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RESUMEN

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas alrededor del 65% de la poblacién
mundial sufre de falta de agua grave, por lo menos un mes al afio y son los servicios
inadecuados de agua potable y saneamientos los que aportan un mayor numero de
personas afectadas o que perdieron la vida a causa de incidentes ocasionados por el
agua. Actualmente, el 80% de las aguas residuales se vuelcan directamente a cauces
sin ser tratadas, ocasionando problemas ambientales y sobre la salud.

En Mendoza, la Industria olivicola consume 207 _mil m® de agua por afio, de los cuales
180 mil m®son volcados como efluentes y debido a sus caracteristicas fisico-quimicas
y biolégicas esta regulado su vuelco directamente a cuerpos receptores y para el redso
agricola, por el Departamento General de Irrigacion a través de las ordenanzas
respectivas. En la elaboracién de las aceitunas de mesa, el elevado caudal de agua que
ingresa a la fabrica se transforma en efluentes con alta carga organica, sales con pH
alcalinos o acidos y alta concentracién de cloruros y polifenoles.

En este trabajo se explican 5 tratamientos de biorremediacion en el efluente de
aceitunas maquinadas, a los cuales se les hizo un seguimiento de diversos parametros
fisico-quimicos y biolégicos. Se usaron microorganismos aerdbicos directamente en el
foco de contaminacioén de forma ex-situ, mediante el trabajo en el laboratorio. En cuatro
tratamientos se practico, previa eliminacion de las poblaciones nativas del efluente, la
bioaumentacion con organismos aislados por Lugones (2018). Esta técnica implica la
adicién de cepas adaptadas selectivamente que aumentan la eficiencia de degradacion
0 sean capaces de degradar compuestos dificiles (Di Paola & Vicién, 2010). También
se realizd un tratamiento paralelo en el cual solamente coexistieron los organismos ya
presentes en el efluente y, en todos los casos, se practicé la bioestimulacién, mediante
la adicién de nutrientes y aireacion para que la actividad microbiana se desarrolle en
condiciones optimas (Di Paola & Vicién, 2010).

Mediante la oxidacion biolodgica se logré disminuir los valores de polifenoles hasta
valores permitidos para la legislacion, sefalando que estos no resultan una limitante
para la supervivencia de los microorganismos como consecuencia de sus
caracteristicas toxicas. También se observd disminucién en las concentraciones de la
DQO y DBOs y al analizar su relacion, pudo caracterizarse al efluente como
biodegradable, al obtener un indice de biodegradabilidad de 0.31.

Al analizar el seguimiento de los parametros estudiados, se observé que los diferentes
grupos nutricionales generan cambios en el rendimiento de la biodegradacién del
efluente en los valores centrales, ya que; los valores iniciales y finales de estos
parametros se encuentran proximos para los distintos grupos microbianos.
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INTRODUCCION

1 Fundamentacion

Actualmente la disponibilidad de agua ha dejado de ser un tema del futuro para
transformarse en uno de los mas importantes para la sociedad. Aproximadamente 55
paises se encuentran por debajo del umbral minimo de estrés hidrico (Organizacion de las
Naciones Unidas, ONU, 2018) y el 65% de la poblacion mundial, 4.000 millones de
personas aproximadamente, sufre de falta de agua grave en como minimo un mes al afio
(Mekonnen & Hoekstra, 2016). Segun el informe mundial de Naciones Unidas sobre el
Desarrollo de los recursos Hidricos (2019), el mayor aporte al numero de personas
afectadas y que perdieron la vida a causa de incidentes ocasionados por el agua son
causados por servicios inadecuados de agua potable y saneamiento, superando a los
valores ocasionados por inundaciones, sequias y conflictos.

En la actualidad, el 80 % de las aguas residuales son volcadas directamente a cauces sin
sufrir ningun tipo de tratamiento, generando un mayor volumen contaminado, lo que trae
aparejado problemas de deterioro ambiental y sobre la salud y bienestar de comunidades
(Programa Mundial de Evaluacién de los Recursos Hidricos, 2017). Esto resulta
preocupante debido al aumento en el consumo de agua que se experimenta desde la
década del 80, el cual, crece a una velocidad del 1% anual; generado en su mayoria por
la creciente demanda en paises en desarrollo y economias emergentes (AQUASTAT,
2010). Estas preocupaciones no han pasado desapercibidas, ya que los 193 paises
reconocidos por la ONU (ONU, 2018). firmaron los Objetivos de Desarrollo Sostenible
propuesto en el 2015, donde la meta 6.3 establece que:

“‘De aqui a 2030, mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminacion,
eliminando el vertimiento y minimizando la emision de productos quimicos y
materiales peligrosos, reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas residuales sin
tratar y aumentando considerablemente el reciclado y la reutilizacion sin riesgos a
nivel mundial.”

Consecuentemente, la biorremediacion es un proceso que utiliza organismos para
neutralizar sustancias toxicas mediante la transformacion de las mismas en compuestos
menos Nnocivos o0 en sustancias inocuas para el medio (Rodriguez, 2003). Esto se logra
utilizando las caracteristicas cataliticas de los microorganismos para degradar y
transformar los contaminantes presentes en distintos ecosistemas. La biorremediacion
puede llevarse a cabo tanto de manera ex-situ (fuera del lugar donde se encuentra el
contaminante) como in-situ (en el lugar donde se encuentra el contaminante) mediante
diferentes organismos, como plantas, hongos y bacterias que utilizan los contaminantes
como sustratos de crecimiento o simplemente los transforman en sustancias menos
toxicas (Garbisu, Amézaga y Alkorta; 2002). La importancia de esta técnica recae en la
amplia forma de aplicacion que posee y de la diversidad genética y versatilidad metabdlica
caracteristica de las bacterias.

Por otro lado, las aceitunas maquinadas estan constituidas por aquellas aceitunas de mesa
a las cuales se les ha dado un valor agregado mediante la implementacion de procesos
industriales. Actualmente, el consumo y mercado de este producto se ha incrementado
debido a su utilizacion en la cocina gourmet, ensaladas y a la concepcion del carozo, por
los consumidores, como antiestético (Diario de Cuyo, 2011). Diversos son los productos
encontrados dentro de esta clasificacion; como son las deshuesadas, rellenas, en mitades,
cuartos, gajos, lonjas, pastas, entre otras.



La produccion argentina de aceitunas de mesa en el periodo 2017-2018 alcanzé las
106.000 toneladas, posicionando al pais como el mayor productor de América. (Consejo
Oleicola Internacional, COI 2018). Para el afio 2019 se proyectdé una disminucién en la
produccion, que podria alcanzar valores de 80.000 toneladas, debido a cuestiones
climaticas, fenoldgicas y de rentabilidad (Saieg, 2019).

En Mendoza el consumo de agua para industrias alimenticias se estima en 19,65 hm?, el
cual podria disminuirse en un 63% hasta valores de 7,11 hm® mediante un uso racional del
recurso. Actualmente, estas industrias vuelcan cerca del 83% del volumen ingresado. Para
el caso de la Industria olivicola, anualmente consume 207 dam?® de agua, el cual podria
disminuirse en un 91% mediante un uso racional. El efluente generado es de 180 dam?®y
debido a sus caracteristicas de conductividad eléctrica y sodio no esta permitido su reuso
agricola, realizandose, en la mayoria de los casos, una dilucion para cumplir los
parametros de vuelco (Duek, 2016). En la actualidad, los efluentes liquidos derivados de
la elaboracién de aceitunas de mesa son llevados a balsas de evaporacion, las cuales no
suelen presentar un disefio adecuado y terminan trabajando como piletas de acumulacion,
donde se mezclan los diferentes efluentes de la industria, complicando asi su correcto
tratamiento (Cabezas, 2011).

Puesto que la cantidad de conocimientos generados acerca de la degradacién de estos
efluentes es baja, sumada la inadecuada implementacion de los tratamientos actualmente
utilizados y la gran importancia del agua como recurso; resulta importante generar
conocimientos que ayuden a definir la viabilidad y eficiente utilizacién de microorganismos
en el saneamiento de estos liquidos. Con este fin se llevaron a cabo 5 tratamientos de
biorremediacion en el efluente de aceitunas maquinadas, con microorganismos
previamente seleccionados y otros nativos, a los cuales se hizo un seguimiento de diversos
parametros fisico-quimicos en el transcurso del experimento.

2 Hipotesis

Los diferentes grupos nutricionales de microorganismos nativos aislados, generan
cambios diferentes en el rendimiento de la biodegradacion del efluente de aceitunas
maquinadas bajo las condiciones del ensayo.

3  Objetivos

Obijetivos generales

Analizar la degradacion del efluente liquido generado en la industria del maquinado de
aceitunas, mediante la oxidacion biolégica con microorganismos previamente aislados del
efluente.

Obijetivos particulares

e Determinar la eficiencia de los microorganismos de diferentes grupos nutricionales
inoculados, en la degradacién de los contaminantes fisicos-quimicos y bioldgicos
del efluente del maquinado de aceituna, mediante la comparacion de sus
concentraciones iniciales y residuales.

e Establecer relaciones entre las concentraciones de parametros fisico-quimicos y
biolégicos del efluente- como la conductividad eléctrica, demanda quimica de
oxigeno (DQO), demanda biolégica de oxigeno (DBO), pH- respecto a los
microorganismos expuestos a lo largo del proceso de degradacion.



4  Marco Tedrico

4.1 Industria olivicola

41.1 Produccion mundial oleicola

El COI (2019) en su campafia de aceitunas de mesa, septiembre 2017 a agosto 2018,
sefalé que la produccién mundial fue de 3.284 mil toneladas, donde la Unién Europea se
coloco a la cabeza con una produccion de 912,5 mil toneladas, seguido de Egipto, Turquia
y Argelia con 750, 450 y 303,5 mil toneladas respectivamente. Argentina se encontré en el
sexto puesto con una produccion de 106 mil toneladas. Los datos provisionales de la
campafia 2018-2019 no fueron alentadores, se estimo una caida del 22% en la produccion
mundial de aceitunas de mesa y una del 25% para la Argentina. No obstante, para la
campana 2019-2020 se proyectd, respecto a la campafa anterior, un aumento en la
produccion mundial del 14% y del 25 % para Argentina (llustracion 1).

4.1.2 Produccién regional

En Argentina, para el afio 2017, se relevaron 90 mil ha implantadas de olivo con una
produccion de 400 mil toneladas, de la cual el 33 % se destind a la obtencién de aceitunas
de mesa (Agroindustria de la Nacion, 2018). Para la campana de aceitunas de mesa 2018-
2019 se estimd una baja en su elaboracion del 25,5% (COIl, 2019), debido a factores
climaticos y econdmicos; como el aumento en los costos, el tipo de cambio y las elevadas
tarifas eléctricas. En el afio 2017, las principales provincias productoras fueron La Rioja,
representando el 28,9% de la superficie implantada con olivos del pais, Mendoza con el
23%, San Juan con un 21,1% y Catamarca con el 17,6% (Secretaria de Agroindustrias,
2017).

En Catamarca hubo una gran disminucion de productores olivicolas y para el afio 2019
solo quedo el 20 % respecto del 2014. Al igual que en la Rioja, el aumento de la tarifa
eléctrica golped abruptamente al sector, no tanto asi en las provincias de San Juan y
Mendoza donde el abastecimiento hidrico de estos cultivos suele ser superficial mediante
rio (Infoabe, 2019). Asi mismo el panorama en Mendoza no fue distinto, las 19 mil
hectareas cultivadas se vieron amenazadas por la imposibilidad de mantener al olivo en
optimas condiciones de productividad, debido a los altos costos que implica, los problemas
climaticos como fuertes vientos, granizo y la variabilidad constante entre frio-calor y a la
venta de hectareas cultivadas con olivo para desarrollos inmobiliarios (Murgo, 2019).
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llustracién 1: Produccién Argentina en 1.000 toneladas de aceite de oliva y aceitunas de mesa desde la campara 1990/91 hasta
2019/20. Elaboracion propia. Fuente Consejo Oleicola Internacional

4.1.3 Aceitunas maquinadas

El COI define a las aceitunas como un tipo de drupa, que debido a sus caracteristicas —
contenido de compuestos fendlicos, baja cantidad de azucares y un elevado contenido de
aceites- resulta necesario someterlas a diferentes procesos para poder ser consumidas
(COl, sff). Estos no solo dependen de la variedad sino también de la region. (COl, 2019).
Dentro de los procesos mas utilizados encontramos:

e Aderezo o cocido,

e Curado en salmuera,

e Oxidacion,

e Deshidratacién y

e Otros procesos de elaboracion.

Todos buscan eliminar el amargor natural de este fruto, causado en su mayoria a la
presencia de oleuropeina (Alvarez, et al., 2018).

Las aceitunas una vez ingresadas a la fabrica, luego de su lavado y seleccién, sufren un
tratamiento con lejia -cocido- luego del cual se lavan una o mas veces a fin de eliminar la
mayor cantidad de hidréxido de sodio remanente de la etapa anterior. A continuacion, se
favorece la fermentacion lactica mediante un tratamiento en salmuera (disolucion de sal
comestible en agua apta para el consumo humano) que dura 5 o0 mas meses. Una vez
realizado el almacenamiento se lleva a cabo la seleccion y separado por tamafio con el
posterior deshuesado, rodajeado o demas tratamiento para ser envasadas vy
comercializadas (Fernandez Llano et al., 2001).



4.1.3.1 Efluentes provenientes del maquinado de aceitunas

Durante la elaboracion, el elevado caudal de agua utilizado se transforma en efluentes con
alta carga organica, sales con pH alcalino y alta concentracion de cloruros y polifenoles,
resultando toxico para diferentes organismos y transformandose en un problema ecoldgico
(Alvarez et al., 2018). Kopsidas (1992) realiz6 una caracterizaciéon de los efluentes
generados en 4 industrias de Grecia, donde determiné las caracteristicas fisico- quimicas
y los diferentes volumenes de agua utilizados en cada proceso. Esto, permitié visualizar la
cantidad de agua ingresada y generada en cada una de las etapas productivas y sus
caracteristicas fisico-quimicas. Los valores de pH, sélidos suspendidos, solidos disueltos,
DBOs, DQO vy cloruros obtenidos en las diferentes etapas sobrepasaron a los permitidos
por la resolucion 778/96 del Departamento General de Irrigacion (DGI), Mendoza,
Argentina. Asi mismo, determind que el tipo y concentracion de contaminantes en el
efluente estaba relacionado al proceso donde se generaba; las aguas utilizadas en el
lavado inicial presentaron baja carga de contaminantes, las utilizadas en la fermentacién
tuvieron alta concentracion de cloruros, como consecuencia de la adicidon de cloruro de
sodio, y los valores elevados de DQO fueron ocasionados por polifenoles y sacaridos no
biodegradables de las etapas de cocido y fermentacion.

