOVA de una via con los datos transformados
[log(x+1)] ya que no presentaban homocedasticidad aplicando como post-hoc el Test de
Tukey (HSD, honestly significant different).

Tras la aplicacién de un analisis de varianza, a los datos obtenidos para determinar la
existencia de diferencias significativas entre los dos periodos de muestreo se ha
observado que Unicamente han existido diferencias significativas entre el periodo calido

y frio en la Temperatura del agua en todas las etapas del sistema con valores < 0,0001.

Por el contrario las Tablas 3.10 a la 3.13 sefialan las numerosas diferencias
significativas determinadas entre las diferentes etapas del sistema de tratamiento del
agua residual tratada en el sistema de tipo MJEA®, utilizando los valores de los

parametros microbioldgicos y fisico-quimicos analizados durante el ensayo.

En la Tabla 3.10 se observa la diferencia significativa (Post Hoc Tests Tukey HSD test)
existente en la reduccién de la DBOs y la concentracion del Oxigeno disuelto (OD) en
las diferentes etapas del sistema de tratamiento siendo la etapa de flujo subsuperficial
(FSSW) el que més diferencias significativas (8x10°) mostré para ambos parametros
fisico-quimicos pudiéndose demostrar estadisticamente como en la laguna de flujo

subsuperfical la Materia organica (DBOs) es eficientemente reducida.
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Tabla 3.10. Diferencias significativas en la eliminacion de DBOs y en la concentracion de Oxigeno
Disuelto en las distintas etapas del tratamiento, para P<0,05. (Post Hoc Tests Tukey HSD test), N=136.
(FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial).

DBOs 0.D.
Afluente  Laguna FSW Afluente  Laguna FSW
Laguna | 0,000413
FSwW 0,000008 0,009101 0,018113
FSSw | 0,000008 0,000008 0,000440 | 0,000008 0,000008 0,000008

En la Tabla 3.11 se observa las diferencias significativas, (Post Hoc Tests Tukey HSD
test) existentes en la eliminacion de los Coliformes fecales, Coliformes totales y
Estreptococos fecales en las diferentes etapas del sistema de tratamiento de agua
residual, siendo las etapas de flujo superficial (FSW) y la de flujo subsuperficial
(FSSW) la que maés diferencias significativas (8x10°) mostré para todos los
microorganismos indicadores de contaminacion fecal analizados en este estudio por lo
cual queda estadisticamente demostrado que los organismos indicadores de
contaminacion son eficientemente eliminados o reducidos por el sistema de tratamiento

de agua residual de Bustillo de Cea.

Tabla 3.11. Diferencias significativas en la eliminacion de Coliformes totales, Coliformes fecales y
Estreptococos fecales en las distintas etapas del tratamiento, para P<0,05. (Post Hoc Tests Tukey HSD
test), N=136. (FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial, C.T.: Coliformes
totales, C.F.: Coliformes fecales, E.F.: Estreptococos fecales).

C.T.

Afluente Laguna FSW
Laguna 0,004119

FSW 0,000008

FSSW 0,000008  0,000008 0,00008

C.F.
Afluente Laguna FSW
Laguna 0,00039
FSwW 0,000008
FSSW 0,000008  0,000008  0,000009

E.F.
Afluente Laguna FSW
Laguna 0,000012
FSW 0,000008
FSSW 0,000008  0,000008 0,000039
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La Tabla 3.12 muestra las diferencias significativas (Post Hoc Tests Tukey HSD test)
existente en la eliminacion de Clostridium perfringens y los huevos de Helmintos en las
diferentes etapas del sistema de tratamiento de agua residual pudiéndose observar
diferencias significativas de 0,002879 para Clostridium perfringens solo entre la etapa
de FSSW y el Afluente. Los huevos de Helmintos mostraron una mayor diferencia
significativa (8x10°) en la etapa del sistema de FSSW vy el Afluente ademas entre la

etapa de FSSW y la laguna también mostraron diferencias significativas (0,000034).

Tabla 3.12. Diferencias significativas en la eliminacién de Clostridium perfringens y huevos de
Helmintos en las distintas etapas del tratamiento, para P<0,05. (Post Hoc Tests Tukey HSD test), N=136.
(FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial).

Clostridium Helmintos
Afluente Afluente Laguna
Laguna 0,000593
FSW 0,000008 0,036407
FSSwW 0,002879 0,000008 0,000034

En la Tabla 3.13 se observan las diferencias significativas (Post Hoc Tests Tukey HSD
test) en la eliminacion de quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium en las
diferentes etapas del sistema de tratamiento de agua residual pudiéndose observar para
ambos organismos patdgenos una gran diferencia significativa entre el Afluente y la
Balsa FSSW (8x10°).

Tabla 3.13. Diferencias significativas en la eliminacién de quistes de Giardia y ooquistes de
Cryptosporidium en las distintas etapas del tratamiento, para P<0,05. (Post Hoc Tests Tukey HSD test),
N=136. (FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial).

Giardia Cryptosporidium
Afluente Laguna | Afluente Laguna
Laguna | 0,039183
FSW 0,000018 0,000028
FSSwW | 0,000008 0,008849 | 0,000008 0,023015
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En la Tabla 3.4, se observa la relacion lineal existente entre las cargas de los diferentes
pardmetros estudiados (DBOs, Amonio y Foésforo total), los microorganismos
indicadores (Coliformes totales, Coliformes fecales, Estreptococos fecales y
Clostridium) y su tasa de eliminacién en el sistema completo. Todos los valores de (R?)
del coeficiente de correlacion estuvieron cercanos al 1 a excepcion del Fosforo total que
alcanzo un valor de 0,612.

La Figura 3.5, muestra las relaciones lineales para la carga de DBOsy Amonio y su tasa
de eliminacidn en el sistema de depuracion en la etapa de laguna, en la etapa de flujo
superficial y en la etapa de flujo subsuperficial. El valor de (R?) del coeficiente de
correlacion para la DBOs en la etapa de flujo superficial este valor fue de 0,555
observandose que en la etapa de laguna y flujo subsuperficial la correlacion entre la
carga y la tasa de eliminacién fue mayor que en la etapa de flujo superficial (> 0,8). El
valor de (R?) del Amonio en la laguna fue de 0,637 y en la etapa de flujo subsuperficial
de 0,791 a diferencia de la etapa de flujo superficial cuyo valor (0,067) es muy bajo no
existiendo correlacion entre la carga de Amonio y su tasa de eliminacion en esta etapa

del sistema.

La Figura 3.6 muestra las relaciones lineales observadas para la carga de Fosforo total y
los Coliformes fecales con la tasa de eliminacion en las diferentes etapas del sistema de
depuracién. Encontramos que en los graficos de dispersion de los Coliformes fecales
existe un alto nivel de concentracién en los rangos inferiores por lo cual se observa una
forma funcional que describe la relacién que existe entre la eliminacion de este
microorganismo Yy la carga del sistema esto es reforzado por los valores obtenidos de
(R?) los cuales estuvieron entre 0,788 para la etapa de flujo superficial, 0,986 para la

etapa de flujo subsuperficial, y 0,940 para la etapa de laguna.

SegUn los valores de (R?) del coeficiente de correlacion en el Fésforo total la etapa de
flujo superficial present6 un valor de R? (0,584), el valor de R? de la etapa de laguna fue
de 0,297 y de flujo subsuperficial de 0,025 siendo estos muy bajos no habiendo

correlacion entre la carga y su tasa de eliminacion.

En la Figura 2.7; se observa la relacion lineal para Estreptococos fecales y Clostridium

perfringens. En el grafico de dispersion encontramos que para ambos microorganismos
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se sigue un patron similar al lineal y existe un importante nivel de concentracion en los

rangos inferiores y a lo largo de la pendiente.

El valor més bajo de (R?) obtenido para Estreptococos fecales fue en el sistema de flujo
superficial R? = 0,848. Estos valores demuestran que existe un alto coeficiente de
correlacion lineal entre la carga y la tasa de eliminacion de Estreptococos fecales. Para
Clostridium perfringens los valores de (r°) estuvieron cercanos al 1 por lo cual existe un
alto coeficiente de correlacion lineal entre la carga y la tasa de eliminacién de este
organismo indicador de contaminacion fecal en las diferentes etapas del sistema de
depuracién estudiado.

La Figura 3.8, presenta los pardmetros fisico-quimicos e indicadores fecales del sistema
de tratamiento de agua residual de Bustillo de Cea, en diagramas de cajas. Se muestra,
el valor medio obtenido en todos los muestreos (N=35), el error estandar, la desviacién
tipica, los valores extremos y los outliers. Se Reflejan las diferencias existentes en los
diferentes puntos de muestreos (afluente, laguna, FSW: etapa del sistema con flujo
superficial plantado con Typha latifolia y FSSW: punto de muestreo con flujo
subsuperficial plantado con Salix atrocinerea).

El diagrama de cajas ofrece informacion sobre el comportamiento de los diferentes
pardmetros estudiados en cada una de las lagunas del sistema de depuracion de Bustillo
de Cea, observandose una disminucion progresiva de estos a medida que pasan por las
diferentes balsas del sistema de tratamiento siendo en la Gltima de estas (FSSW) donde
se observa una completa disminucion. Segun el diagrama de caja la disminucién es mas

visible en los pardmetros microbiologicos que en los fisico-quimicos.
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3.1.3 Evaluacion de la Viabilidad de los Huevos de Helmintos en lodos

Los resultados obtenidos del conteo de huevos, en lodos procedentes de la planta de
tratamiento de tipo Mosaico Jerarquizado de Ecosistemas Artificiales MJEA® de
Bustillo de Cea se muestran en la Tabla 3.14 y en la Figura 3.9 se observan los datos
taxondémicos de las especies de Helmintos identificadas en este estudio. Se ha
encontrado, una concentracion total de 96 huevos/kg.m.s. en el lodo del pretratamiento;
336 huevos /kg. m.s. en la laguna microfitos a 1,5 metros de profundidad y 338

huevos/kg.m.s. en la misma laguna a 1 metro de profundidad.

Es importante destacar que el lodo del pretratamiento es extraido anualmente y en la
laguna de microfitos desde hace 9 afios no se han extraido los lodos. Por esta razén se
observa un mayor nimero de huevos de Helmintos en la laguna de microfitos que en el

pretratamiento.

Tabla 3.14. Ndmero de huevos de Helmintos por kilogramos de materia seca encontrados en Bustillo de
Cea.

(o] (o]
y /ﬁg‘ﬁ_s. %vViabilidad N e VO 96 Viabilidad
Pretratamiento
Ascaris 47 48,96 2 4,25
Trichostrongylus 29 30,21 2 6,90
Hymenolepis 20 20,83 4 20,00
Trichuris 0 0 0 0
Total 97 100 - -
Laguna de microfitos a 1,5 m de profundidad
Ascaris 128 38,09 2 1,56
Trichostrongylus 119 35,42 3 2,52
Hymenolepis 81 24,11 3 3,70
Trichuris 8 2,38 0 0
Total 343 100 - -
Laguna de microfitos a 1 m de profundidad
Ascaris 181 53,55 4 2,21
Trichostrongylus 82 24,26 5 6,10
Hymenolepis 66 19,53 4 6,06
Trichuris 9 2,66 0 0
Total 338 100 - -
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Reino \L Metazoa —\L
Filo Platyhelminthes r Nematoda —\L

Clase Cestoda J/f Chromadorea _\L Enoplea

Orden Cyclophyllidea Ascaridia Rhabditida Trichocephalida
Familia Hymenolepididae Ascarididae Trichostrongylidae Trichuridae
Género Hymenolepis Ascaris Trichostrongylus Trichuris

Figura 3.9. Datos taxonomicos de los Helmintos identificados en el estudio. (Fuente: NCBI 2010).

En la Figura 3.10 se observa la distribucion de abundancias de huevos de Helmintos
encontrados en el lodo del pretratamiento: un 48,96 % de Ascaris sp., un 20,83% de

Hymenolepis sp. y un 30,21% de Trichostrongylus sp.

Lodo del pretratamiento

Trichostrongylus

Ascaris

Hymenolepis

Figura 3.10. Géneros de Helmintos encontrados en el lodo bruto del pretatamiento de Bustillo de Cea.

En la Figura 3.11, se observa la distribucion de abundancias de huevos de Helmintos
encontrados en el lodo maduro a 1,5 metros de profundidad: un 38,09 % de Ascaris sp.,
un 24,11% de Hymenolepis sp., un 35,42% de Trichostrongylus sp. y 2,38% de

Trichuris sp.
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Lodomaduroal,5m

Trichuris

Trichostrongylus .
9 Ascaris

Hymenolepis

Figura 3.11. Géneros de Helmintos encontrados en el lodo maduro de la laguna de microfitos a 1,5 m de
profundidad en Bustillos de Cea.

En la Figura 3.12 se observa la distribucion de abundancias de huevos de Helmintos

encontrados en el lodo maduro a 1 metro de profundidad: un 53,55 % de Ascaris sp., un

19,53% de Hymenolepis sp., un 24,26% de Trichostrongylus sp. y 2,66% de Trichuris

sp.

Lodo maduroal m

Trichuris

1

Trichostrongylus

Ascaris

Hymenolepis

Figura 3.12. Geéneros de Helmintos encontrados en el lodo maduro de la laguna de microfitos a 1 m de
profundidad en Bustillo de Cea.

82



3. Resultados

3.2 MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS ARTIFICIALES
(M.J.E.A. ®) A ESCALA PILOTO

3.2.1 Condiciones fisico-quimicas del sistema

Las caracteristicas fisico-quimicas del agua residual en cada uno de los puntos del
sistema de depuracion estudiado se muestran en la Tabla 3.15. La Temperatura media
del agua durante todo el experimento ha oscilado entre los 16 y 17 °C, alcanzando un
valor méaximo de 22,39 °C en el punto de muestreo P2 durante el aporte de 2,49 g NTK
/m?d y un valor minimo de 13,27 °C en ese mismo punto durante el aporte de 3,39 g
NTK /m?d. El pH se ha mantenido muy cerca de la neutralidad, aunque a mayores
cargas de Nitrogeno, el pH ha disminuido ligeramente en los 3 primeros puntos del

sistema con respecto a las cargas mas bajas

Tabla 3.15. Caracteristicas fisico-quimicas del agua residual en cada uno de los puntos muestreados a las
diferentes cargas de Nitrogeno utilizadas durante el ensayo.

2,34gTKN/m°d  2,49gTKN/m°d 3,39gTKN/m’d Completo
Afluente | 17,34 +2,55 19,93 + 1,65 15,80 + 4,52 17,25 + 4,90
P1 16,85 + 4,59 21,06 + 0,85 15,61 + 3,65 16,96 + 4,37
Temperatura(°C) | P2 16,56 + 4,37 22,39+ 4,31 13,27 +3,81 16,41 + 4,71
P3 16,13 +3,21 21,39 + 0,48 13,69 + 5,58 16,09 + 4,25
P4 17,34 + 2,69 22,02 + 2,28 14,03 + 5,54 17,02 + 4,55
Afluente | 7,72+0,22 7,6+0,12 7,48 +0,48 7,66 + 0,30
P1 7,91+0,13 7,40 + 0,84 7,60 + 0,63 7,80 + 0,40
pH P2 8,06 +0,19 7,92 +0,33 7,62 +0,32 7,97 0,28
P3 7,64+0,19 7,91+0,22 7,65+0,23 7,67+0,21
P4 7,24+0,16 7,61+0,6 7,36 + 0,24 7,34+ 0,30
Afluente | 1,71 +1,70 0,12+0,01 0,85+1,30 1,33+1,59
Oxigeno disuelto P1 4,81 +1,32 3,68 +0,60 3,71+0,34 443+1.21
(MaO,l) P2 1,50 + 0,79 2,03+2,27 1,34+ 0,87 1,52 + 0,99
2 P3 1,23+ 0,67 0,26 + 0,05 0,69 +0,76 0,93+0,73
P4 1,46 + 1,13 0,29 + 0,07 1,87 +127 0,35+1,17

En la Tabla 3.16, se observa la concentracion de los parametros fisico-quimicos y de los
organismos indicadores de contaminacion fecal del afluente y efluente del sistema de

depuracion piloto experimental y el porcentaje de eliminacién de estos parametros en
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los puntos P2, P3, P4 y Sistema Completo (S.C.) al aplicar una carga de Nitrdgeno de
2,34 g NTK/m?d.

Tabla 3.16. Concentracion del afluente y efluente en el Sistema Piloto Experimental y porcentaje de
eliminacién de los pardmetros quimicos y microbioldgicos a una carga de 2,34 g NTK/m%d. (DBOs:
Demanda bioguimica de oxigenos, SST: Solidos totales en suspensién, C.T.: Coliformes totales, E.F.:
Estreptococos fecales, C.F.: Coliformes fecales).

2,34 g NTK/m*d

% eliminacion

Parametros quimicos Afluente(P1) P2 P3 P4 SC Efluente
DBOs5 (mgO,/l) 73,31+ 19,82 57,08 20,54 55,08 84,68  11,23+6,17
SST (mgl/l) 237,61+118,62 79,98 10,66 13,32 84,49  36,85+36,5
Amonio (mgN/I) 92,39+ 23,44 14,16 29,34 28,24 56,47  40,21+16,1
Fésforo T.(mg/l) 19,27 + 8,55 24,97 7,16 21,20 4511 10,58+2,62
Organismos indicadores (log) eliminacién
Bacterias aerobias(logUFC/100ml) 3,5 0,2 0,3 0,1 0,5 11 2,4
E. coli (log UFC/100ml) 55 0,6 0,3 0,5 0,7 2,1 3.4
C.T. (log UFC/100ml) 6,2 0,6 0,4 0,6 0,3 1,9 43
E.F. (log UFC/100ml) 4,6 0,6 0,4 0,4 0,6 2,0 2,6
C.F. (log UFC/100ml) 54 0,4 0,3 0,6 0,3 1,6 3,8
Clostridium (log UFC/1ml) 1,5 0,4 0,4 0,6 0,1 15 0,0

En la Tabla 3.17, se observan los pardmetros quimicos y microbioldgicos a carga de
Nitrégeno de 2,49 g NTK/m?d y en la Tabla 3.18, a 3,39 g NTK/m?d de concentracion

de Nitrégeno.

Tabla 3.17. Concentracion del afluente y efluente en el Sistema Piloto Experimental y porcentaje de
eliminacién de los parametros quimicos y microbiolégicos a una carga de 2,49 g NTK/m%d. (DBOs:
Demanda bioquimica de oxigenos, SST: Soélidos totales en suspensién, C.T.: Coliformes totales, E.F.
Estreptococos fecales, C.F.: Coliformes fecales).

2,49 g NTK/m’d

% eliminacion

Parametros quimicos Afluente(P1) Py P3 P4 SC Efluente
DBOs (mgO,/l) 115,33+25,01 54,05 3,40 62,11 83,18 19,4046,73
SST (mg/l) 276,08+195,40 84,74 29,07 56,96 94,60 14,9045,77
Amonio (mgN/I) 220,94 + 40,9 18,05 24,67 25,98 54,00 101,6+30,3
Fosforo T.(mg/l) 16,34 £ 5,06 24,30 40,58 82,99 92,35 1,25+1,59
Organismos indicadores (log) eliminacion
Bacterias aerobias(logUFC/100ml) 4 0,6 1,1 0,2 0,4 2,4 1,6
E. coli (log UFC/100ml) 59 0,5 08 03 16 3,2 2,7
C.T. (log UFC/100ml) 6,4 0,5 05 05 18 3,3 3,1
E.F. (log UFC/100ml) 4,2 0,6 04 09 23 4,2 0,0
C.F. (log UFC/100ml) 5,3 0,7 00 07 14 2,8 2,6
Clostridium (log UFC/1ml) 2,5 0,3 0,2 10 11 2,5 0,0
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Tabla 3.18. Concentracion del afluente y efluente en el Sistema Piloto Experimental y porcentaje de
eliminacion de los parametros quimicos y microbiolégicos a una carga de 3,39 g NTK/m’d. (DBOs:
Demanda bioquimica de oxigenos, SST: Solidos totales en suspensién, C.T.: Coliformes totales, E.F.:
Estreptococos fecales, C.F.: Coliformes fecales).

3,39 g NTK/m“d

% eliminacion

Parametros quimicos Afluente(P1) P2 P3 P4 SC Efluente
DBOs5 (mgO,/l) 141,43+32,88 21,82 41,73 50,78 77,58  21,71+18,8
SST (mgl/l) 407,74+139,51 82,72 28,04 50,04 93,79  25,33+12,0
Amonio (mgN/I) 163,16 + 64,23 38,14 9,96 38,48 65,73  55,91+28,3
Fasforo T.(mg/l) 33,36 £ 4,17 31,05 2,48 34,71 56,10 14,64+7,85
Organismos indicadores (log) eliminacion
Bacterias aerobias (log UFC/100ml) 4.1 0,3 0,3 0,0 0,6 1,3 2,8
E. coli (log UFC/100ml) 8,0 1,0 1.4 0,8 0,8 4,0 4,1
C.T. (log UFC/100ml) 8,1 0,8 0,4 0,6 1,0 2,8 53
E.F. (log UFC/100ml) 4.6 0,4 0,4 0,7 0,7 2,2 2,4
C.F. (log UFC/100ml) 71 0,3 04 10 10 2,7 4.4
Clostridium (log UFC/1ml) 2,2 0,3 0,4 0,5 0,2 14 0,8

Para una carga de Nitrégeno de 2,34 g NTK m?d™ se obtuvo una DBOs de 0,15 g md™,
para una carga de 2,49 g NTK m?d™ se obtuvo una DBOs de 0,26 g m* d™ y para la
carga de Nitrégeno de 3,39 g NTK m?d™ se obtuvo una DBOs de 0,29 g m*d™.

La planta piloto experimental, registré una concentracién de SST con un valor medio,
en el efluente con la carga de Nitrégeno de 2,34 g NTK/m?d (Tabla 3.16) de 36,85 +
36,5 mg/l, para la carga de 2,49 g NTK/m?d de 14,90 + 5,77 mg/l (Tabla 3.17) y para la
carga de Nitrégeno de 3,39 g NTK/m?d (Tabla 3.18) de 25,33 + 12,0 mgl/l.