En un experimento realizado en la Universidad Tecnoldogica Nacional se obtuvieron los
primeros datos de las propiedades fisico-quimicas del efluente resultante de una
temporada de elaboracion de aceitunas maquinadas en una industria olivicola de la
localidad de Maipu, Mendoza, Argentina (Lugones, 2018). La Tabla 1 compara los
resultados obtenidos por Lugones con la resoluciéon 778/96 del DGI, que establece las
normas de vuelco y reudso agricola para regular la calidad del agua en la Provincia de
Mendoza. Parametros iniciales del efluente encontrados, como conductividad eléctrica,
DBOs, DQO, concentracion de cloruros, sodio y polifenoles, sobrepasaron ampliamente a
los permitidos por la legislacién y, a pesar de que se llevé a cabo una oxidacion biolégica
mediante bioestimulacion, muchos de estos parametros no lograron posicionarse por
debajo de los maximos permitido, aunque algunos presentaron notables disminuciones.
La conductividad eléctrica se redujo en un 35%, la DQO y DBOs en un 91% y 80%
respectivamente. Con estos resultados Lugones caracterizd al efluente como
biodegradable al obtener un indice de biodegradabilidad de 0.89 y sugirié6 un continuo
proceso de investigacion y profundizacion a fin de implementar un sistema de tratamiento
mediante biorreactores .



Tabla 1:Comparacion de la caracterizacion del efluente analizado por Lugones (2018) con
los valores de vuelco y reuso agricola impuestos por la resolucién 778 de 1996 y sus
posteriores modificaciones.

Resolucion 778 anexo Reuso
Caracterizacion fisico- quimica del efluente IA modificado por agricola
resolucion 627/00 anexo | B
Unidad Valor Maximo Maximo
Variable de . or Valor
. medio permitido | tolerable
medida
pH - 6,2 6.5a8.5 55a9.0 6,5-8,5
Temperatura °C 27 30 45 40
Conductividad eléctrica | uS/cm 37200 1400 2000 2950
Oxigeno disuelto mg/| 0,29
DQO mg/I 17410 75 250 Res. por caso
DBO5 mg/| 15500 30 120 Res. por caso
Nitratos mg/I 0,3789 10 45 Res. por caso
Nitrégeno amoniacal mg/| 6,19 3 6 Res. por caso
Fosfatos mg/I 7,74 0,4 0,7 Res. por caso
Sélid_os sedimentables mg/l 2875 05 1
10 min
gﬁlldos sedimentables mg/l 4,375 Men?s de 10 10
SST mg/I 9.878,86
SSF mg/I 162,14
SSV mg/I 9.716,72
Cloruros mg/I 5575 300 500 600
Sulfatos mg/I 137 250 600 600
Sodio mg/I 3.098,2 250 400 400
Potasio mg/I 1.271,8
Alcalinidad total mg/I 510,46
mg/I
Dureza total CaCO3 1.117,07 Res. por caso
mg
Polifenoles totales acido 1,55 0,05 0,1 Fenoles mg/l
galicol/l

Elaboracion propia, adaptado de Lugones (2018). Biorremediacion de efluentes provenientes de la
industria de aceitunas maquinadas (Tesis de grado).

En otra experiencia realizada sobre el residuo resultante de la elaboracién de aceite de
oliva, se monitored la concentracion de DQO, compuestos aromaticos y fendlicos totales
a lo largo del mismo -cabe destacar que la naturaleza del efluente de la industria del aceite
es similar a la de las aceitunas de mesa (Aggelis, Gavala, y Lyberatos, 2001)-. En el mismo,



se llevd a cabo una degradacion aerdbica en un reactor Batch con corriente de aire y como
el efluente no poseia la flora microbiana necesaria para la degradacion fue necesario
inocular el reactor con lodos activados provenientes de una planta de tratamientos
municipal. Una vez puesto en marcha, se observé que los valores de la DQO final variaban
en base al valor inicial de DQO que presentaba el efluente, el cual se modificd entre un
rango de 20g O/l a 98g O2/I mediante diluciones. Asi, se obtuvo porcentajes de reduccion
entre 54% y 84% y aquellos experimentos que presentaron un valor inicial de DQO mayor
se correspondieron con menores reducciones. Asi mismo, los compuestos aromaticos y
fendlicos decrecieron continuamente sin importar la concentracién de DQO inicial del
efluente, hasta obtener reducciones del 90% en el contenido de fenoles (Benitez; Beltran-
Heredia, Torregrosa, Acero & Cercas, 1997).

Uno de los problemas al que se enfrenta la biorremediacion del conjunto de liquidos
derivados de la elaboraciéon de aceitunas maquinadas es el proceso de desamarizado y
su subsiguiente lavado, donde se genera el mayor volumen de efluente y el que presenta
caracteristicas mas adversas para el medio ambiente (Kopsidas, 1992). Este efluente se
caracteriza por la presencia de compuestos polifendlicos, aromaticos y fendlicos que, en
altas concentraciones, resultan toxicos para los microorganismos. Por ello, a pesar de que
en los ultimos afios se ha dado reconocimiento al tratamiento biolégico de estos efluentes,
numerosos investigadores han propuesto métodos mixtos mediante el uso de tratamientos
quimicos y bioldgicos a fin de evitar la muerte de microorganismos degradantes (Kotsou,
Kyriacou, Lasaridi & Pilidis, 2004).

Como resalté Aggelis et al. (2002), muchos experimentos han logrado disminuir, mediante
métodos fisico-quimicos, la carga organica y toxicidad del efluente generado en el
desamarizado de aceitunas de mesa verdes, pero llevar estos experimentos a escalas
mayores pueden presentarse dificultades técnicas y de insostenibilidad econdémica. Es por
esto que, basados en el gran éxito de los hongos de la podredumbre blanca en degradar
contaminantes organicos (Bumpus, Tien, Wright y Aust, 1985), compararon 8 especies de
este tipo de hongos en funcién de sus aptitudes para degradar compuestos fendlicos.
Encontraron que todos crecieron bien en cultivos por lotes con estos efluentes y que 4
especies mostraron degradaciones significativas de fenoles totales durante la incubacion:
Abortiporus biennis 54.5%; Pleurotus ostreatus 51.5%; Panellus stipticus 42.2% y
Dichomitus squalens 36.4% (Aggelis et al., 2002).

A pesar de que muchos autores resaltaron la inhibicién de los microorganismos debido a
la alta toxicidad ocasionada por compuesto fendlicos, polifendlicos y aromaticos en estos
efluentes (Gonzalez, Moreno, Quevedo-Sarmiento y Ramos-Cormenzana, 1990; Benitez,
Acero, Gonzalez, Garcia, 2001; Aggelis et al., 2001) y proponen tratamientos mixtos,
mediante la utilizacidon de procesos quimico-fisicos y biolégicos (Gonzalez et al., 1990;
Benitez et al., 2001; Aggelis et al., 2001; Rivas, Beltran y Gimeno, 2000- Rivas, Beltran,
Gimeno y Alvarez, 2000), existen evidencias que sustentan la sobrevivencia de
microorganismos bajo estos efluentes a la vez que los degradan. Como se visualiza en los
experimentos realizados por Aggelis et al (2001), a medida que se aumento la cantidad de
DQO -representada en parte por polifenoles (Kopsidas, 1992)- de los efluentes sometidos
a oxidacion biolégica, la eficiencia en la degradacion disminuyé de forma no significativa.
Otros resultados interesantes, fueron encontrados por Lugones (2018) al someter estos
efluentes a degradacion aerdbica mediante organismos nativos. La misma, observé una
notable disminucién de diferentes parametros contaminantes y determiné que el indice de
biodegradabilidad se corresponde con el de un efluente susceptible a ser biodegradado.
En estos experimentos se promovio la bioestimulacion de los organismos mediante el
agregado de nutrientes a fin de lograr una relacién 100:5:1 de carbono, nitrégeno y fosforo.

7



Benitez et al. (2001) también agregaron una serie de nutrientes a fin de mantener esta
relacion y lograron, mediante oxidacion biolégica, una gran reduccion en el contenido de
fenoles y compuestos aromaticos de este tipo de efluentes. En resumen, a pesar de la
presencia de estos compuestos téxicos en efluentes de la industria olivicola, existen
estudios que sustentan la utilizacion de microorganismos para su remediacién, sin ser
excluyente la utilizacién de procesos fisico-quimicos complejos y costosos.

4.2 Aguas residuales

Las aguas residuales son aquellas que no podran ser utilizadas con el fin al cual estaban
destinadas como consecuencia del vertido de diversos compuestos organicos o
inorganicos, los cuales, al dispersarse, disolverse o quedar suspendidos en los cuerpos
de agua receptores, alcanzan concentraciones que exceden a las tolerables para el uso al
cual estaba destinada (Orozco Jaramillo, 2014).

“La contaminacion consiste en una modificacién, generalmente provocada por el
hombre, de la calidad del agua, haciéndola impropia o peligrosa para el consumo
humano, la industria, la agricultura, la pesca y las actividades recreativas, asi como
para los animales domésticos y la vida natural’.

Los diferentes cuerpos receptores de aguas contaminadas, como lagos, rios y demas,
presentan la capacidad de diluciéon y autodepuracion. Pero, como consecuencia de la
creciente demanda de agua y su devolucion en condiciones que exceden en gran medida
su capacidad de autodepuracion, existe un deterioro gradual de su calidad. Debido a esto,
resulta importante generar una adecuacion de parametros fisico-quimicos y biolégicos de
las aguas residuales, a fin de posibilitar su reutilizacion posterior. El tratamiento de aguas
residuales debe apuntar a reducir la concentracion de aquellos elementos contaminantes
que imposibiliten el uso para aquella actividad a la que estaba destinada. Dentro de los
parametros importantes a analizar, para determinar el grado de contaminacion de un agua,
encontramos la materia organica; oxigeno disuelto; DQO; DBOs; sélidos suspendidos; pH;
nitrégeno; azufre y fosforo (Orozco Jaramillo, 2014).

La demanda de oxigeno hace referencia a la cantidad de oxigeno susceptible de ser
consumido en la degradacion de sustancias contaminantes, por lo que DQO; DBOs son
técnicas para medir el contenido de materia organica de muestras de agua de forma
indirecta, mediante el consumo de oxigeno. La diferencia radica en que la DQO utiliza
oxidantes quimicos, mientras que la DBOs microorganismos (APHA, AWWA, WPCF.
,1992). Como consecuencia, los valores obtenidos de DQO son mayores que los de DBOs
para un mismo efluente, al ser la descomposicién quimica mas completa. La importancia
de ambas es conocer la cantidad de oxigeno necesario para reducir los compuestos
organicos antes de descargar los efluentes a cuerpos receptores. Ya que, si se descargan
efluentes con abundante materia organica, el oxigeno disuelto del liquido receptor se veria
muy disminuido debido a la degradaciéon bioldgica de estos contaminantes y la
concentracion de nutrientes disponibles aumentaria notablemente, ocasionando
eutrofizacion (Delgado, Barrenetxea, Serrano, Blanco & Vidal, 2004).

El pH es un parametro que indica el comportamiento de bases y acidos presentes en el
efluente, es una propiedad determinante en el desarrollo o no de la vida acuatica. Las
aguas naturales, aquellas que no han sido modificadas como consecuencia de actividades
humanas, generalmente presentan valores de pH con un cierto caracter basico,
encontrandose entre valores de 6,5 y 8,5 (Delgado et al., 2004). Muchos microorganismos
se encuentran adaptados para vivir en ambientes notablemente acidos o basicos, pero la



gran mayoria, se desarrolla entre pH 5y 9, fuera de este rango la vida acuatica se complica
debido a la desnaturalizacién de componentes esenciales de las células y se altera el
intercambio de nutrientes y solutos necesarios para los organismos (Apella y Araujo,
2005). Ademas, aguas con pH menores a 6 generan graves problemas de corrosién en
canerias y demas estructuras, se imposibilita su uso en cultivos al generar condiciones de
toxicidad para las plantas y/o la inmovilizacién de oligoelementos, que ocasionan
deficiencias nutricionales. (Delgado et al., 2004)

La conductividad eléctrica mide la capacidad que tiene el agua para conducir la corriente
electrica y depende de la cantidad de sales disueltas. Estas sales, al disociarse, generan
iones positivos y negativos que confieren la capacidad para conducir la corriente. La
salinidad, dureza y solidos disueltos totales son parametros ligados directamente con la
conductividad eléctrica del agua (Delgado et al., 2004). Aguas con alta concentracion de
sales disueltas no pueden ser destinadas al reusé agricola, ya que la salinidad afecta el
crecimiento de las plantas y asi a la productividad de cultivos.

El total de residuo presente en un efluente se corresponde con los soélidos totales, los
cuales se separan en suspendidos y disueltos segun la capacidad de ser separados
mediante filtro. Los sdlidos disueltos, que debido a su pequefio tamario no son susceptibles
de ser separado mediante filtro, estan compuesto, en su mayoria por sales inorganicas.
En cambio, los sélidos suspendidos totales (SST), resultan del secado del residuo retenido
en filtro a 550 °C en horno de mufla durante 15 minutos y se separan en sélidos
suspendidos fijos (SSF) y volatiles (SSV). Estos presentan una naturaleza variable y se
relacionan directamente con la turbidez de las aguas. La pérdida de masa resultante, al
llevar a horno los SST, se explica en su mayoria por la combustiéon de compuestos
organicos al entrar en contacto con el oxigeno. Por lo que se asocia a los SSV con
compuestos organicos y los SSF con sales inorganicas (APHA, AWWA, WPCF. ,1992).

La presencia de compuestos nitrogenados en el agua se debe a causas naturales y
antropicas, como es la disolucién atmosférica, la descomposicién de la materia organica,
aguas derivadas del uso doméstico e industrial, entre otros. Estos compuestos dan lugar
a diversos problemas ambientales como la acidez, eutrofizacién y pueden llegar a
concentraciones téxicas que hacen del agua un medio inviable para la supervivencia de
organismos acuaticos y pone en riesgo la salud de las personas. (Calvachi y Ortiz, 2013).

La alcalinidad y la dureza también son parametros importantes en la determinacién de la
calidad de las aguas; la alcalinidad se relaciona con la presencia de carbonatos,
bicarbonatos e hidréxidos y se determina mediante la concentracion de los mismos en las
aguas. En si, se trata de la capacidad que tiene un agua de neutralizar acidos, actuando
como un buffer (APHA, AWWA, WPCF. ,1992). Este parametro es util para conocer la
agresividad o tendencia a la incrustacion que presenta un agua, segun la disponibilidad de
CO- (Delgado et al, 2004). Cuando el contenido es elevado, el calcio de los minerales que
lo presentan es susceptible a disolverse, generando problemas en estructuras de
hormigon, caso contrario, cuando el contenido es bajo, se produce la precipitacion de
CaCOs; ocasionando obstrucciones en tuberias y demas estructuras. En cambio, la dureza
depende de la concentracion de calcio y, en menor medida, de magnesio disuelto.
Generalmente aguas con un valor de dureza de 200mg CaCO3/I son consideradas como
duras y pueden provocar incrustaciones, ocasionando dafios en calderas y tuberias, asi
como un mayor uso de detergentes y jabones. Las aguas blandas, aquellas que presentan
una dureza menor a 100mg/l, presentan una capacidad amortiguadora reducida,
ocasionando la corrosion de tuberias (Water and World Health Organization, 2006).