Los valores medios de Amonio en el efluente obtenidos en este estudio han sido de
40,21 + 16,1 mgN/l (Tabla 3.16); 101,6 + 30,6 mgN/I (Tabla 3.17) y 55,91 + 28,3
mgN/I (Tabla 3.18).

En este ensayo se han registrado valores de Fésforo de 10,58 + 2,62 mg/l con 2,34 g
NTK/m?d (Tabla 3.16) 1,25 + 1,59 mg/l durante la aplicacién de 2,49 g NTK/m?d
(Tabla 3.17) y 14,24 + 7,85 mg/I con una carga de 3,39 g NTK/m?d (Tabla 3.18)
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3.2.2

Reduccion de los Microorganismos

En la Figura 3.13, se observa como disminuye notablemente el numero de

microorganismos en el efluente durante los periodos de primavera, verano y otofio

periodos durantes los cuales estuvo en funcionamiento el sistema piloto experimental.

Siendo Clostridium perfringens por ser menos abundante quien presentd una

disminucion mucho mayor durante los tres periodos de muestreos.
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Figura 3.13. Evolucion temporal de los Coliformes totales, Coliformes fecales, Estreptococos fecales y
Clostridium perfringens en el afluente y efluente durante la primavera, verano y otofio.

Los resultados obtenidos, en relacion a los microorganismos analizados durante este

estudio fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el uso de

diferencias significativas minima de Scheffe, que se basa en la distribucién F para

determinar si existen diferencias significativas en la eliminacion de los parametros

analizados entre las distintas cargas de Nitrogeno aportadas durante este ensayo.
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Para las Bacterias aerobias, a una carga de Nitrogeno de 2,49 g NTK/m?d se observa
una eliminacién 2,4 log UFC/ml. Con carga de 3,39 g NTK/m’d presentaron una
eliminacién de 1,3 log UFC/ml y cargas de 2,34 g NTK/m?d de 1,1 log UFC/ml,
obteniéndose diferencias significativas en la eliminacion de las Bacterias con un valor
de F de [F14 81 = 8,77; P<0,01] (Tabla 3.19).

Para E. coli, a una carga de 2,49 g NTK/m?d se observé una eliminacién de 3,2 log
UFC/100ml, a 3,39 g NTK/m?d una eliminacién de 4,0 log UFC/100ml y a 2,34 g
NTK/m?d una eliminacion de 2,1 log UFC/10 ml obteniéndose diferencias significativas
en su eliminacién con un valor de F de [F14, 181 = 5,26; P <0,01] (Tabla 3.19).

Los Coliformes totales, a cargas de 2,49 g NTK/m?d muestran una eliminacién de 3,3
log UFC/100ml, a cargas de 3,39 g NTK/m?d la eliminacién fue de 2,8 log UFC/100ml
y a cargas de 2,34 g NTK/m?d fue de 1,9 log UFC/100ml con diferencias significativas
y un F de [F 14101 = 3,93; P< 0,01] (Tabla 3.19).

Para los Estreptococos fecales, empleando una carga de 2,49 g NTK/md alcanzaron
una eliminacién del 100% y a cargas de Nitrégeno de 3,39 g NTK/m’d de 2,2 log
UFC/100ml y para la carga de Nitrogeno 2,34 g NTK/m?d la eliminacion fue de 2 log
UFC/100ml con diferencias significativas y un valor de F de [F 14180= 4,18; P< 0,01]
(Tabla 3.19).

Los Coliformes fecales, a cargas de Nitrogeno de 2,49 la eliminacion fue de 2,8 log
UFC/100ml y 3,39 g NTK/m?d la eliminacién fue de 2,7 log UFC/100ml y a una carga
de 2,34 g NTK/m?d present6 una eliminacion de 1,6 log UFC/100ml no obteniéndose

diferencias significativas en su eliminacion.

Para Clostridium, utilizando las cargas mas bajas de Nitrogeno la eliminacion fue del
100% y a una carga de 3,39 g NTK/m?d se observé una eliminacion de 1,4 log UFC/1
ml con diferencias significativas en su eliminacion en funcion a la carga de Nitrégeno
aportada siendo F de [F 14135 = 13,82; P< 0,01], el valor méas alto obtenido durante el
ensayo. (Tabla 3.19)
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Tabla 3.19. Analisis de varianza (ANOVA), usando diferencias significativas minimas de Scheffe. Tests
de Significancia. Sigma-restricted datos no paramétricos. Descomposicion de la hipotesis. (BA: Bacterias
aerobias, Ec: E. coli, CT: Coliformes totales, EF: Estreptococos fecales; SC: Suma de cuadrados, G.L.:
grados de libertad, F-radio: Cociente entre dos medias cuadraticas, P: Nivel de significacion).

SC G.L F-radio P
Intercepcion 1,463763E+08 1 20,07016 0,000013
BA 8,955411E+08 14 8,77077 0,000000
Error 1,320074E+09 181
Intercepcion 2,154025E+12 1 20,20996 0,000012
E.coli 7,848757E+12 14 5,26002 0,000000
Error 1,929140E+13 181
Intercepcion 2,726851E+13 1 11,99463 0,000659
CT 1,250872E+14 14 3,93016 0,000007
Error 4,342183E+14 191
Intercepcion 2,693696E+09 1 6,219621 0,013536
EF 2,536753E+10 14 4,183747 0,000002
Error 7,795737E+10 180
Intercepcion 463101 1 66,40762 0,000000
Clostridium 1350058 14 13,82824 0,000000
Error 941437 135

Para determinar, la existencia de correlacion entre los parametros fisico-quimicos y

microbioldgicos de las muestras de agua de la totalidad del sistema piloto experimental,

se ha aplicado el test de correlacion de Spearman por tratarse de datos no paramétricos

r-Spearman, (p<0,05) (Tabla 3.20), y se ha observado una baja correlacién entre ambos

grupos de variables destacando la correlacion negativa de las Bacterias aerobias con la

Temperatura, el pH y la concentracién de Amonio, asi como la correlacion que presenta

Clostridium con el pH y el O.D.
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Tabla 3.20. Coeficiente de correlacién de Spearman (p< 0,05) entre los parametros fisico-quimicos y los
microbiologicos del agua analizada en la totalidad del sistema experimental de depuraciéon a escala
piloto. (T? Temperatura, O.D.: Oxigeno disuelto, DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno; PT: Fosforo
total, SST: Sélidos totales en suspensién, B.A.: Bacterias aerobias, C.T.: Coliformes totales, E.F.:
Estreptococos fecales, C.F.: Coliformes fecales).

B.A. E. coli C.T. E.F. C.F. Clostridium

T2 -0,22854 0,302797
pH -0,24088 0,181848  -0,25748
O.D. 0,278567  -0,25929
DBO; 0,398433 0,465965 0,380506 0,396070
Amonio | -0,29804 0,330667 0,409830 0,281635 0,302615
PT 0,247459 0,228330 0,280926
SST 0,373608 0,53043 0,492917 0,486242 0,337641
B.A. 0,36976 0,434765 0,404668 0,243488 0,365376
E. coli 0,800894 0,638718 0,480200  0,518039
C.T. 0,609684 0,470834  0,560722

S.F. 0,530117
C.F. 0,214503

El resto de las correlaciones significativas entre los parametros fisico-quimicos y
microbiologicos, han sido positivas superando el valor de r = 0,50 solamente entre E.
coli y los SST. Las correlaciones significativas mas elevadas se han obtenido entre los

parametros microbiologicos.

También se ha realizado un test de correlacion r-Spearman, (p < 0,05) entre los
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos del agua de entrada al sistema (Tabla
3.21).Se observa correlacion significativa: (> 0,5) entre el OD y el Clostridium (-
0,60834), la Temperatura y los Coliformes fecales (0,542023), OD y Coliformes fecales
(0,521724).

En la Figura 3.14, se observa la relacion lineal entre la carga de Clostridium perfringens
y su concentracion en el efluente, asi como su tasa de eliminacion en el sistema de flujo
superficial, en el de flujo subsuperficial y en el sistema completo. Observandose en las
gréficas de dispersion de la izquierda la concentracion de Clostridium perfringens en el

efluente y su relacion lineal con la carga.
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Tabla 3.21. Coeficiente de correlacion de Spearman (p< 0,05) entre los parametros fisico-quimicos y
microbiologicos del Afluente del sistema experimental de depuracion a escala piloto. (T2 Temperatura,
0.D: Oxigeno disuelto, DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno, PT: Fésforo total, SST: Sélidos totales
en suspensién, B.A.: Bacterias aerobias, C.T.: Coliformes totales, C.F.: Coliformes fecales).

T? pH O.D. DBOs Amonio PT SST E.coli

Ta
pH
0o.D 0,550743 0,752226
DBOs -0,67677
Amonio 0,521570
PT 0,553756 0,429813
SST 0,747405
B.A. -0,34723
E.coli 0,421831
C.T. 0,474357
C.F. 0,542023 0,345023 0,521724
Clostridium -0,60834 0,484329 0,394986

Existe un alto nivel de concentracion en el rango 0 de la gréafica de dispersion siendo
mas fuertemente observado en el sistema completo, seguido por la etapa de flujo
subsuperficial. Esto es reforzado por los valores de (R?) de 0,321 y 0,159 para las etapas
de flujo subsuperficial y sistema completo respectivamente. No se ha encontrado
correlacion lineal representativa entre la carga de Clostridium perfringens y el efluente
debido al bajo niamero de ufc/ml de este organismo indicador encontrado en el efluente

del sistema piloto de Centrotec.

En las gréficas de dispersion de la derecha se observa que existe una alta correlacion
lineal entre la tasa de eliminacion y la carga de Clostridium perfringens. Esto es
corroborado al observar que los valores de (R?) estan cercanos al 1 en la etapa de flujo
subsuperficial y en el sistema completo siendo la etapa de flujo superficial con un valor

de 0,673 la etapa en la que la correlacion lineal es méas baja.

En la Figura 3.15 se observa la relacion lineal entre la carga de Coliformes fecales y su
concentracion en el efluente asi como su tasa de eliminacion en las distintas etapas del

sistema de tratamiento estudiado y en el sistema completo.
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En las gréaficas de dispersion de la izquierda se observa la relacion lineal entre la carga
de Coliformes fecales y su concentracién en el efluente donde encontramos un alto nivel
de concentracion en los rangos inferiores cercanos a 0 por lo cual se observa una forma
funcional que describe la relacion que existe entre la eliminacion de este
microorganismo Yy la baja carga de este en el efluente del sistema de tratamiento a escala
piloto, lo cual esta reforzado con los valores obtenidos de (R?) que para las etapas de
flujo superficial y subsuperficial fueron de 0,001 y 0,007 no existiendo correlacién
lineal en estas etapas del sistema, solo el sistema completo con un valor de (R?) de
0,775 present6 una alta correlacion lineal entre el efluente y la carga de los Coliformes
fecales.

En las graficas de dispersion de la derecha la relacion lineal entre la carga y la tasa de
eliminacién de los Coliformes fecales sigue un patron similar al lineal con valores de
(R?) cercanos al 1 en todas las etapas de tratamiento del sistema. Por lo cual existe un
alto coeficiente de correlacion entre la carga y la tasa de eliminacion de los Coliformes

fecales en las diferentes etapas del sistema.

En la Figura 3.16 se observa la relacion lineal entre la carga de Estreptococos fecales y
su concentracion en el efluente asi como su tasa de eliminacion de las etapas de flujo
superficial, flujo subsuperficial y sistema completo. Se observa, en las graficas de
dispersion de la izquierda la relacion lineal entre la carga de los Estreptococos fecales y
su concentracion en el efluente donde existe un alto nivel de concentracion en los
rangos inferiores de la grafica. El valor de (R?) de la etapa de flujo subsuperficial fue de
0,374 y del sistema completo de 0,393 no habiendo correlacién lineal entre la carga de
Estreptococos fecales y su concentracion en el efluente a diferencia de la etapa de flujo
superficial que con un valor de (R?) de 0,702 present6 una alta correlacion lineal entre la

carga de Estreptococos fecales y su concentracion en el efluente.

En las gréaficas de dispersion de la derecha se observa la relacion lineal entre la carga y
la tasa de eliminacion de los Estreptococos fecales estas siguen un patrén similar al
lineal con valores de (R?) cercanos a 1 con un alto coeficiente de correlacion lineal entre
la carga y la tasa de eliminacién de los Estreptococos fecales en la etapa de flujo

superficial, flujo subsuperficial y sistema completo.
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En la Figura 3.17, se observa la relacion lineal entre la carga de los Coliformes totales y
su concentracion en el efluente asi como su tasa de eliminacion en las etapas de flujo
superficial, flujo subsuperficial y sistema completo. En las graficas de dispersion de la
izquierda se observa la relacion lineal entre la carga de los Coliformes totales y su
concentracion en el efluente donde encontramos un alto nivel de concentracion en los
rangos inferiores cercanos al O por lo cual se observa una forma funcional que describe
que no existe correlacion lineal entre la carga y la concentracion de Coliformes totales
en el efluente lo cual es corroborado por los valores de R? que para la etapa de flujo
superficial es de 0,115, la etapa de flujo subsuperficial de 0,171 y el sistema completo
con 0,123.

En las graficas de dispersion de la derecha se muestran la relacion lineal entre la carga y
la tasa de eliminacion de los Coliformes totales, observandose que siguen un patrén
similar al lineal con valores de (R?) cercanos al 1 con un alto coeficiente de correlacién
lineal entre la carga y la tasa de eliminacion de los Coliformes totales en la etapa de

flujo superficial, flujo subsuperficial y sistema completo.

En la Figura 3.18, se observa la relacion lineal entre la carga de E. coli y su
concentracion en el efluente asi como su tasa de eliminacion en las etapas de flujo

superficial, flujo subsuperficial y sistema completo.

En las graficas de dispersion de la izquierda se muestran la relacién lineal entre la carga
de E. coli y su concentracion en el efluente donde se observa un alto nivel de
concentracion en los rangos inferiores siendo el sistema completo el que por su valor de
(R?) de 0,671 presenté una alta correlacion lineal entre la carga y la concentracion de E.

coli en el efluente.

En las gréficas de dispersion de la derecha se muestran la relacion lineal entre la carga y
la tasa de eliminacion de E. coli, observindose que sigue un patron similar al lineal con
valores de (R?) cercanos al 1 por lo cual existe un alto coeficiente de correlacion entre la
carga de E. coli y su tasa de eliminacion en las etapa de flujo superficial, flujo

subsuperficial y sistema completo.
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Figura 3.14. Relaciones observadas entre la carga de Clostridium perfringens y su concentracion en el
efluente en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema completo (izquierda) y relaciones
observadas entre la carga de Clostridium perfringens y su tasa de eliminacion en las distintas etapas del
tratamiento y en el sistema completo (derecha).
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Figura 3.15. Relaciones observadas entre la carga de Coliformes fecales y su concentracion en el efluente
en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema completo (izquierda) y relaciones observadas entre
la carga de Coliformes fecales y su tasa de eliminacion en las distintas etapas del tratamiento y en el
sistema completo (derecha).
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Figura 3.16. Relaciones observadas entre la carga de Estreptococos fecales y su concentracion en el
efluente en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema completo (izquierda) y relaciones
observadas entre la carga de Estreptococos fecales y su tasa de eliminacion en las distintas etapas del
tratamiento y en el sistema completo (derecha).
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Figura 3.17. Relaciones observadas entre la carga de Coliformes totales y su concentracion en el efluente
en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema completo (izquierda) y relaciones observadas entre
la carga de Coliformes totales y su tasa de eliminacion en las distintas etapas del tratamiento y en el
sistema completo (derecha).
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Figura 3.18. Relaciones observadas entre la carga de Escherichia coli y su concentracion en el efluente
en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema completo (izquierda) y relaciones observadas entre
la carga de Escherichia coli y su tasa de eliminacidn en las distintas etapas del tratamiento y en el sistema
completo (derecha).
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La Figura 3.19, muestra diagramas de cajas para los parametros fisico-quimicos y las

Bacterias aerobias del sistema piloto experimental de tratamiento de agua residual, del

centro de reproduccion porcina CENTROTEC. Se observa como los parametros fisico-

quimicos y las Bacterias aerobias se reducen significativamente en la etapa FSSW

plantada con Salix atrocinerea y flujo subsuperficial en relacién a los valores obtenidos

en el afluente del sistema.
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Figura 3.19. Diagramas de cajas para los pardmetros fisico-quimicos y las Bacterias aerobias del sistema
piloto experimental de tratamiento de agua residual del centro de reproduccién porcina Centrotec. (FSW:
Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial, N=76).
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En la Figura 3.20, se observa el diagrama de caja para los indicadores fecales y
Clostridium, del sistema experimental de CENTROTEC. Se representa el valor medio
obtenido en todos los muestreos (N=76), asi como el error estdndar y la desviacion
tipica, los valores extremos y los outliers. FSW: etapa del sistema con flujo superficial y
plantada con Typha latifolia; FSSW: etapa del sistema con flujo subsuperficial y
plantada con Salix atrocinerea. Se observa una notable disminucién del nimero de estos
microorganismos en las diferentes etapas del sistema de depuracion reduciendose
significativamente en la ultima etapa (FSSW) del sistema de tipo MJEA® en
CENTROTEC.
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Figura 3.20. Diagramas de cajas para los indicadores fecales y Clostridium del sistema MJEA® en
Centrotec. (FSW: Balsa de flujo superficial, FSSW: Balsa de flujo subsuperficial, N=76).
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4.1 MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS ARTIFICIALES
(M.J.E.A. ®) A ESCALA REAL
Los resultados obtenidos sobre la presencia y eliminacion de microorganismos
indicadores y organismos patdgenos mostraron una reduccion significativa en los
puntos de muestreos proximos a la salida del sistema de tratamiento. Observandose un
100% de eliminacién de Clostridium en el periodo de muestreo de verano y el mismo
porcentaje de eliminacion para los huevos de Helmintos, los quistes de Giardia y los
ooquistes de Cryptosporidium durante todos los periodos de muestreo. El porcentaje de
eliminacién para los indicadores de contaminacion fecal E. coli, Coliformes fecales y
Estreptococos fecales fue mayor de 90% a excepcion de los Coliformes fecales que
presentaron un porcentaje de eliminacion del 72% durante el periodo de primavera. En
general los estudios llevados a cabos por otros autores (Gersberg et al., 1989a; Haberl y
Perfler, 1990; Song et al., 2006), mostraron mejores rendimientos con respecto a la
eficiencia de eliminacion de los coliformes, méas del 99% que fue lo registrado en

Bustillo de Cea solo durante los muestreos de otofio.

Karpiscak et al., (1996), obtuvieron una reduccion del 57% de Coliformes totales y 62%
de Coliformes fecales en un sistema de humedal artificial con lenteja de agua
(duckweed). Estos autores también observaron, un 98% de reduccion de Giardia 'y 87%
de Cryptosporidium. También encontraron en un sistema de humedal artificial con
Typha, Scirpus, y Salix la reduccion de Coliformes totales y Coliformes fecales de 98%
y 93% respectivamente, Giardia y Cryptosporidium fueron reducidos un 73% y 58%

respectivamente.

Song et. al. (2006), detectaron una alta reduccion de Coliformes totales 99,7% y
Coliformes fecales 99,6%, lo cual fue significativamente reducido de 2,4x10°
UFC/100ml y 1,6x10° UFC/100ml a 8,0x10° UFC/100ml y 6,0x10° UFC/100ml
respectivamente. Estos porcentajes de eliminacién, fueron similares a los encontrados
para tratamientos de humedales artificiales por Gersberg et al (1989a) y Kadlec y
Knight, (1996).

En estudios realizados por Gersberg et al. (1989b), en California observaron en un
humedal artificial plantado con Scirpus una reduccion de Coliformes totales de 1,52
unidades logaritmicas. Esta laguna recibia 180 m*/d de efluente secundario que equivale

a 1/5 dias de tiempo de retencién hidraulica (TRH). EI mismo estudio se realiz6 con
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sistemas plantados y no plantados que recibian agua residual urbana con un caudal de
50 m*d con un TRH de 5,4 dias. El humedal plantado con Scirpus, mostré una
eliminacién de 2,07 unidades logaritmicas de Coliformes totales, y en el humedal sin

vegetacion no se encontro tasa de eliminacion.

Bavor et al., (1989), determinaron que s6lo 2 dias de tiempo de retencion a 20 °C eran
necesarios para lograr una eliminacion de Coliformes fecales de 1 unidad logaritmica en
una laguna sin vegetacién mientras que un TRH de 3 dias era necesario para lograr el

mismo porcentaje de eliminacion en una laguna plantada con Typha.

La eliminacion de Bacterias Coliformes, ha sido también estudiada por Williams et al
(1995), quienes confirmaron la capacidad de un humedal artificial de sistema
hidropdnico para lograr la eliminacion de 2 unidades logaritmicas de E. coli y

Coliformes totales con valores de TRH de mas de 24 horas.

En el estudio llevado a cabo en Leon, los Coliformes fecales registraron una reduccion
de 1,42 unidades logaritmicas durante el verano, 3,18 en el otofio, 1,42 en el invierno y
0,6 en primavera. Durante el otofio, fue cuando se registr6 una mayor eficiencia de
eliminacién en contraposicion a la registrada por otros autores como Gersberg et al.,
(1989b). En el caso de E. coli los valores de eliminacion fueron 1,32 unidades
logaritmicas en el verano, 1,62 en otofio, 1,23 en invierno y 3,01 en primavera, estas
ultimas mostraron valores con mejor rendimiento. EI TRH de Bustillo de Cea es de 13
dias lo cual estaria asociado a la eficiencia de eliminacion de los microorgnismos
indicadores. Segin Mandi et al., (1993), en los humedales artificiales con flujo
subsuperficial y con Eichornia crassipes, la sedimentacion, la depredacién y la muerte
celular juegan un papel importante en la eliminacion de microorganismos. Este mismo
autor, también observa que la tasa de eliminacién de Coliformes fecales en lagunas con
macrofitos necesita un tiempo de retencion de entre 7 y 50 dias, atribuyéndose esta
diferencia a la aglomeracion de Bacterias sobre la raiz y a la depredacion causada por la
poblacion de nematodos presentes.