Por lo que el agua, al ser un recurso crucial para la vida, resulta una importante via de
transmisién de enfermedades y como un medio potencial de intoxicacion quimica. Esto se
amplifica al notar que de un cuerpo de agua se abastecen gran cantidad de personas, lo
que provoca infecciones e intoxicaciones masivas en periodos cortos de tiempo. Es por
esto que el tratamiento adecuado de aguas residuales, debe tomarse como meta
primordial a fin de asegurar el bienestar de poblaciones y del medio ambiente (Madigan,
Martinko, Bender, Buckley, Stahl, 2015). Dentro de los diferentes tratamientos de aguas
residuales podemos diferenciarlos en primarios, secundarios y terciarios segun los
contaminantes susceptibles de ser eliminados y los procesos utilizados (Delgado et al.,
2004).

421 Tratamiento primario.

Es un tratamiento de tipo fisico-quimico con el objeto de eliminar sélidos en suspension,
acidos, coloides, aceites, grasas, metales pesados y demas (Delgado et al, 2004). No se
elimina solamente el material que incomodara en los posteriores tratamientos, sino que
sustrae gran parte de la materia organica presente en los efluentes (Rojas, 2002).

Son numerosos los tipos de tratamientos a los que pueden someterse los diferentes
efluentes y dependen, en gran parte, del compuesto que se desea eliminar. Para sustraer
soélidos gruesos se utilizan tamices de distinta graduacion; con el fin de eliminar arenas se
utilizan desarenadores y para eliminar aceites y grasas se hace uso de desengrasadores.
(Rojas, 2002). Una vez que las aguas residuales han sido sometidas a este tipo de
tratamiento resulta importante llevar a cabo tratamientos secundarios, a fin de eliminar el
alto contenido de materia organica soluble o suspendida junto a otros nutrientes que
puedan estar presentes. Caso contrario, se descargaria agua altamente contaminada a
cuerpos receptores, lo que implicaria un alto riesgo ambiental y para la salud de la
sociedad relacionada (Madigan, Martinko, Bender, Buckley, Stahl, 2015).

4.2.2 Tratamiento secundario.

Se lleva a cabo mediante procesos bioldgicos a fin de reducir compuestos organicos
biodegradables presentes en los efluentes de forma disuelta y coloidal. En este tipo de
tratamiento, los microorganismos utilizados se encuentran en condiciones controladas que
aseguran su optimo desempefio. Se diferencian dos procesos; uno de naturaleza
bioquimica en el cual, mediante actividad metabdlica, las bacterias producen la
degradacion y mineralizacion de compuestos biodegradables y otro de naturaleza fisico-
quimica donde se produce la sedimentacion de los fangos secundarios ricos en
microorganismos vivos y muertos (Delgado et al, 2004).

Al referirse a tratamientos secundarios se habla de biorremediacion, el término proviene
del concepto de remediacién que se basa en la utilizacion de procesos fisico-quimicos a
fin de evitar la contaminacién y el dafio del suelo. El caso particular de la biorremediacion
hace referencia a la utilizacion de organismos vivos debido a sus capacidades para
degradar determinados contaminantes. Puede ser denominado de diferentes formas,
segun el organismo empleado, la técnica utilizada y el lugar de realizacién (Di Paola y
Vicién, 2010).

El objetivo de este tipo de tratamiento depende del tipo de agua residual con la que se
trabaje, ya que esto define los tipos de contaminantes y su proporcion. Asi mismo, dentro
de los objetivos seguidos para efluentes industriales, residuos domésticos o aguas de uso
agricola, se encuentra la disminucion de la cantidad de materia organica, solidos coloidales
y eliminacién de nutrientes (Metcalf, 2004). La degradacién puede llevarse a cabo en
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medio aerobio o anaerobio, segun la presencia o no de oxigeno disponible para los
microorganismos. Esto definira la fauna microbiana existente, los procesos y productos de
degradacién generados (Delgado et al., 2004).

Degradacion aerobia

La mayoria de los tratamientos secundarios desarrollados con microorganismos se
desempefian de forma aerobia. Este metabolismo es utilizado por microorganismos
quimioheterdétrofos, que obtienen materia de compuestos organicos y energia mediante un
mecanismo de transporte de electrones con un aceptor de electrones externo (Madigan et
al., 2015). Este proceso se denomina respiracion, la cual puede darse tanto de forma
aerobia como anaerobia, segun si el aceptor final de electrones de las reacciones de éxido-
reduccidn es o no el oxigeno. En los casos donde asi sucede, estamos en presencia de la
respiracion aerobica (Metcalf, 2004).

En este tipo de oxidacion bioldgica, los microrganismos degradan la materia organica en
presencia de oxigeno y nutrientes necesarios para su metabolismo, este puede
simplificarse en la siguiente ecuacion (Wikilibros, 2015).

Materia Organica+Microorganismos+Nutrientes+0O, => Biomasa+H.O+ CO..
e Lodos activados

También conocido como fangos activados, es un proceso que incorpora los efluentes a
tratar en una cisterna aireada junto a una comunidad de microorganismos que forman
parte de los fangos activados. Tiene como objetivo la degradacion de materia organica del
residuo liquido, mediante comunidades bacterianas en suspensiéon (Delgado et al., 2004).

Una vez recolectados los efluentes objeto de tratamiento, se incorporan en grandes
tanques, donde se mantendra la aireacién y homogeneizacién constante. Muchas de las
bacterias que toman parte en este tratamiento creceran y daran lugar a masas de
agregados denominadas fléculos. Estos seran utilizados por otros organismos como
sostén; protistas, hongos y demas microorganismos se adhieren a los fléculos, llevando a
cabo su oxidaciéon (Metcalf, 2004).

Asi, una vez incorporada la mezcla en la cisterna de aireacién permanece entre 5 y 10
horas, tiempo en el cual puede reducirse hasta un 95% la DBOsdel liquido. A pesar de ser
un tiempo corto para llevar a cabo la completa oxidacion biolégica de toda la materia
organica, gran parte de esta se absorbe a los fléculos y se incorpora en las células
microbianas. Luego, el material tratado pasa a un tanque de sedimentacién para la
separacion de fases y extraccion de fangos activos, parte de los cuales seran reutilizados
en el tanque aireado a fin de mantener la actividad biolégica y acelerar el proceso de
degradacion oxidativo (Delgado et al., 2004; Metcalf, 2004). El resto puede utilizarse como
fertilizante una vez secado, puede quemarse o pasar a un digestor anaerdbico para su
tratamiento final (Metcalf, 2004).

Crecimiento microbiano

Los tratamientos secundarios biolégicos toman parte gracias a la existencia, adicion,
crecimiento y recambio de organismo en el medio objeto de degradacion, por ello resulta
importante el estudio de la evolucién de su comunidad. Cuando se habla de crecimiento
microbiano se hace referencia al aumento en el numero de células de una determinada
poblacion. Durante este proceso, una célula se divide y da lugar a dos en un tiempo
conocido como tiempo de generacion, en el cual se duplica la poblacion (Madigan et al.,
2015).
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A pesar de la gran capacidad de division de los microorganismos, estos no pueden crecer
por tiempo indefinido sin la ayuda del hombre. Necesitan disponer de nutrientes, materia
y espacio para su crecimiento, es por lo que, en un cultivo discontinuo -donde no existe
extraccidon de biomasa ni incorporacion de nutrientes y materia en el tiempo las
poblaciones microbianas describen un ciclo de crecimiento donde se distinguen tres fases
(Madigan et al., 2015).

e Fase de latencia

Es un periodo de tiempo en el cual no existe crecimiento, los microorganismos presentes
estan abocados a la tarea de sintesis de enzimas para la produccion de metabolitos
esenciales y generar un reservorio de estos. Por ello, el tiempo de latencia puede ser muy
variable segun el medio y el estado en el que se encuentra la poblacién de la cual se saco
el inéculo

En el laboratorio es importante reducir los tiempos de esta fase mediante la utilizacion de
medios de cultivo ricos y de poblaciones microbianas fuente que se encuentren en la fase
de crecimiento exponencial, que tengan ya las estructuras necesarias para la division.

e Fase exponencial

En esta fase de crecimiento las células ya presentan todas las estructuras necesarias para
la division y comienza el crecimiento, duplicandose la poblacién en intervalos regulares de
tiempo. Esta fase tendra lugar mientras no exista restricciones de algun tipo de elemento
en el medio y, su velocidad de crecimiento depende de condiciones ambientales, asi como
de caracteristicas intrinsecas de los organismos .

En procesos de degradacion biolégica controlados, mantener las poblaciones en esta fase
mediante la extraccion de desechos e incorporacion de nutrientes, resulta beneficioso al
disminuir los tiempos de degradacion, posibilitando el tratamiento de mayores volumenes.

e Fase estacionaria y fase de muerte

El crecimiento exponencial no puede mantenerse indefinidamente en cultivos
discontinuos, al disminuir la concentracion de algun nutriente o por la acumulacion de
residuos en el medio, el crecimiento poblacional se iguala a cero. Esto quiere decir que el
numero de células en el medio se mantiene estable, lo que no excluye que algunas células
se dividen mientras que otras mueren. Luego de este periodo estacionario, donde el
metabolismo energético y demas procesos de los microorganismos se dan mas
lentamente, la poblacién entra en una etapa de muerte. Esta etapa sigue la funcién
exponencial pero mas lentamente que en el crecimiento.

4.3 Legislacion

4.31 Ley 5961-Prevencion del medio ambiente

Ley provincial que tiene como finalidad asegurar la preservacion del ambiente en la
provincia de Mendoza, mantener el equilibrio ecolégico para asegurar el desarrollo
sustentable.

La ley comprende que el uso racional de los recursos es uno de los pasos para el desarrollo
sustentable, por ello incorpora diversos conceptos como conservacion, preservacion,
contaminacion y degradacioén (Ley N° 5961, 1993).
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4.3.2 Leyde aguas

La Ley de aguas de Mendoza fue sancionada en 1844, el 20 de noviembre. En su articulo
189 crea el Departamento General de Aguas, que luego de dos modificaciones, recibe la
denominacion de DGI, en el afio 1916.

Lo respectivo al agua, su administracion, uso, distribucion y demas temas relacionados,
estan sujetos a las disposiciones de la Ley y bajo la tutela del Departamento General de
Irrigacion, al cual, dicha ley, le otorgo la denominacidon de Policia del agua. Estas
facultades permiten y exigen al Superintendente del DGI llevar acabo las medidas
necesarias para asegurar que las aguas no afecten la sanidad publica, la seguridad de las
personas ni bienes en el marco de esta ley.

4.3.3 Resolucién 778/96- Reglamento general para el control de
contaminacion hidrica.

El Departamento General de Irrigacién, como administrador del recurso hidrico provincial,
ejerce sus facultades a fin de asegurar la cantidad y calidad del agua para sus distintos
usos en la provincia de Mendoza. Con el presente reglamento busca preservar y mejorara
la calidad de aguas; impedir la contaminacién y degradacion de todos los cuerpos de agua
en la provincia; ordenar, adecuar y regular los vertidos existentes y conservar los
ecosistemas acuaticos.

En el reglamento se dan los requerimientos técnicos a los cuales deben ajustarse todos
los efluentes que sean objeto de vertido. Debiéndose cumplir las condiciones de calidad,
caudal, frecuencia, periodicidad y ubicacion del punto de vuelco para cada actividad.

Toda persona, empresa o establecimiento que viertan efluentes en el dominio publico debe
estar inscriptos en el Registro Unico de Establecimiento (RUE) y poseer el Permiso de
Vertido otorgado por el Superintendente General de Irrigacion. Para esto, tiene que contar
con un sistema de tratamiento de efluentes adecuados a fin de cumplir con las condiciones
y exigencias impuestas en el reglamento. Caso contrario, todo aquel establecimiento que
no presente el correspondiente permiso tiene prohibido el vuelco de sus efluentes al
dominio publico (Resolucién N°778, 1996).

En el Anexo 1 de la resolucion, se establecen los parametros maximos permitidos y
tolerables que deben presentar los efluentes antes de ser vertidos al dominio publico. Este
anexo fue modificado por la resoluciéon N°627/00 y agrega otros sub anexos donde
establece los parametros que deben cumplir los vertidos industriales y cloacales para
reuso agricola (Resolucién 627, 2000).

5 Materiales y métodos

5.1 Area de estudio:

Se trabaj6é sobre la parte hidrofilica del efluente derivado del maquinado de aceituna,
tomado de la boca de salida de una industria dedicada a producir aceitunas de mesa en el
departamento de Maipu en la provincia de Mendoza. Esta es una cooperativa que recibe
aceitunas provenientes de numerosos productores y las transforma en distintos productos,
como aceitunas de mesa, negras, descarozadas, rellenas y en salmuera. En la actualidad,
dispone todos los efluentes generados en piletas de evaporacion las cuales, al no poseer
el disefo correcto, funcionan como piletas de acumulacién. La empresa Unicamente lleva
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a cabo un tratamiento primario, separando los sélidos gruesos y demas particulas de gran
tamano.

5.2 Desarrollo del experimento:

El experimento tuvo lugar en la Universidad Tecnoldgica Nacional, en el laboratorio de
aguas.

Para su desarrollo se usaron microorganismos de diversas cepas, aisladas del efluente de
la misma industria olivicola por Lugones (2018). Estas cepas fueron aisladas en tres
diferentes medios de cultivo, diferenciando tres grupos microbianos con distintos
requerimientos nutricionales segun el agar utilizado:

e Plate count Agar (PC): medio utilizado para el recuento de bacterias
aerobicas mesdfilas (Francisco Soria Melguizo, S.A., 2009)

e Agar EMB (EMB): se utilizé para el recuento de coliformes. Este medio es
selectivo para aislar enterobacterias y demas bacilos negativos
(Laboratorio Britania S.A., 2015)

e Agar diferencial WL (WL): medio de cultivo aplicado para el aislamiento de
hongos, levaduras y algunas bacterias (Condalab, 2019).