Por otro lado, Thurston. J., et. al (2001) observaron un notable aumento tanto en el
namero de Coliformes fecales como de Coliformes totales durante los meses de
invierno lo cual pudo ser debido a la actividad animal o a la variacion estacional de las

plantas. La reduccién de los microorganismos indicadores, de calidad tales como
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Coliformes totales y E. coli en este sistema de depuracion, pudo ser debido a factores
bioldgicos tales como la depredacidn de los nematodos y protozoarios, la accion de lisis
o ruptura celular de las Bacterias causada por lo bacteriéfagos (Green et al., 1997;
Decamp y Warren, 1998, Graves y Weaver, 2009) y por los factores quimicos tales
como las reacciones de oxidacion, absorcion y la exposicion a las plantas y a las toxinas

microbianas (Neori et al. 2000; Graves y Weaver, 2009).

El género Cryptosporidium, es uno de los protozoarios parasitos gastrointestinales mas
comunes (Slifko et al., 2000; Morsy et al., 2007). Morsy et al., (2007), detectaron
ooquistes de Cryptosporidium en un 955% de las muestras de aguas residuales
examinadas; estos resultados son parecidos a los registrados por Farias et al., (2002), los
cuales detectaron ooquistes de Cryptosporidium en 24 muestras de una estacion de
bombeo de agua residual de Brasil. Investigadores en otros paises registraron poca
presencia de ooquistes de Cryptosporidium, por ejemplo Johnson et al., (1995), en USA
encontraron Cryptosporidium en un 54,2% de las muestras de agua residual mientras
que Mayer y Palmer, (1996), solo en un 45,5% también en USA. Tanto Rose et al.,
(1996) en USA como Ottoson, (2001) en Suecia detectaron en un 67% de las muestras

de aguas residuales ooquistes de Cryptosporidium.

Morsy et al., (2007), observaron ooquistes en agua residual doméstica en un rango entre
0 y 83 Ooquiste/l con un valor medio de 43,8 Ooquistes/l. Lemarchand y Lebaron
(2003), en Francia encontraron ooquistes de Cryptosporidium en un rango de valores
entre 1 y 87,1 Ooquistes/l con un valor medio de 23,4 Ooquistes/l. En el sistema de
depuracion de tipo MJEA® se observaron, ooquistes de Cryptosporidium a la entrada
del sistema en un rango de valores entre 0 y 4,9 Ooquistes/l en una 83% de las muestras
de agua bruta con un valor medio de 1,4 Ooquistes/I.

La escasa cantidad de quistes de Giardia, ooquistes de Crytosporidium y huevos de
Helmintos en el agua del sistema de tratamiento pudo deberse al fendmeno de
sedimentacion. Amahmid et al., (2002) determinaron que el rendimiento positivo de una
laguna de estabilizacion en cuanto a la reduccion de protozoarios y huevos de
Helmintos, estd ampliamente atribuido al fenémeno de sedimentacion favorecido por el
tiempo de retencion hidraulica. Este fenomeno influye mucho més sobre los huevos de

Ascaris que sobre los quistes de Giardia.
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En el sistema de tipo MJEA® estudiado se ha obtenido un 86% de quistes de Giardia en
el agua bruta o de entrada al sistema de tratamiento.

La presencia y el uso de indicadores de contaminacion fecal tales como E. coli pueden
predecir la presencia de otras Bacterias enteropatégenas (Horman et al., 2004). Estos
autores sugieren que no existe correlacion positiva entre el numero de E. coli y la
presencia de quistes de Giardia tal y como ocurre en el sistema de depuracién de tipo
MJEA®, sin embargo si han encontrado correlacién positiva (0,60) entre Coliformes
totales y huevos de Helmintos del genero Trichuris, siendo su correlacion de 0,41 en el
sistema analizado en Bustillo de Cea.

Autores como Rose et al., (1991), demostraron que existe una inadecuada prediccion de
la presencia de los parasitos a través de los indicadores bacterianos clasicos, mientras Le
Chevallier et al., (1991), evidenciaron una interrelacion positiva entre la densidad de los

Cryptosporidium y los Coliformes totales y fecales.

En el estudio realizado en el sistema de tipo MJEA® de Bustillo de Cea la presencia de
Giardia ha mostrado correlacion positiva bastante alta con E.F. (0,90) y la
conductividad (0,66) y correlacion negativa con la Temperatura (-0,66). Sin embargo la
presencia de Trichostrongylus en cantidades tan minimas no ha permitido encontrar
correlacion positiva o negativa con ningun parametro tanto microbioldgico como fisico-
quimico. La correlacion negativa observada entre los quistes de Giardia y los ooquistes
de Cryptosporidium con la Temperatura, esto contradice lo expresado por Thurston. J.,
(2001), que en general, se observa una relacion positiva entre el aumento de la
Temperatura y el aumento del nimero de microorganismos presentes en las muestras. A
Temperaturas altas, aumenta el oxigeno en la rizosfera y las raices comienzan a exudar

y a acumular la materia organica aumentando el crecimiento de los microorganismos.

Al igual que en nuestro estudio Briancesco y Bonadonna (2005), han encontrado
correlacion entre los E.F. y los quistes de Giardia (0,9) y ooquistes de Cryptosporidium
(0,92) mientras que para Clostridium no se aprecia ninguna correlacién con los

protozoarios.

Lemarchand y Lebaron en 2003, en un estudio realizado en agua de rio llevaron a cabo

un analisis de correlacion entre ooquistes de Cryptosporidium y Coliformes fecales y
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encontraron que no existe correlacion entre patdgenos e indicadores microbianos lo cual
estd explicado por los factores bioldgicos, quimicos e hidrodindmicos que gobiernan el
comportamiento y transporte de estos organismos. Estos factores pueden ser: (Flujo de

agua, ataque de particulas, sedimentacion, suspension, supervivencia, etc.).

Los ooquistes de Cryptosporidium, pueden sedimentarse y las Bacterias de vida libre
pueden permanecer plancténicas en sistema de tratamientos de aguas residuales
(Lemarchand y Lebaron, 2003).

En este estudio, el Clostridium mostro correlacion con DBOs (r= 0,61; p>0,05) y con el
Amonio (r= 0,46; p>0,05) también mostré correlacion con los microorganismos
indicadores Coliformes fecales (r=0,57;p>0,05), Estreptococos fecales (r=0,52;p>0,05)
y con E. coli: (r=0,50;p>0,05) a diferencia de el estudio realizado por Thurston et al.,
(2004) donde encontraron correlacion positiva entre Clostridium y Giardia (r=0,90;
p>0,03). Con lo cual concluyeron que el Clostridium y E. coli usualmente son
considerados buenos indicadores de contaminacion fecal debido a su capacidad de

sobrevivir en ambientes contaminados y en sistemas de lagunaje artificial.

Abreu et. al., (2002), en estudios realizados sobre la presencia de Giardia y
Cryptosporidium en aguas residuales depuradas reutilizadas para riego agricola en la
isla de Tenerife Espafia, encontraron que Giardia lamblia present6 una correlacién baja
con Estreptococos fecales (r= 0,267; p>0,013), Clostridios sulfito reductores (r=0,237;
p>0,036) y con MES (r=0,344; p>0,002).

En el sistema MJEA® se observé, correlacién negativa entre el Amonio y Giardia (r= -
0,40; p>0,05) y entre Amonio y Cryptosporidium (r= -0,46; p>0,05) al analizar las
muestras del afluente y efluente de forma conjunta. En el trabajo realizado por Thurston
et al. (2001), también se obtiene una correlacion negativa entre Giardia y Amonio.
Estos resultados sugieren, que el aumento de los niveles de Amonio contribuye a
reducir la resistencia ambiental de estos microorganismos. Otros investigadores,
tambien han logrado que los niveles de Amonio aumenten la reduccion microbiana
(Araki, et al., 2001; Jenkins et al., 1998).

Araki et al., (2001), determinaron que otro factor que influye en la inactivacion de los

quistes u ooquistes es el equilibrio Amonio-Amonio que tiende a formar gases. Por lo
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tanto el Amonio disuelto puede tener un significante papel inactivador de los ooquistes.
Jenkins et al., (1998), demostraron que la exposicion a soluciones con bajas
concentraciones de Amonio puede afectar a los ooquistes de C. parvum. Por lo cual en
nuestro estudio las concentraciones de Amonio pudieron haber inactivado a los quistes

de Giardia y a los microorganismos indicadores.

El analisis realizado sobre las muestras recogidas en el sistema MJEA®, determina una
correlacion positiva entre, E. coli y Clostridium, Giardia y Cryptosporidium y los

huevos de Helmintos no presentaron correlacion con ningun parametro microbiolégico.

Segun el estudio realizado por Valderrama et al., (2003), los Coliformes fecales y E.
coli estan correlacionados (r=0,6) de forma positiva e inversamente correlacionados con
la Temperatura (r=-0,8). Williams et al., (1995) y Van deer steen et al., (1999)

encuentraron también correlacién entre los microorganismos y la materia organica.

En este estudio se ha obtenido correlacion negativa entre la DBOs y los huevos de
Helmintos (r= -0,41) en el andlisis realizado sobre el agua residual de entrada o agua
bruta. También se ha observado, correlacién positiva entre DBOs y todos los
microorganismos analizados en las muestras del afluente y el efluente del sistema.
Awuah et al., (2001) obtuvieron resultados muy similares y determinaron que la
eliminaciéon de la materia orgéanica puede ser debida a procesos fisicos y bioquimicos
que incluyen la sedimentacion de la materia organica suspendida en el agua residual, la
oxidacion de esta causada por las Bacterias heterotréficas del agua residual y la

degradacion anaerdbica en el sedimento del fondo de la laguna.

La aplicacion del andlisis de varianza realizado para determinar la existencia de
diferencias significativas entre el periodo célido y frio demostrd6 que se observan
diferencias significativas en la reduccion de la DBOs en las diferentes estapas del
sistema de tratamiento siendo la etapa de flujo subsuperficial (FSSW) la que mas

diferencias significativas.

En general el sistema de tratamiento redujo eficientemente la DBOs, Esta se encontrd
dentro de los limites permitidos segun la normativa oficial (91/271/CEE) que indica que

el agua de vertido de un sistema de tratamiento debe tener 25 mgO,/I
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Con respecto a la concentracion de Fdsforo total segun la normativa oficial
(91/271/CEE) el agua de vertido de un sistema de tratamiento de depuracién debe tener
una concentracion de 2 mg/l para zonas sensibles observandose una concentracion
media de Fdsforo total cercana a la establecida por la directiva europea, aunque la zona

de vertido no ha sido catalogada como zona sensible.

Las variaciones observadas en la reduccion de estos parametros se deben a los
diferentes mecanismos que ocurren en el ecosistema del humedal donde participa la
precipitacion, la sedimentacion, la acumulacion de turba, las plantas (Dunne et al.
2005). Ademés la vegetacion, la materia en descomposicion la fauna, los
microorganismos Y el sustrato disminuyen la concentracion de Fésforo (Zhang et. al.,
2009).

4.2 EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS HUEVOS DE HELMINTOS
EN LODOS

Debido a la presencia de huevos de Helmintos en el agua residual de Bustillo de Cea se

hizo necesario realizar ensayos para determinar la presencia y viabilidad de estos en los

lodos del pretratamiento y la laguna de microfitos del sistema de tipo MJEA®.

El ndmero total de Helmintos por kilogramo de materia seca encontrados en el
pretratamiento fue de 97 H/kg.m.s. registrandose un nimero de Ascaris de 47 H/kg.m.s
con un 4,25% de viabilidad o la probabilidad de que existan 2 huevos viables de este
Helminto. Trichostrongylus (29 H/kg.m.s) con un porcentaje de viabilidad de 6,90%
que representan 2 huevos viables e Himenolepis (20 H/kg.m.s) con un porcentaje de
viabilidad de 20% que representa la posibilidad de que existan 4 huevos viables. Hay
que indicar que de los 97 H/kg.m.s totales registrados en la balsa de pretratamiento del

sistema de depuracion solo se observaron 8 huevos viables.

El nimero total de huevos de Helmintos por kilogramos de materia seca encontrados en
el lodo de la laguna de microfitos a 1,5 m de profundidad fue de 343 H/Kg.m.s de los
cuales se registraron un total de 128 H/Kg.m.s de Ascaris con un 1,56% de viabilidad
que representan 2 huevos viables. Para Trichostrongylus 119 H/Kg.m.s con un 2,52%

de viabilidad que representan la existencia de 3 huevos viables. Para Himenolepis (81
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H/Kg.m.s) con un 3,70% de viabilidad que representan la existencia de 3 huevos
viables. También se encontré Trichuris (8 H/Kg.m.s) no viables. De los 343 H/Kg.m.s
de Helmintos totales registrados en el lodo de la laguna de microfitos a 1,5 m de

profundidad solo se observaron 8 huevos viables.

En el lodo de la balsa de microfitos a 1 m de profundidad se identificaron un ndmero
total de 338 H/Kg.m.s de los cuales se observardon 181 H/Kg.m.s de Ascaris con un
2,21% de viabilidad que representan 4 huevos viables, 82 H/Kg.m.s de Trichostrongylus
con un 6,10% de viabilidad que representan 5 huevos viables, 66 H/Kg.m.s de
Himenolepis con un 6,06% de viabilidad que representan la existencia de 4 huevos
viables y 9 H/Kg.m.s de Trichuris no viables. De los 338 H/Kg.m.s totales registrados
en el lodo de la laguna de microfitos a 1m de profundidad se observaron 13 huevos

viables.

La normativa vigente establece que en el agua de vertido debe haber menos de 1 huevo
de helminto por 10 litros, en la legislacion no se especifica nada acerca de la presencia
de huevos de Helmintos en lodos pero se recomienda realizar un tratamiento adecuado a
los lodos de este sistema de depuracion para evitar posible contaminacion de la

poblacion.

Burd (1968), en estudios realizados de lodos almacenados en lagunas de 5,5 a 10,7 m de
profundidad por periodos de muchos meses o afios, observo que durante este tiempo los
solidos se sedimentaron en el fondo, registrandose una continua descomposicién
anaerobica en la parte mas profunda de la laguna, la cual al ser drenada periddicamente,
el sobrenadante regresaba a la planta de tratamiento para ser procesado sin la presencia
de Helmintos. En los resultados obtenidos en Bustillo de Cea se observo la existencia de
un numero considerable de huevos de Helmintos en el lodo de las balsas estudiadas,
observandose una concentraciéon de estos mayor en los dos puntos muestreados de la
laguna de micréfitos que en el lodo de la entrada del sistema, este hecho podria
explicarse porque el lodo del pretratamiento o de la entrada del sistema es extraido
anualmente y el lodo de la laguna de micréfitos, en 9 afios que lleva el sistema de
tratamiento funcionando, no ha sido extraido nunca y los huevos podrian haber
permanecido sedimentandose en el fondo de la laguna pudiéndose haber producido
pérdida de viabilidad por acumulacién durante un largo periodo de tiempo.
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Sadighian et al. (1976), cuantificaron en una planta de tratamiento en Iran un nimero de
14.000 a 25.000 Huevos de Ascaris /g materia seca y Ayres et al. (1992), encontraron
de 5.187 a 44.306 Huevos de Helmintos/g materia seca en una laguna facultativa, estas
concentraciones de parasitos son extremadamente altas, lo cual podria ser consecuencia

directa de las bajas condiciones socio-econdémicas de los habitantes de estos paises.

Por el clima templado de los paises europeos las aguas residuales contienen bajas cargas
de parésitos de origen humano por lo cual la carga contenida en los lodos también
depende de los desechos de animales vertidos en los sistema de aguas residuales (WHO,
2004). La existencia de parasitos en lodos es muy conocida (Cram, 1943; Keller y Hide,
1951; Graham, 1981; Schwartzbrod et al., 1989), y el nimero y tipo de paréasitos

presentes esta influenciado por la tasa de infeccion de la poblacion local. (Hays, 1977).

En estudios realizados por Schwartzbrod et al., (1986) en muestras de lodo de una
planta de tratamiento de aguas residuales de Nancy (Francia) se observardn una
contaminacion con parasitos bastante significativa de 83 a 130 Huevos/kg materia seca,

en la cual todas las muestras estudiadas fueron positivas.

Estudios posteriores realizados por Schwartzbrod et al., (1989) demostraron que las
concentraciones variaron de 113 a 135 huevos/100g dependiendo del tipo de lodo
estudiado, observandose que el tratamiento aplicado a los huevos de Helmintos fue de
bajo impacto. Los huevos de Helmintos detectados pertenecian al filo Nematoda y mas
raramente a la clase Cestoda del filo Plathelminthes. En Francia, se observaron y fueron
recuperados una gran cantidad de parasitos animales y humanos de los lodos incluyendo
a Ascaris sp., Toxocara sp., Trichuris sp., Hymenolepis sp. y Taenia sp.

Segun Reimers et al. (1981), en investigaciones realizadas al sur de los Estados Unidos
en lodos de agua residual de origen urbano, observaron huevos de parasitos viables y
quistes encontrandose 18 especies de parasitos diferentes. De 1.000 a 10.000 huevos/kg.
de materia seca dependiendo del parésito, el cual varié segin la poblacién, tipo de

industria, estacién del afio y region geogréafica.

Schwartzbrod et al. (1987), cuantificaron en sedimentos de lagunas de estabilizacion de
Marruecos, un niamero de huevos de Helmintos (nematodos y platelmintos) de 40 a 246

huevos/g de sedimento seco. Estos encontraron, que el numero de huevos de
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platelmintos desaparecia mucho méas rapidamente que los huevos de nematodos. Esta
disminucion podria ser debida a las condiciones anaerobicas del sedimento de la laguna,
a fendmenos de depredacion o a los efectos de la presion osmotica (Fitzgerald y Ashley,
1977; Panicker y Krishnamoorthi, 1978). Comparando el nimero de Huevos de
Helmintos registrados en otros paises con los observados en este estudio es mucho
menor el nimero de huevos de Helmintos registrados en Bustillo de Cea. Aunque no
existe un método estandar para la recuperacion y deteccion de Helmintos en muestras de
lodos y esta diferencia en las metodologias empleadas por los investigadores limita el

grado con el cual se puede asegurar las comparaciones entre los estudios realizados.

También se debe acotar que la identificacion al microscopio de los diferentes grupos de
Helmintos es muy dificil debido al parecido de las estructuras de los huevos y larvas, se
hizo un estudio més o menos presuntivo tanto de larvas como de huevos de Helmintos y
se tratd de ser lo méas preciso posible en cuanto a las especies de Helmintos encontrados.
Se debe tener en cuenta gque la observacion microscopica se ve muy dificultada por la
presencia de multitud de huevos de dificil o dudosa clasificacion, ya sea de especies de
vida libre que habitan los fangos, acaros y artefactos de varios tamafios y formas que
coinciden con la familia Trichostrongylidae que es una de la mas abundantes en este
estudio. (Bernabeu et al., 2002). Ademas, a veces es casi imposible determinar si los
huevos son de origen humano o animal. Segun O"Donnel et al. (1984), muchos huevos
de Helmintos son similares y estructuralmente indistinguibles por ejemplo los géneros

Ascaris, Toxocara, Trichuri, Capillaria e Hymenolepis son muy dificiles de identificar.

En este estudio, se observaron especies de Helmintos tales como: Ascaris en mayor
porcentaje, el cual es un nematodo parésito propio del hombre y del cerdo. Son huevos
ligeramente ovalados, de 35-75 x 35-50 pm, con una membrana albuminoidea
caracteristica, gruesa y mamelonada. La fuente de infeccion es principalmente el suelo,
los alimentos, aguas, manos y objetos contaminados con materia fecal que contiene
huevos infectantes de Ascaris sp. Es un parésito cosmopolita. Habita mas
frecuentemente en regiones templadas y calidas del mundo (Pérez et al., 2000).

El nematodo Trichostrongylus, se encuentra en el tracto digestivo de los animales
herbivoros, esta ampliamente distribuido en todo el mundo y es propio de los rumiantes,
caballos y cerdos. Varias especies de esta familia pueden infectar al hombre,

provocando dolores abdominales y diarreas. (Pérez et al., 2000).
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Hymenolepis es un cestodo que tiene una distribucion cosmopolita, aunque es tipica de
roedores y puede infectar al hombre. Los huevos son esféricos, ligeramente ovalados,
con una membrana fina externa y otra interna en la que se observan seis ganchos
caracteristicos. (Pérez et al., 2000). Los mas estudiados son Hymenolepis nana e
Hymenolepis diminuta comunes en paises con clima templado (Baker et al., 2002)

ambos presentes en humanos.

Los huevos de Trichuris trichiura (del griego trichos = pelos y Kephales = cabeza)
producen la enfermedad denominada trichuriasis o tricocefalosis. Es una
geohelmintiasis frecuente en zonas tropicales, rurales. (Hotez, et al., 2008; Carrada,
2004, Uribaren, 2010).

4.3 MOSAICO JERARQUIZADO DE ECOSISTEMAS ARTIFICIALES
(M.J.E.A. ®) A ESCALA PILOTO

En el estudio realizado en las aguas residuales de purin se obtuvieron valores de pH

cerca de la neutralidad que segun el real decreto 606/2003 los valores de pH de los

vertidos de agua de explotacion de ganado (porcino) deben oscilar entre 5,5y 9,5 por lo

cual los valores obtenidos en este estudio estan dentro de los limites permitidos.

En estudios realizados por Hunt et al., (1995), los valores de pH variaron diariamente en
un rango de 7,5 a 8,1 llegando a la conclusién de que los valores altos de pH se debe a
la actividad diurna de las algas. Esto junto con el aumento de la Temperatura en verano

contribuye a volatilizar el N-NH,".

En cuanto a los valores de Oxigeno disuelto obtenidos fueron bajos y no se observé
mucha diferencia con respecto a las diferentes cargas de Nitrogeno empleadas durante
este estudio. Los valores mas altos se obtuvieron en el punto (P1), lugar donde se
realiz6 la toma del purin bruto desde la laguna utilizando una bomba extractora que

movia el agua aumentando su oxigenacion.