En primera instancia, cuando el efluente se encontré a disposicion, se llevé a cabo el
tratamiento primario mediante el doble filtrado con papel de filtro Whatman 150 mm para
asegurar la eliminacion de la mayor cantidad de grasa y demas soélidos remanentes. Para
facilitar la extraccién, se dejé reposar el efluente en heladera durante 3 horas a una
temperatura de 3° C, para que los acidos grasos solidificaran y las fases se separen.

Para realizar el tratamiento secundario, mediante la degradacion bioldgica, se llevaron a
cabo 5 tratamientos con dos repeticiones cada uno. Previo, se armé para cada uno de los
tres grupos nutricional dos caldos diferenciales con los mismos componentes del medio
de cultivo sélido, pero sin el agregado de agar. Estos caldos fueron inoculados con los
microorganismos aislados por Lugones y se dejaron en incubacién a la temperatura
habitual de crecimiento selectivo para cada grupo de microorganismos. Los organismos
sembrados en caldos de cultivo con componentes EMB y PC se incubaron en estufa a una
temperatura de 38°C por 48 horas y los organismos en WL se mantuvieron a 25°C por 72
horas. Una vez finalizado los periodos de incubacion se conté con los 6 Erlenmeyer a
utilizar en la bioaumentacion.

Para el desarrollo del experimento, se armaron 10 Erlenmeyers con 0,5 | de efluente cada
uno. En dos de estos, no se practicd la bioaumentacién y se dejaron como testigos al
mantener las comunidades de microorganismos nativas del efluente. Los ocho Erlenmeyer
restantes, fueron esterilizados en autoclave e inoculados con los microorganismos
previamente incubados en los caldos diferenciales (Figura 2). En los cuatro tratamientos
donde se llevd a cabo la bioaumentacion, se agregé 10 ml de los caldos de cultivos, a fin
de contar con un inoculo de alrededor de 10" UFC/m.
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Figura 2: Esquema del procedimiento seguido para el armado de los 10 Erlenmeyers inoculados con
caldos enriquecidos Plate count (PC), agar EMB (EMB) y agar diferencial WL (WL). Elaboracion propia.

Tabla 2: Identificacion de los tratamientos realizados en el experimento llevado a cabo en
la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de
aceitunas de una industria elaboradora de aceitunas maquinadas en el departamento de
Maipu, Mendoza.

Tratamiento | Erlenmeyers Descripcion

Nativo 1y2 Efluente sin esterilizar con microorganismo nativos

Efluente esterilizado, inoculado con microorganismos
EMB 3y4 desarrollados en caldo para microorganismos que crecen en
EMB.

Efluente esterilizado, inoculado con microorganismos
PC 5y6 desarrollados en caldo para microorganismos que crecen en
PC.

Efluente esterilizado, inoculado con microorganismos
WL 7y8 desarrollados en caldo para microorganismos que crecen en
WL

Efluente esterilizado, inoculado con microorganismos
Mezcla 9y 10 desarrollados en caldo para microorganismos que crecen en
EMB, PCy WL.

A todos los Erlenmeyer se les agreg6 una serie de compuestos nutricionales con el fin de
acelerar su activacion, estos fueron 0.5g de (NH.)sPOs; 0.5g de (NH4).SO4; 0.5g de
MgSO4; 0.5g de MgCl; 0.5g de HPO4%; 0.5g de H.PO4; 5g de glucosa, 1g de triple 15®
(Solicitud Al INPI N° 20190102807). Mediante estos suplementos se buscé llegar a una
relacion carbono, nitrégeno y fosforo de 100:5:1. Una vez los Erlenmeyer se encontraron
inoculados se los colocé en agitacion y se dio por comenzado el experimento en
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laboratorio. El ensayo tuvo una duracion de 18 dias, periodo en el cual los Erlenmeyer se
mantuvieron bajo agitacion y oscuridad a 220 rpm mediante un agitador Dragon Lab y a
una temperatura estable de 25 °C.

Con el fin de caracterizar los tratamientos a lo largo del experimento se realiz6 un
seguimiento microbiolégico que concluyé con la elaboracion de las curvas de crecimiento
microbiano para cada uno de los tratamientos. Paralelamente se hizo una caracterizacion
del efluente y un seguimiento de diferentes parametros fisico-quimicos en los cinco
tratamientos planteados. Para esto se tomaron muestras mediante pipetas correctamente
esterilizadas; el volumen, la frecuencia de extraccion y los Erlenmeyer implicados
dependieron del analisis especifico realizado. Analisis diarios como pH, conductividad
eléctrica y DQO fueron medidos diariamente en la mafiana.

5.3 Caracterizacion fisico-quimica

531 pH

Las muestras fueron tomadas diariamente mediante el pHmetro HACH Pocket Pro. Luego
de la recoleccion de datos de cada Erlenmeyer, la muestra extraida fue devuelta (a fin de
no modificar el volumen de manera sustancial) y, entre mediciones, se limpié con agua
destilada el pHmetro para no alterar las siguientes mediciones. Acompanando a los datos
de pH se colocaron los de temperatura al momento de toma de muestra.

5.3.2 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica y la temperatura fueron tomadas diariamente con electrodo
HACH Pocket Pro en cada Erlenmeyer durante todo el experimento. Los resultados fueron
expresados en uS/cm.

5.3.3 Sdlidos Totales (APHA, AWWA, WPCF. ,1992).

Son aquellos materiales que se encuentran en las aguas residuales o limpias, de manera
disuelta o en suspension y se obtienen luego de evaporar una muestra mezclada en un
horno a 103—-105_°C. Se tomé una muestra inicial del efluente al ingresar al laboratorio
para realizar la caracterizacion del efluente.

Instrumentos:

e Placa de evaporacion de porcelana, platino o vaso alto de silice con 100 ml de
capacidad.

e Horno de mufla para operar a 550150 °C.

e Bafo de vapor.

e Desecador.

¢ Horno de secado para operar entre 103-105 °C.

Nota: Estos materiales e instrumentos seran utilizados para las demas determinaciones
de sodlidos explicadas a continuacion.

Procedimiento:

1) Previamente secar la placa de evaporacion en estufa a una temperatura de 105 ° C
durante una hora y colocarlas en desecador a fin de permitir el enfriamiento sin que la
placa se humedezca.
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2) Tomar el peso inicial de las placas una vez que se encuentren a temperatura
ambiente.

3) Incorporar la muestra bien mezclada en la placa y llevarla a bafio de vapor u horno de
secado para su evaporacion. El volumen de muestra debe proporcionar un residuo
entre 2,5y 200 mg.

4) Cuando la totalidad del agua se haya perdido por evaporacion, llevar la placa a estufa
y someterla a una temperatura de 103-105 °C por lo menos una hora. Dejar enfriar la
placa en desecador y pesar.

5) Repetir el paso 4) hasta obtener un peso constante y anotar los resultados.

(A=B)* 1000ml/1

Calculo: mg de solidos totales /1 = P ——

Donde:

A= peso de placa de evaporacion(mg) + residuo seco(mg), y
B= peso de placa de evaporacion(mg).

Sélidos disueltos totales

Estos solidos se corresponden con el material remanente luego de llevar a estufa, a 180 °
C, una alicuota de efluente previamente filtrado con un filtro estandar de fibra de vidrio.

Instrumentos:
Se agregan a los elementos enumerados para Sdlidos Totales:

e Embudo de filtro de membrana.
e Crisol de Gooch.
¢ Dispositivo de filtrado, con reservorio y disco de arandela gruesa como soporte del
filtro.
o Matraz de succion.
o Horno de secado para operaciones a 180 +2°C.

Procedimiento:

1) Previamente calentar la placa de evaporacion en horno a una temperatura 180 +2°C
durante una hora y colocarlas en desecador a fin de permitir el enfriamiento sin que la
placa gane humedad. Pesar inmediatamente antes de usar.

2) Seleccionar el filtro y el tamafo de la muestra, a fin de que el volumen de la alicuota
seleccionada proporcione un residuo seco con una masa entre 2.5 y 200 mg. De ser
necesario mas de 10 minutos para completar el filtrado, debe aumentarse el tamaro
del filtro o disminuir el volumen de muestra.

3) Filtrar el volumen medido de la muestra bien mezclada en un filtro de fibra de vidrio,
lavar con tres volumenes sucesivos de agua destilada, permitiendo el drenaje
completo del filtro entre los lavados, y succionar durante unos tres minutos después
de terminar el filtrado. Luego, transferir el producto a una placa de evaporacion hasta
que se seque en bafo de vapor.

4) Secar el residuo por lo menos durante una hora en horno a 180 +2°C, enfriar en un
desecador y pesar.

5) Repetir el paso 4) hasta obtener un peso constante y anotar los resultados.

(A—B)* 1000ml/1

Calculo: mg de solidos totales disueltos /1 =
vol.de muestra ml
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Donde:

A= peso de placa de evaporacion(mg) + residuo seco(mg), y
B= peso de placa de evaporacion(mg).

Sdlidos suspendidos totales (SST), fijos (SSF) y volatiles (SSV)

Los SST son el material remanente luego de filtrar un efluente y someterlo a secado a 103-
105 °C. Elfiltro utilizado debe ser de tipo estandar, de fibra de vidrio. Estos sdlidos, al ser
sometidos a temperaturas de 550_°C se diferencian en volatiles y fijos. Al ser calcinados a
550150 °C el residuo resultante corresponde a los SSF y aquellos compuestos que se
perdieron durante la calcinacién corresponden a los volatiles (Aguinaga, 1996).

Para la determinacién de los SST se utilizé el método normalizado (APHA, AWWA, WPCF.
,1992) que establece los siguientes pasos:

1) Tomar la membrana filtrante y colocarla sobre un crisol de porcelana. Exponerla
durante una hora a 103- 105 °C, dejar enfriar y pesar.

2) Insertar la membrana filtrante de fibra de vidrio, con un diametro de poro de 1,2
micrones, en el aparato de filtrado e iniciar la succion.

3) Hacer vacio y filtrar un volumen medido de muestra bien mezclada por la membrana
filtrante. Lavar con tres volumenes sucesivos de 10 ml_de agua destilada.

4) Continuar succionando hasta eliminar todo vestigio de agua, y retirar el agua de
lavado.

5) Separar la membrana filtrante y colocarla cuidadosamente con el residuo en el crisol.

6) Secaren un horno a 103- 105 °C durante una hora, dejar enfriar en desecador y pesar.

7) Repetir el paso 6) hasta obtener un peso constante y anotar los resultados.

(A-B)* 1000ml/1

Calculo: mg de solidos totales en suspencion/l =
. vol.de muestra ml

Donde:

A= peso del filtro (mg) + residuo seco(mg), y
B= peso de filtro (mg).

Para los Sélidos fijos y volatiles (APHA, AWWA, WPCF. ,1992):

1) Llevar el residuo obtenido en la determinacién de solidos suspendidos totales a
incineracién en un horno de mufla a temperatura de 550 + 50°C por 20 minutos.

2) Dejar enfriar la placa al aire hasta que haya disminuido el calor.

3) Colocar la placa en desecador para llevar a cabo el enfriamiento final en una
atmosfera seca y pesar.

4) Repetir los pasos previos hasta obtener un peso constante y registrar los resultados.

(A-B)+ 1000ml /1

Calculo: mg de sélidos volatiles /1 =
vol.de muestra ml

- .. B—C)* 1000ml/1
Calculo: mg de sélidos fijos /I = (B=C)x 1000mI/L

vol.de muestra ml
Donde:

A = peso de residuo + placa antes de incineracién, mg,
B = peso de residuo + placa o filtro después de la incineracién, mg, y
C = peso de la placa o filtro, mg
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Soélidos sedimentables (APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

Son los componentes de una suspension que sedimentan luego de un periodo de tiempo
especifico en un cono Imhoff (Aguinaga, 1996). Estos pueden ser determinados en funcién
de un volumen.

Procedimientos:

1) Con la muestra bien mezclada llenar el cono Imhoff hasta la marca 1-1 y comenzar la
contabilizacion del tiempo, teniendo precaucién de no agitar el cono ni su liquido.

2) Pasado los 15 minutos registrar el volumen del sélido sedimentado.

3) Alas 2 horas registrar nuevamente el volumen del sélido.

5.3.4 Nitrégeno amoniacal por el método titulométrico (APHA, AWWA,
WPCF. ,1992)

El método a elegir para determinar la concentracion de amoniaco en una solucion depende
de dos factores, la concentracion y la presencia de interferencias. En el caso de efluentes
industriales, donde los valores altos de estos factores imposibilitan la determinacion
manual directa, es necesario llevar a cabo un paso preliminar, la destilacion.

El procedimiento de destilacion y titulacion se emplea principalmente para concentraciones
de N-NHs superiores a 5 mg/I.

Destilacion

Con un tampédn de borato se tamponea la muestra a pH 9,5, a fin de reducir la hidrolisis de
los cianatos y compuesto organicos nitrogenados. Se destila a una solucién de acido
bdrico y se determina el amoniaco titulométricamente con H.SO. estandar y un indicador
mixto o un indicador de pH.

Instrumentos:

e Aparato de destilacion.
e pHmetro.

Reactivos:

e Agua exenta de amoniaco para preparar todos los reactivos y diluciones.
e Solucion tampon de borato.

e Hidroxido de sodio 6N.

e Agua declorante.

e Agua neutralizante.

e Solucion absorbente de acido bérico puro.

e Solucion indicadora de acido barico.

o Acido sulfurico.

Procedimiento:

1) Para la preparacion del equipo se debe afadir 500 ml de agua y 20 ml de tampén
borato a un matraz de destilacion y ajustar el pH a 9,5 con solucién de NaOH 6N. Se
anade unas cuentas de vidrio para ayudar a la ebullicion, y se utiliza esa mezcla para
producir vapor en el aparato de destilacién, hasta que en el destilado no aparezcan
trazas de amoniaco.
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2)

En la preparacion de la muestra se utilizan 500 ml de muestra declorada o una porcion
diluida con agua a 500 ml. Cuando la concentracién N-NH3 sea inferior a 100 pg/I,
utilizar un volumen de muestra de 1000 ml. Se elimina el cloro residual por adicién de
agente declorante, equivalente al cloro residual, en el momento de la obtencién. Si
fuera necesario, neutralizar a pH aproximado de 7, con acido o base diluidos mediante
un medidor de pH. ARadir 25 ml de solucién tampoén de borato y ajustar el pH a 9,5
con NaOH 6N mediante un medidor de pH.

3) Ladestilacién debe hacerse a una velocidad de 6 a 10 ml/min con el extremo del tubo
de salida por debajo de la superficie de la solucién acida receptora. Recoger el
destilado en un erlenmeyer de 500 ml que contenga 50 ml de solucién indicadora de
acido bdrico.

Titulacién

Reactivos:

Para preparar los siguientes reactivos debe utilizarse agua exenta de amoniaco.

e Solucion de indicador mixta: Para su preparado deben disolverse 200mg de
indicador rojo de metilo en 100 ml de alcohol etilico o isopropilico al 95% vy
combinarla con otra solucién de 100 mg de azul de metileno disueltos en 50 ml de
alcohol etilico o isopropilico al 95%.

e Solucion indicadora de acido bérico.

e Titulante estandar de acido sulftirico 0,02N.