Generalmente, cuerpos de agua con una concentracion de Oxigeno disuelto (OD) mayor
de 5 mgO.,/l son considerados adecuados para sostener la vida acudtica. Valores
menores a este sugieren condiciones de estrés (hipoxia). Segin Thurston et al., (1979),

las aguas dulces deben tener entre 5,0 mgO-/l y 3,5 mgO-/I. Los valores obtenidos en
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este estudio se encuentran por debajo de este rango de valores en el punto de vertido a

cauce fluvial.

Se observo también, que los valores de DBOs con las tres cargas de Nitrégeno
empleadas presentaron una marcada disminucion en el efluente del sistema siendo
menor de 40 mgO,/l que es el valor permitido para vertidos de origen ganadero.

Alcanzando un 84,68 % de reduccidn con la menor de las cargas de NTK aportada.

Segun el estudio realizado por Dunne et al., (2005), en un humedal artificial de flujo
superficial, encontraron una carga de DBOs de 3,57+ 0,49 g m? d™ lo cual fue 5 veces
menor que los valores registrados por Newman et al., (2000). Otros estudios han
registrado una eficiente eliminacion de DBOs en humedales artificiales con cargas de 9
g m?d™ (Reaves et al., 1994; Skarda et al., 1994; Geary y Moore, 1999). Comparando
estos valores de cargas con los valores, obtenidos en la planta piloto experimental
tenemos que se obtuvo una DBOs de (0,15 g m%d™), (0,26 g m* d%) y (0,29 g m? d%)
para las tres cargas de Nitrégeno usadas, observandose que todos los valores de carga de
DBOs se encontraron dentro del valor permitido para vertidos de origen ganadero y son
mucho maés bajos que los alcanzados en el estudio de Dunne et al., (2005).

En cuanto a los SST la planta piloto experimental registré una eficiente eliminacion de
este parametro, el valor de vertido permitido para los SST es de 80 mg/l segln el Real
Decreto 606/2003 para residuos ganaderos. Los valores medios obtenidos en el efluente
para las tres cargas de Nitrogeno usadas fueron (36,85 + 36,5 mg/l), (14,90 £ 5,77 mg/l)
y (25,33 + 12,0 mg/l) estando todos los valores dentro del rango establecido por la ley.

Para los valores de Amonio en la planta piloto experimental se observé una notable
disminucion en la concentracion de Amonio de hasta el 65,73% en el periodo de mayor
carga de Nitrogeno aportada. La carga de Amonio, obtenida por otros autores tales
como Reaves et al., (1994) y Skarda et al., (1994) fue de 83 + 13,64 mg m? d™* mucho
més bajo que el registrado por Geary y Moore (1999) que fue de 3.200 mg m%d™.

En cuanto a los valores de Amonio se puede decir que las altas tasas de desnitrificacion,
pueden verse limitadas por falta de oxigeno para la nitrificacion sugiriéndose que la
volatilizacién del Amonio puede ser el principal mecanismo para reducir Nitr6geno en

el tratamiento de agua residual de granjas de cerdos. (Knight et al., 2000; Hunt et al.,
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2002). Una alternativa a este proceso es el Anaerobic Ammonium Oxidation
(ANAMMOX), previa nitritacion parcial del Amonio. Bacterias especificas oxidan el
Amonio en condiciones anaerobias, utilizando el nitrito como aceptor de electrones y

produciendo Nitrogeno gas.

Los autores antes citados obtuvieron valores de Fosforo de 30,89 + 3,67 mg/l y en este
ensayo se registraron valores de Fésforo total muchos menores de entre 1 y 10 mg/l.
siendo el valor de vertido sefialado por la legislacion para aguas residual de origen
porcino de 10 mg/l. La reduccién de Fosforo en un humedal artificial de flujo
superficial se lleva cabo a través de algunos mecanismos como sedimentacion,
precipitacion, absorcion a través de las raices de las plantas, etc., pudiéndose ver
limitada por las condiciones anaerobias (Craft y Richardson, 1993; Mitsch y Gosselink,
1993; Reddy et al., 1999; Kadlec y Knight, 1996; Braskerud, 2002; Koskiaho et al.,
2003).

Dunne et al., 2005, afirmaron que un humedal artificial de flujo superficial usado para
depurar agua proveniente de actividades agro-ganaderas reduce entre 48% y 95%, de
Sélidos en suspension (SST); entre 50% y 99% de Nitrégeno (N) y entre 30% y 94% de
Fésforo (PT). ElI humedal artificial experimental, a escala piloto disefiado para
Centrotec en este estudio alcanza porcentajes de eliminacién semejante y superiores en
ocasiones, debido a que se ha utilizado un flujo combinado superficial y subsuperficial
para mejorar la eficiencia de la depuracion y sus condiciones de oxidacion.

En el sistema piloto experimental ademés de las caracteristicas fisico-quimicas también
se evaluaron las caracteristicas microbiologicas del sistema observando elevados

porcentajes de reduccion de microorganismos indicadores de contaminacion fecal.

Estadisticamente se evalud la exitencia de correlacion entre los pardmetros fisico-
quimicos y microbiodlogicos observandose una baja correlacion entre ambos grupos de
variables destacando la correlacion negativa de las Bacterias aerobias con la
Temperatura, el pH y la concentracién de Amonio en el agua del afluente y efluente, asi
como la correlacion que presentd Clostridium con el pH y el O.D y el Oxigeno disuelto
y Clostridium.
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Liang et al., (2003), encontraron correlacion significativa entre la comunidad
microbiana, la eliminacion de NTK y la Demanda quimica de oxigeno pudiéndose
explicar como esta comunidad viva es el principal mecanismo de eliminacion de estos
dos parametros quimicos. Por lo cual muchos cientificos estan de acuerdo en que la
interaccion entre las plantas, los microorganismos y el sustrato del sistema de
depuracién son probablemente el principal mecanismo de depuracion del agua residual
utilizando humedales artificiales. Segun Hunt et al., (1994), los humedales artificiales
contienen una poblacién microbiana que con suficiente fuente de Carbono y

condiciones aerdbicas, favorecen el proceso de nitrificacion.

Segun los resultados obtenidos en este estudio el sistema piloto experimental redujé
eficientemente los contaminates estudiados a las tres cargas diferentes de Nitrdgeno
aportadas. Es importante destacar que este estudio deberia realizarse a escala real y de
esta forma demostrar que el sistema de tratamiento de tipo Mosaico Jerarquizado de

Ecosistemas Artificiales es realmente eficiente para depurar este tipo de agua.
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Con base en los resultados presentados en esta tesis doctoral se puede llegar a las

siguientes conclusiones:

1.- El Mosaico Jerarquizado de Ecosistemas Artificiales (MJEA®) a escala real
analizado en este estudio produce segun las normas de OMS un efluente adecuado para
ser utilizado como agua de riego agricola.

2.- El (MJEA®) de Bustillo de Cea demostré ser eficiente en la reduccién de Bacterias
indicadoras y microorganismos patdgenos como prueba se produjo una total
eliminacion de los huevos de Helmintos, quistes de Giardia y ooquistes de

Cryptosporidium en el agua tratada.

3.- La presencia de Amonio, influye directamente sobre la reduccion de los
microorganismos patdgenos presentes, en las aguas residuales tratadas con el MJEA® de

esta localidad.

4.- Entre los Helmintos, encontrados en el sistema MJEA® a escala real se identificaron
los géneros Trichostrongylus, Ascaris, Hymenolepis y Trichuris. Siendo el género

Trichostrogylus el méas abundante.

5.- Existe una correlacion negativa entre: DBOs vs. Helmintos; Fosforo total vs.
Coliformes totales y Fdsforo total vs. Clostridium en el agua residual bruta y Oxigeno
disuelto con todos los microorganismos, analizados en el conjunto de muestras
estudiadas (afluente y efluente) al igual que el Amonio con la presencia de Giardia y
Cryptosporidium.

6.- Se han observado diferencias significativas, en la eliminacion de DBOs, Oxigeno
disuelto, Coliformes totales, Coliformes fecales, Estreptococos fecales, Clostridium,
huevos de Helmintos, Giardia y Cryptosporidium entre las diferentes etapas que forman
parte del sistema de tratamiento integral, siendo en la etapa de FSSW donde las
diferencias significativas fueron mas altas pudiéndose demostrar estadisticamente, la

eficiencia del sistema de tipo MJEA® para la eliminacién de sustancias contaminantes.

7.- El sistema MJEA® puede ser utilizado, de forma eficiente para la depuracion de
aguas procedentes de granjas de cerdos. Una vez tratada, el agua puede ser usada para

regar cultivos agricolas aunque para ser vertida en rios es necesario un tiempo de
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retencion hidraulica méas elevado con el fin de que los valores de calidad del agua se

encuentren dentro de los limites permitidos.

8.- Con cargas de Nitrogeno bajas y un tiempo de retencion hidraulica, medio (al menos
16 dias), tanto el Fosforo como el Amonio presentes en el agua residual de granjas
porcinas, son reducidos de forma eficiente en el humedal utilizado en las condiciones

del ensayo obteniendo valores de vertido dentro de los limites permitidos.

9.- A pH ligeramente bésico, la reduccion de Bacterias aerobias y Clostridium es mas
elevada asi como que los altos niveles de Amonio actuan reduciendo las Bacterias

aerobias del purin porcino.

10.- Aunque la viabilidad de los huevos de Helmintos analizada en el lodo tratado
durante este estudio fue baja, se debe realizar algin tratamiento al lodo antes de darle un

uso que pueda afectar la salud publica o contaminar los cursos de aguas.

11.- La alta tasa de eliminacion, y perdida de viabilidad de los huevos de Helmintos
presentes en el lodo de la laguna del sistema MJEA® de Bustillo de Cea pueden deberse
a las condiciones aerdbicas del sedimento, a fendmenos de depredacion o a la presion

osmatica.

12.- El sistema MJEA® construido, a escala real ha tenido un efecto claro sobre la
reduccion de los parametros fisicos-quimicos, siendo la etapa con flujo subsuperficial la
mas eficiente durante la época célida al tratar agua residual urbana y la laguna de
microfitos la etapa mas eficiente durante la época fria.

13.- El sistema MJEA® también, ha tenido un efecto claro sobre la tasa de eliminacién
de los organismos patogenos siendo la etapa con flujo subsuperficial la mas eficiente a
lo largo de todo el afio.

14.- En el caso del tratamiento del agua residual, generada en la granja porcina la

eficiencia en la eliminacion de las sustancias contaminantes, y organismos patdgenos no

ha sido posible determinar claramente en que etapa del sistema hubo mayor eficiencia.
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15.- Se deben realizar estudios a escala real sobre depuracion de agua residual de
granjas de cerdo con sistemas de tratamiento de tipo MJEA® para poder asegurar que
este sistema es realmente eficiente para eliminar sustancias contaminantes y organismos

patdgenos del purin.
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Anexo A: Protocolos para la deteccion de indicadores de
contaminacion fecal
Protocolo para determinar E. coli y Coliformes totales (Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater, 2005 y Framton, 1998). Técnica de
filtracion por membranas (Method 9222D).

Colocar un filtro estéril de nitrato de celulosa de tamafio de poro de 0.45 um,
(Millipore) en la unidad de filtracion. Hacer pasar 100ml de agua residual
previamente diluida por el disco filtrante, las Bacterias seran detenidas en la
superficie de la membrana.