Procedimiento:

1)

Titular el amoniaco del destilado con H.SO4 0,02N titulante, hasta que el indicador vire
a lavanda palido.

2) Blanco: llevar un blanco durante todos los pasos del método y aplicar la correccién
necesaria a los resultados.
Calculos:
NH, — N/l = (A — B) 280
mg Vit ~ ml muestra
Donde

A= volumen de H»SOy4 titulado para la muestra, ml.
B= volumen de H2SO4 titulado para el blanco, ml.

5.3.5 Nitrito por el método colorimétrico (APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

El método se basa en la formacion de un colorante azo purpura rojizo, siendo apto para la
determinacion de concentraciones entre un rango de 10 y 1000 pug de NO2-N/I.

Instrumentos:

e Equipo colorimétrico:
o Espectrofotdmetro, para uso a 543 nm, o
o Fotdmetro de filtro.

20



Reactivos:

e Agua exenta de nitrito.

e Reactivo colorante.

e Oxalato de sodio, 0.025M (0.05N).

e Sulfato amonico ferroso, 0.05M (0.05N).
e Solucion madre de nitrito.

e Solucion intermedia de nitrito.

Procedimiento:

1) En caso de existir sélidos en suspensién debe filtrarse la muestra a través de un filtro
de membrana de 0.45 um de diametro de poro y ajustarse el pH para que se encuentre
entre 5y 9.

2) Anadir 2ml de reactivo de color a 50ml de muestra a una porcién diluida a 50 ml y
mezclar.

3) Esperar entre 10 minutos y 2 horas para medir la absorbancia a 543nm.

Calculo:

Preparese una curva patron comparando la absorbancia de los patrones con la
concentracion de nitrito y calcular la concentracion en la muestra a partir de la curva.

5.3.6 Sulfatos por el método gravimétrico con combustion de residuos
(APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

El sulfato (SO4% ) se distribuye ampliamente en la naturaleza y puede presentarse en
aguas naturales en concentraciones que van desde unos pocos a varios miles de
miligramos por litro. Cuando las concentraciones son mayores a 10mg/l, su concentracion
debe determinarse por método gravimétricos.

Este método se basa en la precipitacion del sulfato en una soluciéon de acido clorhidrico
(HCI) como sulfato de bario (BaSO,) por adicion de cloruro de bario (BaCly). La
precipitacion se realiza cerca de la temperatura de ebullicion vy, tras un periodo de
digestion, el precipitado se filtra, se lava con agua hasta eliminar CI, se somete a
combustién o seca y se pesa como BaSO..

Instrumentos:

e Bafo de vapor.
e Horno de secado, provisto de control termostatico.
¢ Mufla, con indicador de temperatura.
e Desecador.
e Balanza analitica, capaz de pesar 0,1 mg.
e Filtro: Utilicese uno de los siguientes:
o Papel de filtro, lavado al acido, sin cenizas, de acabado duro, con suficiente
retencién para precipitados finos.
o Filtro de membrana, con tamafio de poro alrededor de 0,45 um.
e Aparato de filtracion, apropiado para el tipo de filtro seleccionado. (Recubrase el
soporte del filtro de membrana con silicona liquida para evitar que él precipitado se
adhiera.)

21



Reactivos:

e Solucion de indicador rojo de metilo:

e Acido clorhidrico, HCI 1 +1

e Solucion de cloruro de bario: Disuélvanse
e Reactivo de nitrato de plata-acido

e Silicona liquida.

Procedimiento:

1) Eliminacion de silice: Si la concentracion de silice supera 25 mg/l, evapérese la
muestra hasta casi sequedad en una capsula de platino sobre bano de vapor.
Anadase 1 ml HCI, inclinese y girese la capsula hasta que el contacto del acido con
el residuo sea total. Continiese evaporando a sequedad. Complétese el secado en
un horno a 180 °C vy, si hubiera materia organica presente, carbonicese a la llama de
un mechero. Humedézcase él residuo con 2 ml de agua destilada y 1 ml HCI, y
evaporese a sequedad sobre bano de vapor. Ahadanse 2 ml HCI, recéjase él residuo
soluble con agua caliente vy filtrese. Lavese la silice insoluble con varias porciones
pequenas de agua destilada caliente. Combinese filtrado y lavados. Deséchese el
residuo.

2) Precipitacion de sulfato de bario: Ajustese el volumen de la muestra clarificada para
que contenga aproximadamente 50 mg SO4> en un volumen de 250 ml. Se pueden
tolerar concentraciones menores de SQO.? , cuando sea imposible concentrar la
muestra al nivel éptimo, pero en esos casos limitese el volumen total a 150 ml.

3) Ajustese el pH con HCI a 4,5-5,0 utilizando un medidor de pH o el color naranja del
indicador rojo de metilo. Ahadanse de 1 a 2 ml HCI. Caliéntese a ebullicion y afnadase
lentamente, con agitacion, solucién templada de BaCl2 hasta precipitacion completa
aparente; afiadanse entonces unos 2 ml de exceso. Si el precipitado es pequenio,
afiadase un total de 5 ml de solucidon de BaCl2. Digiérase el precipitado a 80-90 °C,
preferiblemente toda una noche, pero no menos de 2 horas.

4) Filtracién y pesada: Mézclese una pequena cantidad de pulpa de papel de filtro sin
cenizas con el BaSO4, transfiérase cuantitativamente a un filtro y filtrese a
temperatura ambiente. La pulpa ayuda a la filtracién y reduce la tendencia del
precipitado a deslizarse. Lavese él precipitado con pequenas porciones de agua
destilada templada hasta que los lavados estén libres de CI' comprobado mediante
pruebas con reactivo AgNO3-HNOs. Péngase el filtro y precipitado en un crisol de
platino tarado y llévese a ignicién a 800 °C durante 1 hora. No dejar que se inflame el
papel de filtro. Enfriese en desecador y pésese.

Calculo:

S0;~ mgBaSo, * 411,6
[ ml muestra

5.3.7 Cloruros por el método potenciométrico (APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

mg

El cloruro en forma de ion es uno de los aniones inorganicos principales en las aguas,
tanto naturales como residuales. Este método es apto para muestras turbias o coloreadas
cuando el punto final podria ser dificil de observar.

El método se basa en la determinacion los cloruros por titulacion potenciométrica con
solucion de nitrato de plata y un sistema de electrodos de vidrio y plata-cloruro de plata.
Durante la valoracién se utiliza un voltimetro electrénico para detectar el cambio de
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potencial entre los dos electrodos. El punto final de la valoracion es la lectura del aparato
a la que se produce el maximo cambio de voltaje, para un incremento pequefio y constante
del nitrato de plata afiadido. Para un trabajo mas exacto pueden hacerse valoracion en
blanco, utilizando agua destilada sin cloro durante el procedimiento.

Instrumentos:

Electrodos de vidrio y plata- cloruro de plata.
Voltimetro electrénico.
Agitador mecanico, con rotor recubierto de plastico o vidrio.

Reactivos:

Solucion patron de cloruro sodico 0.0141M (0.0141N).
Acido nitrico, HNO3 concentrado.

Nitrato de plata patrén 0,0141 M (0,0141 N).
Reactivos para el pre tratamiento:

o Acido sulfurico, H,SO..
o Peroxido de hidrégeno, H.O, al 30%.
o Hidréxido de sodio, NaOH 1N.

Procedimiento:

1) En la estandarizacion deben seguirse las especificaciones de los fabricantes de cada
uno de los aparatos a utilizar. Tras un tiempo de calentamiento suficiente (10 minutos),
equilibrar los componentes eléctricos internos para ajustar el aparato a 0 milivoltios o,
si fuera un medidor de pH, a una lectura de pH 7.

a.

d.

Introducir 10 ml de solucién patrén de NaCl en un vaso de precipitados de 250
ml, diluir a 100 ml aproximadamente y afadir 2 ml de HNO; concentrado.
Introducir el agitador y los electrodos.

Ajustar el aparato al rango deseado de milivoltios o unidades de pH. Poner en
marcha el agitador.

Anadir titulante de AgNQO; patron y registrar la lectura de la escala tras cada
adiciéon. Cuando se aproxime al punto final es importante que los incrementos
sean iguales a 0.1 0 0.2ml y a intervalos mas prolongados, a fin de determinar
el punto final exacto.

Estimar el volumen de AgNQ; utilizado en el punto en que se produce el maximo
cambio de lectura del aparato por adicion unitaria de AgNO;

2) Analisis de la muestra:

e.

f.

Llevar con la pipeta 100 ml de muestra, o una porcion que contenga no mas de
10 mg de CI,, en un vaso de 250 ml.

En presencia de interferencias como compuestos organicos, sulfito o demas,
acidificar la muestra con H,SO,, utilizando papel tornasol. Hervir durante 5
minutos para eliminar compuestos volatiles y de ser necesario anadir mas H.SO,
para mantener el pH. Ahadir 3 ml de H,O, y hervir durante 15 minutos, afiadiendo
agua destilada sin cloro para mantener el volumen por encima de 50 ml. Diluir a
100 ml, anadir solucion de NaOH gota a gota hasta alcalinidad al papel de
tornasol y luego un exceso de 10 gotas. Hervir durante 5 minutos, filtrar a un
vaso de 250 ml y lavar el precipitado y papel varias veces con agua destilada
caliente.

Anadir HNO; concentrado gota a gota hasta acidez al papel de tornasol y luego
un exceso de 2 ml. Enfriar y diluir a 100 ml si fuera necesario. Sumergir el
agitador y los electrodos y comenzar a agitar. Realizar todos los ajustes
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necesarios de acuerdo con las instrucciones del fabricante y ajustar el selector
adecuadamente para medir la diferencia de potencial entre electrodos.
h. Completar la determinacién titulando.

Calculos:
_ (A —B) * N % 35.450
mgCl~/1l=
ml muestra
Donde:
A =ml AgNO:s.

B = ml blanco-
N = normalidad del titulante.

5.3.8 Sodio y potasio por el método directo de llama de aire-acetileno
(APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

Las cantidades traza de potasio pueden determinarse en un fotdmetro de llama de lectura
directa o de patrén interno a una longitud de onda de 766 nm, y las cantidades traza de
sodio a una longitud de onda de 589 nm. Se pulveriza la muestra en una llama de gas y la
excitacion se realiza en condiciones controladas y reproducibles. La linea espectral
buscada se aisla utilizando filtros de interferencia o por medio de una disposicion
adecuada de la ranura en los dispositivos de dispersion de luz, tales como prismas o
rejillas. La intensidad de la luz se mide por un potencidmetro con fototubos u otro circuito
apropiado. El método se basa en que la intensidad de la luz a la longitud de onda
correspondiente para cada elemento, es aproximadamente proporcional a la
concentracion del mismo.

Instrumentos:
o Espectrometro de absorcién atémica.

Reactivos:

e Aire purificado y secado a través de un filtro apropiado que elimina aceite, agua y
otras sustancias extrafias.

e Acetileno, calidad comercial estandar.

e Agua libre de metales para preparar todos los reactivos y como agua de dilucion.

e Solucion de calcio.

e Acido clorhidrico al 1%, 10%, 20%, 1 + 5 y 1+ 1y concentrado.

e Solucion de lantano.

e Perdxido de hidrogeno al 30%.

e Acido nitrico, HNOs, al 2%, 1 + 1 y concentrado.

e Agua regia, obtenida con tres volumenes de HCI concentrado y un volumen de
HNO; concentrado.

e Solucion patréon de metales.

Procedimiento:

1) Preparacion de la muestra: diluir y mezclar 100 ml de muestra o patrén con 10 ml de
solucion de lantano antes de la atomizacion.
2) Funcionamiento del espectrofotometro:
a. Instalar en el instrumento una lampara de catodo hueco para el metal deseado
y establecer el dial aproximado de longitudes de onda.
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b. Instalar una cabeza de quemador adecuada y ajustar su posicion.

c. Conectar el aire y ajustar la velocidad del flujo de aire a lo especificado por el
fabricante.

d. Conectar el acetileno, ajustar la velocidad de flujo al vapor especificado y
encender la llama. Dejar estabilizar la llama unos cuantos minutos.

e. Hacer aspirar un blanco integrado por agua desionizada o una solucion acida
con la misma concentracion de acido de los patrones y las muestras. Poner a
cero el instrumento.

f. Hacer aspirar una solucién patron y ajustar la velocidad de aspiracién del
nebulizador para obtener la sensibilidad maxima.

g. Hacer aspirar un blanco de nuevo y volver a poner a cero el instrumento. Hacer
aspirar un patrén préximo al medio del intervalo lineal.

h. Registrar la absorbancia de este patron cuando esta recientemente preparado.
El instrumento esta ahora preparado para funcionar.

i. Preparese una curva de calibracion trasladando a un papel de grafica lineal la
absorbancia de los patrones en funcién de sus concentraciones.

3) Analisis de muestras: enjuagar el nebulizador aspirando agua con 1,5 ml de HNO;
concentrado/l. Atomizar un blanco y ajustar a cero el instrumento. Atomizar la muestra
y determinar su absorbancia.

Calculos:

Calcular la concentracién de cada metal, en ug/l para elementos traza y en mg/l para
metales mas corrientes, utilizando la curva de calibracion apropiada. Alternativamente, leer
en directo la concentracion en el instrumento si este va equipado de lectura de salida. Si
se ha diluido la muestra, multiplicar por el apropiado factor de dilucion.

5.3.9 Polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu (Garcia,
Fernandez, Fuentes 2015)

El método se basa en la reaccion de compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-
Ciocalteau en pH basico. De esta reaccion se obtiene una coloracién azul que puede
determinarse espectrofotométricamente a 765nm.

Materiales:

e Espectrofotometro UV-Visible.

e Balanza analitica.

¢ Centrifuga.

e Agita tubos.

e Matraces aforados de 25ml y10ml.

e Vasos de precipitado de 50ml.

e Pipetasde 1.5y 10 ml.

e Tubos de ensayo con tapdn.

e Tubos de centrifuga.

¢ Cubetas de plastico de 3ml para espectrofotometria visible.

Reactivos:

e Acido falico.

e Metanol.

e Agua destilada.

e Reactivo de Folin-Ciocalteau.
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e Carbonato sédico 7,5%.
e Fluoruro de sodio.

Procedimientos:

1) Colocar 100ul del efluente homogeneizado en 5ml de agua destilada
2) Hecha la dilucién preparar la muestra respetando el siguiente orden:
a. 100 ul de la muestra previamente diluida con pretratamiento: centrifugado, filtro
comun o filtro al vacio.
b. 8 ml de agua destilada
c. 500 I del Reactivo de Folin-Ciocateu
d. 1.5 mlde Carbonato de Sodio
3) Esperar unos minutos y llevar a estufa por 30 minutos
4) Agitar para homogeneizar.
5) Leer absorbancia a 750 nm.