Colocar el filtro sobre una placa de Petri de tamafio especial que contiene el medio
de cultivo Chromocult apropiado para el crecimiento de E. coli y Coliformes
fecales. Las placas de petri se incuban a 37 °C durante 48 horas.

Después de la incubacion se desarrollaran colonias sobre el filtro. Las colonias de
color azul son identificadas como E. coli y las colonias de color rojo como

Coliformes fecales.

Protocolo para la determinacion de Estreptococos fecales (Method 9230C
A.P.H.A., 2005).

Para EF se uso medio Streptosel Broth (Merck) como medio selectivo para el
crecimiento de streptococcus en muestras clinicas y se realiz6 por filtracién por

membrana siguiendo los mismo pasos empleados para la identificacion de E. coli.

Protocolo para la determinacion de Clostridium perfringens (Angelotti, R.,
1962).

Clostridium se determind por shock térmico sembrando en medio de Sulfito
polimixina sulfadiazina SPS agar (Merck).

Se siembra 1 ml de cada dilucidn en placas estériles.

La siembra se hizo en profundidad 1 ml de la muestra

Posteriormente se le agrega el medio de cultivo
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Se remueven las placas en sentido circular

Se deja solidificar incubandose posteriormente en condiciones de anaerobiosis a
37°C durante 24 a 48h hasta observar la aparicion de colonias negras que determina

la presencia de Clostridium perfringens.

e Protocolo para el Recuento de Bacterias aerobias 37°C (UNE- EN I1SO 6222;
1999)

Las Bacterias aerobias o microorganismos cultivables son todas las Bacterias
aerobias, levaduras o mohos capaces de formar colonias en el medio especifico y a
Temperaturas de 37°C y 22°C. En el caso de este estudio solo se realizo el andlisis a
37 °C.

Se siembra, por mezclado de un medio de cultivo agar Nutritivo (Merck) y 1ml de

cicloheximida.
Se incuban las de placas a 37 °C durante 48 horas.

Se calcula el namero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) de la muestra, a

partir del numero de colonias formadoras en el medio.

La preparacion de las muestras, las diluciones y la siembra de los medios se llevo a
cabo conforme a las normas ISO 8199, EN 1SO 5667-3 e ISO 6887.

Se utilizo el método de siembra en profundidad en placa (ISO 8199).
Poniendo un volumen (1ml) de la dilucidn realizada y se adiciona el medio fundido.
Se invierten las placas y se colocaron en incubadoras a 37°C por 24h.

Siguiendo el procedimiento descrito en la norma ISO 8199 se cuentan las colonias
que se observan en cada placa y se calcula el nimero estimado de unidades

formadoras de colonias presentes en 1 ml de muestra.
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6.2 Anexo B. Protocolos para concentracién y cuantificaciéon de
microorganismos patégenos. Método de Floculacion con CaCOs;
para quistes de Giardia y Ooquistes de Cryptosporidium (Vesey et.
al. 1993).

Recoger un volumen de muestra de 10 litros de cada punto de muestreo.

Afadir 100ml. De una solucion de cloruro de célcico (CaCly) 1M y 100ml de una

solucidn de bicarbonato sodico (NaHCO3) 1M.

Ajustar el pH de la mezcla a 10 = 0,05 con hidroxido sodico (NaOH) 4N, dejandolo

decantar durante 24 horas.

Decantar el sobrenadante y resuspender los floculos afiadiendo é&cido sulfamico
(H2NSO3) al 10%.

Centrifugar a 4000 r.p.m. durante 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet con una solucién de PBS 1 X-Tween-
80 al 0,01%. Repetir el proceso de lavado 2 veces mas (la ultima con agua miliQ) hasta
dejarloen 1 ml.

Colocar una alicuota de 100 pl del concentrado final en una lamina portaobjeto de
microscopia (esta alicuota se someterd a la deteccion y cuantificacion mediante

inmunofluorescencia directa) y dejarla secar a Temperatura ambiente.

Fijar la muestra con metanol y secar a Temperatura ambiente.

Afadir 45ul de anticuerpo (FITC-mADb) y colocar la lamina portaobjeto en una cdmara

himeda para incubar en oscuridad durante 1 hora a 37°C.

Aspirar el exceso de anticuerpo.

Aplicar 50 pul de PBS 1 Xy dejarlo durante 2 minutos.

Aspirar el PBS y volver a aplicar 50 pl de PBS 1X, dejarlo durante 2 minutos

Aspirar el PBS y aplicar 50 pl de una solucion 1:5000 DAPI en PBS, dejarlo durante 2

minutos.
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Aspirar el DAPI y aplicar 50 pl de agua miliQ, dejarlo durante 2-3 segundos.

Aspirar el agua y dejarlo secar a Temperatura ambiente

Aplicar 10 pl del medio de montaje, colocar sobre el cubre y examinar bajo microscopio
de fluorescencia (con el objetivo de 40X y sin aceite de inmersion.

6.3 Anexo C. Protocolo de concentracién, identificacion y recuento de
huevos de Helmintos en agua residual. Método Bailenger (1979)
modificado por Bouhoum y Schwartzbrod, (1998).

Recoger un volumen de muestra (1 a 10 litros) de cada punto de muestreo.

e Sedimentacion

Someter cada muestra a un proceso de sedimentacién en un recipiente abierto de

paredes rectas durante 24 horas.

Eliminar el 90% del sobrenadante por decantacién y recoger 100 ml de sedimento.

e Acondicionamiento

Afadir 35 gotas de Triton X-100 al volumen de muestra anterior (x1 litro), agitar
manualmente o con la ayuda de un agitador durante 5 min filtrar mediante malla de

1mm de didmetro, con agua para lavar.

Centrifugar a 3500rpm a 15 min. Desechar el sobrenadante por decantacion y conservar

el sedimento con los huevos.

Dejar sedimentar durante 24 horas.

Eliminar el sobrenadante y recoger 100 ml de sedimento.

e Concentracion

Transferir el sedimento obtenido a dos tubos de 50 ml y centrifugar a 2400 rpm durante

15 minutos.
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Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento obtenido en una solucion
amortiguadora acetoacética (tampon aceto-acético pH = 4,5: acetato sddico 15gr; acido
acético 3,6 ml; agua destilada hasta 1litro en un volumen igual al volumen del

sedimento, homogenizar la muestra.

Agregar un volumen de éter-dietilico o de acetato de etilo igual al doble del volumen de

la suspension anterior.

Agitar vigorosamente y centrifugar a 2400 rpm durante 15 minutos (se obtiene una
distribucion diféasica con fase etérea superior, tapon solido lipéfilo intermedio, fase

acuosa inferior y sedimento solido.
Eliminar la fase etérea, el tapon lipofilo, la fase acuosa y conservar el sedimento.

Resuspender el sedimento en un volumen igual a 5 veces el del sedimento en una
solucion de ZnSO, (33% densidad relativa de 1,18) y centrifugar a 2400 rpm durante 15

minutos.

e Observacion

Recoger cuidadosamente, con la ayuda de una pipeta Pasteur la pelicula fina de la parte
superior del sobrenadante donde se encuentran concentrados los huevos y transferirlos a

la camara de Mac Master.

Antes de proceder al estudio microscopico de la preparacion en el portaobjeto, dejar en
reposo en la platina del microscopio durante algunos minutos para que las estructuras

queden flotando en la superficie del liquido contenido en la camara.

Realizar la observacion al microscopio con el objetivo de 20X, revisando toda la capa
superficial del tubo de centrifuga.

e Determinacion cuantitativa

El célculo para la determinacion del numero total de huevos de Helmintos por litros que

contiene la muestra inicial del agua residual se calcula con la siguiente formula:
N= X/P x VIS
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N= Numero de huevos (litros)

X= Numero de huevos contados

P= Volumen del producto en la cAmara de recuento (ml)

V= Volumen total de la solucion final del trabajo (ml)

S= Volumen de la muestra de agua residual (Litros).

Debido al bajo nimero de huevos que se observaron normalmente, no se uso esta
férmula de recuento, si no que se observo la totalidad de los mililitros del sobrenadante
recogidos por flotacién, observandose todo el espacio de la cAmara Mac Master y no

exclusivamente el interior de la reticula.

6.4 Anexo D. Protocolo de concentracidn, identificacion y recuento de
huevos de Helmintos en lodos (Schwartzbrod, 2003).

Tomar 100 ml de muestra.

Afadir 200- 300 ml de agua destilada.

Afadir 8-10 gotas de TRITON- X- 100.

Agitar 30 minutos.

Determinar el peso de la muestra (M) y su contenido en materia seca en g/g de lodo (K).

Filtrar la suspension en tamiz de 1mm.

Sedimentar el filtrado al menos 24 horas.

Eliminar el sobrenadante y recoger 100 ml aproximados de sedimento.

Centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos.

Desechar el sobrenadante y conservar el sedimento con los huevos.
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e Limpiezay Purificacion

Afadir a los tubos de centrifuga un volumen S de sedimento, en una solucidn

amortiguadora 2S de tampon acetato-acético.

Agitar

Agregar 6S de éter dietilico (en campana).

Tapar y Agitar vigorosamente hasta que se forme una emulsion.

Centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos. Se forma una distribucién en 4 fases, éter
superior, tapon lipofilo intermedio (se pega a la pared del tubo), fase acuosa inferior y

sedimento con los huevos.

Sedimento con volumen de 1-3 ml (S). Guardar en frio. Hasta la observacion
microscopica. Si el tapdn lipofilico resulta muy grueso, el sedimento se aprecia muy
pastoso y/o el éter dietilico aparece con color intenso puede indicar que no se ha
purificado suficiente, repetir todo el proceso de limpieza y purificacion.

El sedimento se resuspende en cinco volimenes de solucion saturada de sulfato de zinc
(33%).

Centrifugar a 2700 rpm durante 10 minutos, medir el volumen de producto final (X).
Transferir 1 ml a la cdmara de Mac Master.

Dejar reposar la camara 5 minutos

Observar al microscopio 100X y contar huevos.

6.5 Anexo E. Protocolo para la determinacién de la viabilidad de los
Helmintos en lodos método tamizado-incubacién (Gaspard, et al,
1997).

Pesar X gramos de muestra (10 gr. de materia seca).

Filtrar con malla metélica de 1mm, ayudado de 1 litro de agua de lavado.
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Tamizar en tamiz de 100 p de poro.
Lavar con 10 litros de agua destilada

Recuperar el filtrado, que contiene huevos de Helmintos de tamafio menor a 100 micras
y dejar sedimentar méas de dos horas.

Recoger el sedimento, lavar las paredes del bidén y del tamiz con Triton X-100 al 1%

para separar los huevos adheridos a las paredes y a la materia orgénica.
Incubar en estufa la suspension durante 20 dias a 30° C con flujo continuo de aire.

Extraccion y recuento de huevos de Helmintos realizado segun el método de Bailenger
(1979).
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6.6 Anexo F. Fotos de los Helmintos observados durante este estudio.

Phylum Nematoda:

Huevos de Trichuri sp. Huevo de Capillaria sp.

Phylum Platyhelminthes:

Huevo de Hymenolepis sp.
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6.7 Anexo G. Foto de Quistes y Ooquistes de Giardia vy
Cryptosporidium.

Quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium usando anticuerpo monoclonal
(FITC).
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