5.3.10 Dureza por el método titulométrico EDTA (APHA, AWWA, WPCF.
,1992)

La dureza total se corresponde con la suma de las concentraciones de calcio y magnesio
expresadas como carbonato de calcio. El acido etilendiaminotetracético (EDTA) y sus
sales de sodio forman un complejo de quelatos solubles al afadirse a las soluciones de
algunos cationes metalicos. Al afiadir algun tipo de colorante, como negro de eriocromo, a
una solucién acuosa que contenga iones calcio o magnesio a un pH 10 £ 0,1, esta toma
un color rojo vino. Si se afade EDTA, los iones calcio y magnesio formaran un complejo,
y cuando todos estén incluidos en dicho complejo, la solucién cambiara al azul, sefialando
el punto final de la titulacion.

Reactivos:

e Solucion tampon.

¢ Agentes complejantes para cuando las aguas presentes iones de interferencia.
¢ Indicador negro de eriocromo o calmagita.

e Titulante EDTA estandar, 0,01M.

e Solucion de calcio estandar.

e Hidroxido de sodio ,1N.

Procedimiento:

1) Tratamiento previo de muestras de aguas contaminadas y residuales: utilicese la
digestién de acido nitrico-acido sulfurico, o bien acido nitrico-acido perclérico.
2) Titulacioén:

a. Seleccionar volumen de muestra que no requiera mas de 15 ml de reactivo
EDTA vy realicese la titulacién en cinco minutos a partir del momento de la
adicion del tampon.

b. Diluyase 25 ml de muestra hasta alrededor de 50ml de agua destilada en un
recipiente adecuado y afiadase entre 1 y 2 ml de solucién tampon.

c. Anadase una o dos gotas de solucion indicadora. Poco a poco anadir titulante
EDTA estandar, removiendo continuamente hasta que desaparezcan las ultimas
matices rojizos. Las ultimas gotas afiddanse con intervalos entre 3-5 segundos.
En el punto final la solucién suele ser azul.
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Calculo:

CaCO4 _ A* B *1.000
l " ml de muestra

Dureza (EDTA) como mg de

Donde:

A= ml de titulacion para la muestra.
B= mg CaCOsequivalente a 1,0 ml de titulante EDTA.

5.3.11 Alcalinidad por el método de titulacion (APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

La alcalinidad se debe a la suma de todas las bases titulables, y se refiere a la capacidad
de un agua para neutralizar acidos. Los iones hidroxidos presentes en una muestra como
resultado de la disociacién o hidrolisis de los solutos reaccionan con las adiciones de
acidos estandar. La alcalinidad depende del pH de punto final utilizado.

Materiales:

e Titulador electrométrico que pueda ser leido hasta unidades de pH 0,05.
e Vaso de titulacion.

e Agitador magnético.

e Pipetas volumétricas.

¢ Matraces volumétricos de 100, 200 y 1000 ml.

e Buretas de cristal de borosilicato de 10, 25 y 50 ml.

e Botella de poliolefina de 1 |.

Reactivos:

e solucién de carbonato de sodio, aproximadamente 0,05N,

e acidos sulftirico o clorhidrico estandar 0,1 N,

e acidos sulfurico o clorhidrico estandar 0,02 N,

e solucién indicadora de verde de bromocresol, indicador de pH 4,5,
e solucién indicadora de purpura de metacresol, indicador de pH 8,3,
e solucién alcohdlica de fenolftaleina, indicada a pH 8,3,

e tiosulfato de sodio 0,1 N.

Procedimiento:

1) Cambio de color: en principio, si existe cloro residual libre, ahadase 0,05 ml de
solucion de NasS.03 0,1 M, o destruyase mediante la aplicacion de rayos UV. A
continuacion, afiadase 0,2 ml (cinco gotas) de solucion indicadora y titulese sobre una
superficie blanca hasta conseguir un cambio de color persistente.

2) Determinar el pH de punto final adecuado

3) Preparar conjuntamente la muestra vy la titulacién

4) Titular el pH de punto final sin registrar valores intermedios y sin provocar retrasos
indebidos

5) A medida que se alcanza el punto final, realizar adiciones de acido mas pequefias,
comprobando que el pH alcance el equilibrio antes de afadir mas reactivo.

Calculo:

A+ N x50.000
ml de muestra

Alcalinidad ,mg de CaC0O5/1 =
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Donde:

A= ml utilizado de acido estandar.
N= normalidad de acido estandar.

5.3.12 Azucares reductores totales por el método del acido dinitrosalicilico
(Avila, Rivas, Hernandez, & Chirinos, 2012).

Segun el método de Miller, en presencia de calor el acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido
por los azucares reductores, observandose un cambio de color similar al café, con
variaciones de amarillo hasta café. Es asi que el método se basa en la determinacion del
cambio de coloracion por lecturas de densidad oOptica mediante la utilizacion de un
espectrofotdmetro a una determinada longitud de onda.

Instrumentos:

e Centrifuga.

e Bano Maria.

e Bano de hielo.

e Espectrofotometro.
e Tubos Eppendorf.

Reactivos:

e Acido clorhidrico 1M.
e Agua bidestilada.
e Acido dinitrosalicilico.

Procedimiento:

1) Colocar 500 yL de muestra, previamente centrifugada 10 minutos a 10000 rpm
(Sorvall MC 12V DuPont), en tubo Eppendorf.

2) Agrega 50 yL de HCI 1 My se lleva 10 minutos a bafio maria a 100°C.

3) Retirar del calor y llevar 10 minutos en bano de hielo.

4) Para la preparacion del Blanco se realizan los mismos pasos, pero agregando 500 pL
de agua bidestilada.

5) Al agregar el Reactivo DNS, se forma un complejo amarillo — anaranjado cuya
intensidad de color varia de acuerdo a la concentracion de azucares reductores
presentes en la muestra.

6) Proceder a la lectura de las muestras en Espectrofotémetro (SP 2000 — UV Spectrum
UV-VIS Spectrophotometer) a 590 nm. Con los Datos de Absorbancia y la Curva
patrén correspondiente al Reactivo preparado se calcula la Concentracion de
Azucares reductores.

5.3.13 Demanda quimica de oxigeno (IMPEC)

La DQO es la medida de oxigeno equivalente a la materia organica susceptible de ser
oxidada mediante un oxidante quimico. El método se basa en oxidar la muestra en una
cantidad, en exceso, pero conocida, de dicromato de potasio en medio acido y con
catalizadores. Luego, el potasio remanente es determinado por espectrofotometro a una
longitud de onda determinada (Aguinaga, 1996).

Actualmente distintas empresas venden viales, que corresponden a tubos que ya
contienen los reactivos necesarios para la determinacion.
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Procedimientos:

La DBO corresponde a

Precalentar el Termorreactor a 150°C
Abrir la tapa de un vial de rango apropiado y pipetear 2ml de muestra dentro del vial.
Preparar un blanco sustituyendo la cantidad de muestra por su equivalente en agua
desionizada.

Invertir los viales varias veces para mezclar el contenido.

Colocar los viales en Termorreactor y calentar durante 2 Hs. a 150°C.
Apagar el Termorreactor y dejar enfriar por 20 minutos o hasta que los viales se enfrien
a 120°C o menos.
Agitar los viales y colocar en un rack hasta que se encuentren a temperatura ambiente.
Leer el espectrofotometro a una longitud de onda de 620 nm. El valor que muestra el
display es igual a la concentracion de mg/l de DQO que contiene la muestra.

5.3.14 Demanda bioquimica de oxigeno (APHA, AWWA, WPCF. ,1992)

la cantidad necesaria de oxigeno consumida por los

microorganismos para la degradacién bioquimica de la materia organica presente en la
muestra (Aguinaga, 1996).

La prueba mide el oxigeno requerido por los organismos en sus procesos metabdlicos al
consumir la materia organica presente en las aguas residuales o naturales y el método se
basa en llenar hasta rebosar un frasco hermético con muestra diluida, e incubarlo a
temperatura ambiente durante 5 dias a 20 °C. El DBO se calcula mediante la diferencia

entre el oxigeno disuelto final e inicial medidos antes y después de la incubacion.

Instrumentos:

Frasco de 2.7 L color caramelo para preparar el agua de dilucion.

9 botellas de incubacion winkler de vidrio de 300ml para DBO con tapén de vidrio.

Agitador magnético.

Medidor de OD (Oxigeno disuelto).
Probeta de 10ml.

Pipeta y pipetas graduadas.

Matraces para diluciones de las muestras.
Guantes.

Reactivos:

Agua destilada,

10 ml de Solucién tampén de fosfato: nutriente 1 DBO Na;HPO47H20.

10 ml Solucién de sulfato de magnesio: MgSO47H-0.
10 ml Solucién de cloruro de calcio: CaCls.

10 ml Solucién de cloruro férrico: FeCls.

0.5ml Piridina.

10 ml de siembra efluente cloacal en lo posible.
Solucion sulfocromica para desinfeccion.

Procedimiento:

1) Conociendo la DQO de la muestra, calcular la cantidad de muestra necesaria para

realizar la DBOs. Es igual a 2400/DQO= Xml de muestra. Llevar ese volumen a
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unidades posibles para ser tomadas con la pipeta. Realizar las diluciones necesarias
y tomar dos volumenes, el calculado y la mitad de ese valor en cada muestra.

2) Preparar el agua testigo o agua de dilucion del ensayo. En el botellén caramelo, luego
de enjuagarlo reiteradas veces, se coloca 2L aproximadamente de agua destilada y
se le agrega 10ml de cada uno de los reactivos (solucion tampdn de fosfato, solucién
de sulfato de magnesio, solucion de cloruro de calcio y solucion de cloruro férrico).
Luego, bajo campana y con pipeta se afade 0.5ml de piridina. Se tapa y agita. Por
ultimo, se anade 10ml de muestra cloacal y se enrasa hasta el cuello de la botella con
agua destilada y se homogeniza.

3) Enjuagar las botellas de incubacion para la DBO, de 300 mL de capacidad. Lavarlas
con agua, enjuagarlas varias veces, por ultimo, enjuagar con agua destilada y
escurrirlas antes de su uso. De las 9 botellas 2 se usan como blanco, a las cuales se
las llama Agua 1 y Agua 2 en ellas se coloca solamente 300 ml de agua de dilucién.
Todas las muestras se hacen por duplicado, una con el volumen calculado y la otra
con la mitad. Cada botella se llena hasta la mitad con agua de dilucion, se afiade el
volumen de muestra correspondiente y se enrasa con agua de dilucién. Se debe
rotular cada botella colocando: nimero de muestra, dilucién de la muestra y volumen
colocado de la muestra dentro de la botella,

4) Se mide el OD en cada botella. Se enciende el medidor de OD y se procede a hacer
dos lecturas con agua destilada en el capuchén para calibrar el equipo, se anota su
valor y temperatura. Luego se realiza la medicion de OD y temperatura a las 9 botellas,
debe controlar que el oximetro quede vertical, que no permita entrada de oxigeno y
que no haya burbuja de aire en la punta del mismo. Debe enjuagarse con agua
destilada entre medicién y medicion tanto el iman usado en la agitacion magnética
como el oximetro.

5) Dejar en remojo con solucion sulfocromica por 24hs a la botella caramelo y luego de
hacer la lectura final del ensayo hacer lo mismo con las botellas de winkler.

6) Luego de cinco dias, en los cuales se dejaron las botellas en incubacién con un sello
hidraulico, se lee el OD en todas las botellas, el agua 1 y 2 no deberia tener gran
consumo de oxigeno.

Calculo:

D1 —-D2

DBO l=
smg/ P

Donde:

D1 = OD de la muestra diluida inmediatamente después de su preparaciéon, mg/l.
D2 = OD de la muestra diluida después de 5 dias de incubacion a 20 °C, mg/I.
P = fraccion volumétrica decimal de la muestra utilizada.

5.3.15 indice de Biodegradabilidad

La demanda quimica y biolégica de oxigeno son parametros muy importantes para
determinar la susceptibilidad de que un efluente sea biolégicamente degradado. Estos
determinan la cantidad de compuestos presentes en el efluente susceptibles de ser
degradados por agentes quimicos y biolégicos, y su razén indica el indice de
biodegradabilidad del efluente.

DBOs

Indice de biodegradabilidad = DQO
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A medida que la DBOs se iguala a la DQO, el indice tiende a uno, indicando que la mayoria
de la materia organica se corresponde con compuesto carbonados, nitrogenados y
algunos compuestos quimicos reductores, todos estos son susceptibles de ser
consumidos por microorganismo y es por eso que el efluente es considerado como
biodegradable. En cambio, a medida que el indice tiende a 0, debido a valores de DQO
elevados en comparacion con los de DBOs, el efluente es considerado no biodegradable
(Martinez Sosa, 2010). Efluentes que presentan un indice de biodegradabilidad menor a
0,2 son considerados poco biodegradables, aquellos que se encuentran entre 0,2 y 0,4 se
considera biodegradables y aquellos efluentes que presentan valores mayores a 0,4 son
muy biodegradables (Martinez Sosa, 2010).

5.4  Analisis microbioldgico

A fin de seguir el crecimiento microbiano y corroborar el crecimiento y actuacion de los
diferentes grupos nutricionales analizados, se extrajo un mililitro de muestra de los
tratamientos en periodos regulares de tiempo. Al inicio del experimento se extrajo la
muestra correspondiente al Tiempo 0, luego se tomaron muestras cada dos horas y media
a partir de la activacion de los Erlenmeyers durante las primeras 24. El tiempo de activaciéon
se correspondid con la observacion de burbujeo en la superficie de los erlenmeyer que
indica una actividad microbiana intensa.

Tiempo 0= Inicio del experimento 26/11/2018 a las 9:45 am.
Tiempo 1= Activacion de cada erlenmeyer.
Tiempo 2-10= Tx= Tx1 + 2°30’.

5.41 Recuento en placade unidades formadoras de colonias por el método
de vertido en placa

El método se basa en el supuesto de que aquellas células viables, capaces de dividirse y
formar descendencia creceran en placas de agar y se dividiran para formar una colonia.
El nimero de colonias presentes en el agar, luego de los periodos de incubacion, reflejara
el nUmero de células viables de la muestra, denominadas unidades formadoras de colonias
(Madigan et al., 2015).

Es importante que el numero de colonias que se desarrolle en las placas no sea demasiado
alto ni bajo. Ya que, en aquellas placas con un alto numero de colonias es posible que
algunas células se hayan visto imposibilitadas a dividirse debido a la competencia,
ademas, algunas colonias podrian fusionarse y ocasionar errores en las interpretaciones
de los resultados. En las placas con un recuento pequeno, la significancia estadistica sera
baja. Por estos motivos, el recuento se realiza cuando la cantidad de colonias en las placas
se encuentre entre 30 y 300, este intervalo es el mas valido a efectos estadisticos (Madigan
et al.,, 2015). Para lograr que las colonias se encuentren dentro de estos valores, es
prudente realizar diluciones de las muestras vy utilizar, de los resultados, aquellas placas
que presenten entre 30 y 300 colonias luego del periodo de incubacion correspondiente.

Instrumentos:

e Camara de flujo laminar.

e Estufa de incubacion.

e Medio de cultivos WL, EMB y PC estériles,

¢ Muestras de los erlenmeyer correspondientes a los distintos tiempos a analizar.
e Pipetas automaticas de 0.9 y 0.1 ml, con puntas descartables estériles.

31



e Tubos Eppendorf con puntas estériles.

e Agua destilada estéril.

e Placas Petri de vidrio de 100mm estériles.
e Vortex.

Para las muestras obtenidas se hicieron diluciones 1:10, 1:100, 1;1000 y/o 1:10000
dependiendo del medio de cultivo correspondiente.

Procedimiento para realizar las diluciones sucesivas:

1) Esterilizar correctamente la mesada de trabajo.

2) Acomodar los tubos Eppendorf necesarios en una gradilla, para evitar confusién en el
armado de diluciones y en el posterior vertido en placa.

3) Colocar todos los elementos a utilizar en la mesada y esterilizar con UV.

4) Colocar 0,9 ml de agua destilada estéril en todos los tubos Eppendorf.

5) Tomar uno de los tubos con muestras, homogeneizar y extraer 0,1ml y colocarlo en el
tubo Eppendorf correspondiente a la dilucién 1:10.

6) Desechar la punta utilizada, tomar una nueva y pasar 0,1ml de la dilucion realizada y
homogeneizada al tubo Eppendorf de la siguiente dilucion.

7) Repetir el paso 6 hasta hacer todas las diluciones necesarias de todas las muestras.

Una vez se tuvieron las diluciones de las muestras se procedié a sembrarlas en el medio
de cultivo correspondiente segun cada tratamiento, como se observa en la Tabla 3. Se
tomé 0,1 ml de la dilucién seleccionada y se la colocé en una caja Petri estéril.
Posteriormente se agregé el medio de cultivo fundido, justo antes de que llegue a su
temperatura de solidificacion y se mezclé con movimientos suaves en ocho (Madigan et
al., 2015).

Para la preparacion de los medios de cultivo se remplazo el 25% del agua destilada por
efluente filtrado.

Tabla 3:Agar utilizados para sembrar las diluciones obtenidas de los distintos erlenmeyers
y realizar el recuento de UFC

. Agares donde se sembro
Tratamiento -
y se realizo el recuento.
Nativo EMB, PCy WL
EMB EMB
PC PC
WL WL
Mezcla EMB, PCy WL

Procedimiento para la siembra por vertido en placa:

1) Fundir los medios de cultivo evitando la ebullicién y dejar que su temperatura baje
hasta casi la temperatura de solidificacion.

2) Pipetear 0,1 ml de la dilucién correspondiente en una caja Petri.

3) Agregar el agar en la caja Petri y distribuir con suaves movimientos en 8.

4) Rotular y llevar a incubar en posicion inversa segun las especificaciones de cada
medio de cultivo.

Luego de los tiempos de incubacion se realizé el recuento de colonias en aquellas cajas
Petri que presentaran un rango adecuado (entre 30 y 300 colonias).
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Calculo:

colonias contadas * factor de dilucién

Unidad d d loni FC [ =
nidades formadoras de colonias(UFC)/m volumen de siembra

5.4.2 Aislamiento- obtencion de cepas puras

La siembra por estrias es un método rapido y facil para el aislamiento de aquellos
organismos que forman colonias en placas de agar. El método se basa en tomar una
colonia, aislarla y resembrarla varias veces seguidas, asegurando la obtencion de un
cultivo axénico (Madigan et al., 2015).

Materiales:

e Mechero Bunsen

e Asa de arito.

e Cajas de Petri estériles.

e Medios de cultivos WL, EMB y Pc estériles.

e Estufa de incubacion.

e Cajas Petri con las colonias obtenidas del recuento.

Procedimiento:

1) Esterilizar adecuadamente la mesada de trabajo, prender el mechero y trabajar en un
radio de 15 cm alrededor del mismo (zona aséptica).

2) Fundir completamente los agares evitando la ebullicion.

3) Plaquear las cajas de Petri y dejar solidificar.

4) Esterilizar el asa de siembra llevandolo hasta incandescencia en el mechero y dejar
enfriar unos segundos.

5) Abrir una caja sembrada y tomar una colonia con el asa.

6) Realizar estrias sucesivas en la caja Petri que corresponda.

7) Rotular y continuar con la siguiente colonia morfolégicamente diferente, repitiendo los
pasos 4, 5,6 y 7 hasta que todas las colonias estén aisladas.

8) Llevar aincubar en posicién invertida.

Una vez pasado el tiempo de incubacién se revisaron las colonias aisladas y se repitié este
procedimiento 3 0 4 veces para asegurar que las colonias sean puras.

5.4.3 Preservacion mediante congelamiento

Una vez finalizado el experimento, se procedié al almacenamiento de las cepas aisladas
bajo condiciones que permiten preservarlas hasta que se requieran para su identificacion,
ya que no fue posible realizarla, debido al presupuesto limitado.

La criopreservacion es un método que permite preservar microorganismos por periodos
de tiempo prolongados a temperaturas de hasta -80° C. Al someter a temperaturas de
congelamiento, se promueve la formacion de cristales de hielo en la suspension y dentro
de la célula, lo que puede ocasionar la ruptura de membranas celulares ocasionando la
muerte. Los crioprotectores son agentes quimicos que protegen a los microorganismos de
los dafos que pueden tomar parte en el congelamiento y permiten la supervivencia hasta
su descongelamiento y utilizacion (Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de
Salud (ANLIS) Dr. Carlos G. Malbran, 2018).

Instrumentos:
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e cepas por preservar, provenientes de un cultivo puro,

e asade arito,

e mechero Bunsen,

e caldo de enriquecimiento liquido estéril,

e estufa de incubacion que funcione a 38 °C,

e tubos de plastico esterilizables, resistentes a la congelacién, con cierre hermético,
e perlas de vidrio,

e (glicerol al 30%,

e autoclave y

e heladera con temperatura de -80°C.

Procedimiento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
6

6.1

Esterilizar adecuadamente la mesada de trabajo y trabajar en la zona aséptica
determinada por el mechero Bunsen.

Esterilizar el asa hasta su incandescencia, tomar una colonia pura de la placa Petri e
introducirla en un tubo con caldo de enriquecimiento liquido estéril. Repetir con todas
las placas y rotular los tubos.

Incubar por 48 horas a 38 °C.

Colocar el glicerol y las perlas en los tubos con cierre hermético y esterilizar en
autoclave.

Tomar con el asa estéril un volumen del tubo con caldo de enriquecimiento y sembrar
en un tubo con glicerol y perlas. Rotular el tubo. Repetir para cada cepa.

Colocar los tubos en la heladera correctamente identificados.

Resultados y discusiones

Caracterizacion inicial del efluente

En la Tabla 4 se observaron los valores obtenidos de diferentes parametros contaminantes
del efluente. Estos fueron comparados con los maximos permitidos y tolerables
determinados por la resolucion 778 del 1996 y sus modificaciones.

Tabla 4: Caracterizacién de la parte liquida de un efluente derivado del maquinado de
aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu,

Mendoza.
Parametro Unidad Valor Inicial del Maximo Maximo
efluente Permitido* | Tolerable*
C°E?:§tr'i‘c’;'gad uS/cm 16250 1400 2000
Solidos se1d5|fnentables Mi%eml 12 0,50 1
Solidos s?czhglentables Mi%om| 30 <1 10
Sdlidos Totales mg/l 7854
Sdlidos Disueltos mg/l 7531
SOIIdOS‘I’f)E::IZEndIdOS mg/! 72.33 40 80
Solidos suspendidos
Fijoz g 0
Sélidos suspendidos
Volatiles g 72,33
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Parametro Unidad Valor Inicial del Méxir_no Maximo
efluente Permitido* | Tolerable*
Cloruro Ppm 491 300 500
Nitritos mg NO2 /| 0,33 0,30 1
Nitrégeno amoniacal mg NHs/l 76,43 3 6
pH 5 6,5-8,5 5,5-9
Sodio mg/I 2512 250 400
Sulfato mg/| 722 >1 1
DQO mgO-/I| 13185 75 250
DBOs mgO-/I| 4165 30 120
Potasio mg/| 782
Alcalinidad mg CaCO3/ 385,39
Dureza mg CaCO3/I 3397,95
* Concentraciones establecidas por la Resolucion 778/96 y sus modificaciones
para el vertido de liquidos a cuerpos receptores

A lo largo del experimento se analizaron concentraciones de diversos parametros
contaminantes del agua segun la legislacién del DGI que regula el vuelco de liquidos a
cuerpos receptores. Aquellos parametros que se encontraron dentro de valores aceptables

fueron:

La temperatura, se correspondié con la ambiental ya que en ninguno de los
procesos de elaboracién se hace uso de agua a temperaturas extremas.

Cloruros, con una concentracion de 491 ppm. La presencia de este anion deriva
del uso de salmueras (NaCl) durante la fermentacion.

Los Nitritos, presentaron una concentracion de 0.33mg/I.

Los SST, presentaron una concentracién de 72.33 + 6 mg/l, representada en su
totalidad por SSV. La inexistencia de SSF, podria deberse a la riqueza en grasas
facilmente volatilizables caracteristica de este tipo de efluente.

Por otro lado, existieron parametros que no se posicionaron dentro de los maximos
permitidos ni tolerables, estos fueron:

El pH, con un valor de 5.

La conductividad eléctrica, que superd ampliamente al permitido con una
concentracién de 16250 uS/cm.

Los sulfatos, con una concentracion de 722mg/l pueden causar problemas por su
consumo en animales y humanos. Valores elevados de sales sulfatadas,
especialmente de magnesio y calcio pueden causar diarrea a partir de los 600 mg/I
y generar deshidratacion (D’angelot, 2017). A su vez, podrian ocasionar dafos en
estructuras por la corrosién de tuberias de cobre y, de existir zonas andxicas, las
bacterias sulforeductoras utilizarian el sulfato como aceptor de electrones liberando
sulfuro de hidrogeno, gas corrosivo y altamente téxico. Este gas tiene un olor
caracteristico a huevo podrido el cual se not6 en al manipular el efluente (Madigan
etal., 2015).

El Na, su valor alto de 2512 + 210,40 mg/l se debié a la utilizacion de lejia y
salmuera en los procesos de cocido y fermentacion de las aceitunas de mesa

El nitrdgeno amoniacal, presentd una concentracién de 76,43 + 3,69 mg/l. La
elevada presencia de amonio. en los efluentes podria deberse a la descomposicion
de la materia organica, el amonio estda compuesto por el amoniaco o amonio no
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ionizado (NHs) y el amonio ionizado (NH4") que en solucién acuosa se encuentran
en equilibrio. Esto podria ocasionar problemas de toxicidad, ya que el efluente
presento valores elevados de materia organica, y la interconversion entre la forma
ionizada menos toxica (NH4+*) y la no ionizada mas toxica (NHs), depende del pH,
temperatura y oxigeno disuelto. Bajo condiciones normales el amonio no ionizado
representa alrededor del 0.6% del amonio total, pero a medida que aumenta el pH
y la temperatura, la forma no ionizada puede ascender hasta representar el 72%
del amonio total (Calvachi & Ortiz, 2013).

e Los solidos sedimentables, con valores de 12 ml%oml luego de 15’ y 30 ml%oml
luego de 120’

e La DBOs, presento un valor inicial de 4195 mg/l, en el dia 2 de 2070 mg/l y en el dia
5 de 30 mg/l, asi se logré una reduccion mayor al 99%.

e La DQO, con una concentracién de 13185mg/l.

Asi mismo, otros parametros que no figuran en la legislacién del DGI fueron analizados:

e El potasio presentd una concentracion de 782 + 84,50 mg/l, este es un
macronutriente de gran importancia para el correcto desarrollo de vegetales del
sueloy, a pesar de que la toxicidad de este elemento no existe como tal en el suelo,
los efectos negativos se relacionan con los resultados antagonistas que traen
aparejados la deficiencia de algun otro nutriente

e La alcalinidad con una concentracion de 385,39mg/l tiene la potencialidad de
revestir tuberias y calentadores de agua como consecuencia de la precipitacion de
CaCOs;. Valores satisfactorios de este parametro se encuentran entre 100 y 200
mg de CaCOsl/l, ya que valores menores son potencialmente corrosivos y mayores
presentan potencial de revestimiento.

e La dureza del efluente fue de 3397,95 mg CaCOsl/l, por ello se consideré al liquido
como muy duro. Este valor sobrepasoé al estipulado por el cédigo alimentario
argentino, que establece una dureza total maxima de 400mg de CaCOyj/l
(Argentino, C.A.,1969).

e El valor de solidos totales en el efluente fue de 7854 mg/l. La gran mayoria, 7531
mg/l, correspondieron a soélidos disueltos, que sobrepasaron en 5 veces al valor
permitido por el Codigo Alimentario Argentino para agua potable (CA,1969).

Mediante el valor de la DQO y DBOs se calcul6 el indice de biodegradabilidad del efluente.
Este valor fue de 0.31, valor considerado por Martines Sosa (2010) como biodegradable,
pero no tanto como el obtenido por Lugones (2018), cuyo efluente presentd un indice de
biodegradabilidad de 0.89.

6.2 Ensayo de biorremediacion de los diferentes tratamientos

pH:

Los tratamientos comenzaron con valores medios de 5,4 + 0,129. Estos se encontraron
fuera del rango maximo permitido por la legislacién, que exige valores de pH entre 6.5y
8.5. Asi mismo, una vez finalizado el experimento, los tratamientos se encontraron en
valores de pH entre 6.5 y 6.8, posicionandose dentro de los valores maximos permitidos
por la resolucion 778 del Departamento General de Irrigacion.

En la llustracion 3, se observo en los primeros dias, una disminucion abrupta del pH que
podria deberse a la acidificacion del medio ocasionada por la respiracion de los
microorganismos aerobios mediante el ciclo de Krebs (Nelson, 2015). Luego de esta baja,
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entré los dias 1 y 3, comenzo la neutralizacion del pH, posiblemente por la produccién de
sustancias de tipo proteica de caracter basico que se generan durante el crecimiento
microbiano, como son las histonas (Curtis & Schnek, 2008). En los dias centrales del
experimento, se observé una mayor variabilidad entre los tratamientos, mientras que a
partir del dia 11 todos presentaron valores semejantes, con una media de 6.23 £ 0.302.
En el dia 18, el valor medio para todos los tratamientos fue de 6,6 + 0,095.

La variabilidad del pH entre los tratamientos es alta en los dias centrales y disminuye hacia
los extremos. Al analizar la desviacion estandar, se observé que los valores minimos se
correspondieron con los dias 0, 17 y 18, con valores de 0.129, 0.133 y 0.095
respectivamente.

Evolucion del pH

- /‘ ‘/
6 ——Natvo
55 --EMB
PC
5
I
o -—\WL
-—Mezcla
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llustracion 3:Evolucion de pH para los tratamientos Nativo, EMB, PC, WL y Mezcla a lo largo del experimento llevado
a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de aceitunas de una industria
productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu, Mendoza. Elaboracion propia

Conductividad eléctrica:

Al inicio del ensayo, como se observo en la llustracidn 4, los tratamientos presentaron un
valor medio de 25764 uS/cm y al finalizar de 20829 uS/cm. Ambos valores se encontraron
muy por encima del maximo permitido por la legislacion, que exige un valor de 1400 uS/cm
para el vertido de aguas a cuerpo receptores. Asi mismo, se observo una leve tendencia
a la disminucién en todos los tratamientos, logrando en los 18 dias del experimento una
reduccion del 19 %.
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Evolucion de la Conductividad eléctrica
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llustracién 4:Evolucién de la conductividad eléctrica para los tratamientos Nativo, EMB, PC, WL y Mezcla a lo largo del
experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de
aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu, Mendoza.. Elaboracion
propia.

Solidos suspendidos totales

Al finalizar el experimento, se analizé la concentracion de SST en los tratamientos y se
observd un incremento en su concentracion respecto al valor obtenido para el efluente.
Los valores finales de SST se encontraron entre un rango de 1590 y 568 mg/l. La
proporcion de SSF también aumento, ya que al finalizar el experimento los SST estaban
compuesto por un 35 + 4% de SSF y un 65 + 4%de SSV, sin considerar al tratamiento WL,
en el cual la proporcién de SSF fue baja, de 12% (Tabla 5). Este aumento en la
concentraciéon de SST y la aparicién de SSF podria deberse a la incorporacion de sales
inorganicas como fuente nutricional.

Tabla 5: Valores de Soélidos Suspendidos Totales, Fijos y Volatiles obtenidos de los
tratamientos al finalizar el experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica
Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de aceitunas de una industria
productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu, Mendoza.

Tratamiento SST SSF SSV P;oepgtg:?n Pr('joepgrg{;') n
Nativo 1590 640 950 40% 60%
EMB 1277,42 451,61 825,81 35% 65%
PC 690 215 475 31% 69%
WL 568,18 68,18 500 12% 88%
Mezcla 765 260 505 34% 66%
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Compuestos fendlicos

El valor promedio de polifenoles para los tratamientos al inicio del experimento fue de
0.1692 +0.015 mg/l, este valor sobrepaso, al maximo tolerable de 0.1mg de fenoles/| de
efluente establecido por la legislacion para el vertido de liquidos a cuerpos receptores. Los
diferentes tratamientos sufrieron una reduccion de estos compuestos a lo largo del ensayo,
en algunos se dio de forma mas rapida, pero todos presentaron valores finales similares
por debajo del maximo tolerable con valores de 0.056 £+ 0.014 mg/I .Asi mismo, los
tratamientos Nativo y WI presentaron valores por debajo del maximo permitido. Esto
sefalé que la presencia de polifenoles en el efluente no actué como antagonista para los
microorganismos, ya que estos se desarrollaron en su compafia y disminuyeron su
concentracion.

Al calcular la desviacion estandar para cada uno de los dias, a fin de vislumbrar las
diferencias de los tratamientos con las medias diaria a lo largo del experimento, se noté
que fueron minimas para los dias 0, 2 y 15, mientras que, en los dias centrales, la variacién
de los datos respecto a la media fue mayor. Como se ve en la llustracién 5, los valores de
polifenoles iniciales y finales presentaron baja variabilidad, mientras que los centrales alta.
Esto podria indicar comportamientos distintos de los diferentes grupos nutricionales
actuantes a lo largo del experimento, afirmando que, sin importar las variaciones centrales
dependiente de cada grupo nutricional, todos parten y llegan a valores similares.

Evolucion de polifenoles
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llustracion 5:Evolucion de la concentracion de polifenoles para los tratamientos Nativo, EMB, PC, WL y Mezcla
a lo largo del experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnologica Nacional, sobre el efluente derivado
del maquinado de aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipd,
Mendoza.. Elaboracion propia
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Azucares reductores:

La concentracidn de azucares se redujo, en las primeras 24 horas del experimento, de 5
g/l hasta trazas, debido a que son azucares de muy facil consumo y muy accesible para
los microorganismos que podrian haberse encontrado en crecimiento de tipo exponencial
(Figura 6)( Maldonado M. comunicacion personal, 2020).

Evolucion de azucares reductores
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Figura 6:Evolucion de la concentracion de azucares reductores para los tratamientos Nativo, EMB, PC, WL y
Mezcla a lo largo del experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente
derivado del maquinado de aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento
de Maipu, Mendoza. Elaboracion propia.

Demanda quimica y biolégica de oxigeno:

En la llustracion 7 se observé la evolucion de los tratamientos segun sus valores de DQO.
Las concentraciones iniciales se encontraron entre 12000 y 15000 mg de O-/I de efluente
y a lo largo del experimento los valores disminuyeron paulatinamente hasta llegar, en el
dia 18, a una concentracién media de 1886 mg de Oa/l. Se logré una reduccion de la DQO
del 85%.
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Ecolucion de DQO
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llustracién 7: Evolucién de la demanda quimica de oxigeno para los tratamientos Nativo, EMB, PC, WL y Mezcla a lo largo
del experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnologica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de
aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu, Mendoza. Elaboracion propia.

6.3 Analisis microbiologicos

6.3.1 Crecimiento microbiano

En la Tabla 6 se observo los tiempos de latencia de los diferentes tratamientos. El
tratamiento Mezcla fue el Unico que presentd periodos de latencia muy diferente de los
demas, ya que se activo a las pocas horas de haber comenzado el experimento. Los
demas tratamientos se activaron entre las 22 y 30 horas posteriores de haber comenzado
el ensayo.
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Tabla 6:Periodo de latencia en horas de los tratamientos del experimento realizados en la
Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de aceitunas
de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipu, Mendoza.

Fecha Plerlodq (19 Tratamiento
atencia
5:00 Erlenmeyer 10
26/11/2018 Mezcla
7:20 Erlenmeyer 9
22:00 Erlenmeyer 5y 6 PC.
22:45 Erlenmeyer 3 EMB
27/11/2018 28:15 Erlenmeyer 1y 2 Nativo.
29:30 Erlenmeyer 7 y 8 WL
30:00 Erlenmeyer 4 EMB
* Tiempo en horas transcurrido desde el TO hasta la activacion de los
tratamientos.

Curva de crecimiento de bacterias aerébicas mesofilas

En la Figura 8 se graficaron las curvas de crecimiento microbiano obtenidas a partir del
recuento de colonias en placas cultivadas con agar EMB de los tratamientos Nativo, EMB
y Mezcla. Los tres tratamientos mostraron curvas donde se distinguieron las diferentes
fases del crecimiento microbiano, pero con variaciones.

El tratamiento PC presenté un crecimiento exponencial rapido, logré el mayor valor de UFC
en el tiempo 1y, luego, comenzo rapidamente su fase de muerte celular. A partir del T6
se mantuvo en valores bajos de UFC.

El tratamiento Mezcla presenté una curva similar a la de PC, pero con valores
notablemente mas bajos. Experimentd un crecimiento exponencial rapido entre el Tiempo
1y 2, luego comenzd un periodo de muerte celular abrupta, sin fase estacionaria. Entre el
T4 y T6 llegé a valores minimos de UFC y luego comenzé una nueva fase de crecimiento,
pero en este caso de tipo lineal.

El tratamiento Nativo no mostré crecimiento microbiano de tipo exponencial, sino lineal con
dos picos, uno en el T4 y otro en el T8. A partir del T4 se mantuvo en un estado estacionario
hasta el T6, que comenz6 nuevamente el crecimiento poblacional. Su fase de muerte se
hizo evidente luego del T8.
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Curva de crecimiento de bacterias aerdbicas mesofilas
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Figura 8: Curvas de crecimiento de bacterias aerobias mesdfilas obtenidas de los tratamientos Nativo, PC y
Mezcla en el experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado
del maquinado de aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de
Maipu, Mendoza. Elaboracién propia.

Curva de crecimiento de levaduras y hongos:

En la Figura 9 se indican las curvas de crecimiento microbiano obtenidas a partir del
recuento de colonias de hongos en placas cultivadas con agar WL. Los tratamientos WL y
Nativo mostraron curvas de crecimiento similares, pero, el tratamiento WL presenté valores
mayores de UFC/ml y llego a este valor mas rapidamente.

El tratamiento Mezcla presentd los valores mas bajos de UFC y no mostré crecimiento
exponencial, sino de tipo lineal a partir del T6.

Curva de crecimiento de hongos y levaduras
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Figura 9: Curva de crecimiento microbiano para hongos y levaduras obtenidas de los tratamientos Nativo,
WL y Mezcla en el experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente
derivado del maquinado de aceitunas de una industria productora de aceitunas de mesa en el departamento
de Maipu, Mendoza. Elaboracién propia.
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Curva de crecimiento microbiano para enterobacterias y demas bacilos negativos

En la Figura 10 se graficaron las curvas de crecimiento microbiano para enterobacterias.
Los tratamientos EMB y Nativo obtuvieron curvas de crecimiento muy marcadas

El tratamiento Mezcla present6é su mayor valor de UFC/ml en el tiempo 0 y se mantuvo, a
partir del T2, en valores bajos. El tratamiento EMB mostré un crecimiento exponencial muy
marcado en el T1, que finalizo en el T2 cuando comenzo6 la fase de muerte celular lineal
hasta el T8. Las enterobacterias en el tratamiento Nativo se mantuvieron en estado de
latencia hasta el T4, cuando comenzé su crecimiento exponencial y a partir del T6
comenzo su estado de muerte que se prolongd hasta el T 10.

Al igual que para hongos-levaduras y bacterias aerébicas mesdfilas, el grupo nutricional
de enterobacterias logré su mayor valor de UFC en aquellos tratamientos que solo fueron
inoculados con un grupo nutricional. Es decir, los tratamientos PC, WL y EMB.

Curva de crecimiento de enterobacterias y demas bacilos negativos
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Figura 10: Curva de crecimiento microbiano para enterobacterias y demas bacilos negativos obtenidas de los
tratamientos Nativo, EMB y Mezcla en el experimento llevado a cabo en la Universidad Tecnoldogica
Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de aceitunas de una industria productora de aceitunas de
mesa en el departamento de Maipu, Mendoza. Elaboracion propia.

Curvas de crecimiento microbiano de todos los grupos nutricionales para los tratamientos
EMB, PC, WL vy Nativo:

En la Figura 11 se graficaron las curvas de crecimiento microbiano del tratamiento Nativo
en puntos y las de los tratamientos EMB, PC y WL en lineas continuas. Las mayores
poblaciones alcanzadas para cada uno de los agares se dieron en aquellos tratamientos
inoculados con un unico grupo nutricional (tratamientos EMB, WL y PC) y, dentro de estos
tratamientos, los mayores valores de UFC se dieron en enterobacterias, seguidos de
hongos y levaduras y, por ultimo, bacterias aerébicas mesdfilas. Esto se vio también en el
tratamiento Nativo, pero en menor escala.

En el tratamiento Nativo las bacterias aerdbicas mesdfilas fueron las primeras en
comenzar su fase de crecimiento, seguidas de enterobacterias y por ultimo hongos y
levaduras. Asi mismo, las curvas de crecimiento de bacterias aerdbicas mesodfilas fueron
mas achatadas y no experimentaron crecimiento exponencial.
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Curva de crecimiento tratamientos Nativo, PC, EMBy WL

2,500,000
Nativo (PC)

----- Nativo (EMB)

2,000,000
----- Nativo (WL)

—EMB

1500000
PC

UFC/ML

—WL

1.000.000

500.000

.......

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Horas

Figura 11: Curvas de crecimiento microbiano para los tratamientos PC, EMB, WL y Nativo desarrollados en el experimento
llevado a cabo en la Universidad Tecnolégica Nacional, sobre el efluente derivado del maquinado de aceitunas de una
industria productora de aceitunas de mesa en el departamento de Maipt, Mendoza.. Elaboracion propia.

7 Conclusiones

Mediante los diferentes tratamientos se logré disminuir en un 19% los valores de
conductividad eléctrica del efluente, mientras que para parametros como la DBOs y DQO
se lograron porcentajes de reduccion mayores. La reduccion media de los valores de DQO
de los 5 tratamientos analizados fue del 86%. En el caso de la DBOs, la reduccion media
para los tratamientos fue del 99%, a pesar de esto, su valor fue notablemente menor que
el de la DQO vy el efluente se consider6 como biodegradable con un indice de
biodegradabilidad medio-bajo de 0.31.

La concentracion de polifenoles no fue una limitante para el desarrollo de los
microorganismos. Estos, mediante sus actividades metabdlicas a lo largo del ensayo,
redujeron la concentracion inicial de polifenoles en el efluente hasta localizarla entre
valores aceptados por la legislacion.

El amonio total hallado podria generar riesgos en la supervivencia y desarrollo de
microorganismos utilizados, ya que su parte no ionizada, mas frecuente y menos toéxica,
se encontré en valores elevados, posibilitando la interconversion con su contraparte
ionizada mas toxica en caso de existir cambios en las condiciones de pH, temperatura y
oxigeno disuelto.

Se observo diferencias en las curvas de crecimiento de los diferentes grupos nutricionales
segun los tratamientos desarrollados. En los tratamientos PC, EMB y WL, donde solo se
inoculo con un grupo microbiano, los valores de UFC/ml fueron mas elevados que en los
tratamientos Nativo y Mezcla, donde coexistieron los 3 grupos nutricionales.
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Asi mismo, los valores iniciales de los parametros para todos los tratamientos se
encontraron proximos entre ellos, lo mismo sucedié con los valores finales. Esto podria
indicar que existe un rendimiento diferente segun el grupo nutricional en los valores
centrales, pero siempre parten y concluyendo en valores similares.

Al preservar las cepas bajo el método de criopreservacion, se deja abierto el trabajo para
su futura profundizacion, siendo recomendable la identificacién taxondmica de los
microorganismos actuantes en la degradacion.
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