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RESUMEN

La incorporacién de contaminantes emergentes sin regulacion en el ambiente, como la
cafeina, tienen una gran influencia sobre los ecosistemas acuaticos, causando alteraciones
en seres vivos y sobre el balance ambiental. En torno a esto se planted usar humedales
subsuperficiales de flujo vertical para tratar una solucion sintética de 30 ppm de cafeina,
implementando como medio de soporte tereftalato de polietileno (PET) obtenido de botellas
plasticas. Ademas, se estudi6 la influencia de la planta ornamental Dracaena fragrans en
el sistema, realizando ensayos por duplicado con (R1y R2) y sin plantas (R3 y R4), los
humedales se realizaron en batch con un TRH de 7 dias, a los cuales se les dosificd un
volumen de 16 L de solucién de cafeina por goteo en una hora, y durante 10 semanas. Las
eficiencias de remocion se cuantificaron mediante espectrofotometria UV-VIS, a la par de
la evaluacion de caracteristicas fisico-quimicas de la calidad del agua para monitorear el
comportamiento de los humedales. De este estudio se obtuvo que el PET es un medio de
soporte favorable para la remocion de cafeina, gracias a que faculta la formacién de biofilm,
logrando remociones promedio al dia 7 del 99%, 98%, 97% y 92%, para R4, R1, R2, y R3,
respectivamente. En concordancia con estos resultados se evidencié estadisticamente que
la vegetacion no tuvo una influencia significativa en la eficiencia del sistema (p<0.05). Los
parametros de calidad del agua no se alteraron significativamente, ya que fueron inferiores
al LMP durante la experimentacion.

PALABRAS CLAVE: Humedales construidos, PET, cafeina, contaminante emergente,

biopelicula.



ABSTRACT

The introduction of emerging contaminants into the environment, such as caffeine, has a
significant impact on aquatic ecosystems, causing disruptions to living organisms and
environmental balance. In response, constructed wetlands with vertical subsurface flow
used to treat a synthetic solution containing 30 ppm of caffeine, utilizing polyethylene
terephthalate (PET) obtained from plastic bottles as a supporting medium. Additionally, the
influence of ornamental plants Dracaena fragrans in the system was investigated through
duplicate trials with (R1 and R2) and without (R3 and R4) plants. The wetlands were
operated in batch mode with a HRT of 7 days, receiving a 16 L volume of caffeine solution
per drip in one hour, over a period of 10 weeks. Removal efficiencies were quantified using
UV-VIS spectrophotometry and, at the same time, physicochemical parameters of water
quality were analyzed to monitor wetland performance. The study found that PET is an
effective support medium for caffeine removal, because promoting biofilm formation,
achieving removal rates at day 7 of 99%, 98%, 97% and 92% for R4, R1, R2, and R3,
respectively. In accordance with these results, it was statistically demonstrated that
vegetation had no significant impact on system efficiency (p<0.05). Water quality
parameters did not change significantly, as they were below the LMP during the

experimentation.

KEYWORDS: Constructed wetlands, PET, caffeine, emerging contaminant, biofilm.



1. DESCRIPCION DEL COMPONENTE DESARROLLADO

En la actualidad, un tema de gran interés son los contaminantes emergentes (CE), que son
compuestos con origenes y caracteristicas quimicas diferentes a los contaminantes
convencionales, que no se remueven en los distintos procesos de tratamiento de aguas
residuales (Bermudezy Torres, 2019). Aunque estos contaminantes no estan regulados en la
actualidad, podrian estarlo en el futuro a medida que se realicen mas investigaciones sobre
sus posibles impactos en la salud y el medio ambiente, asi como su frecuencia de aparicion.
Esimportante destacar que los CE no necesitan ser persistentes para causar efectos adversos
en el medio ambiente, pues su rapida transformacién o remocion se compensa con su
frecuente introduccion al entorno (Ramirez & Rivera, 2017). Entre los compuestos mas
relevantes estan los surfactantes, productos de cuidado personal, esteroides, farmacos,
hormonas, antisépticos, aditivos de combustible e industriales, y subproductos generados
durante la desinfeccién del agua (Herrera, 2016).

La cafeina es un tipo de contaminante emergente que se ha identificado como un marcador
antropogénico en la contaminacion de aguas superficiales, debido a su origen mayormente
antropico y su elevado consumo, que a nivel mundial promedia 177,69 mg por persona por
dia. Posteriormente, sus residuos se incorporan a los cuerpos de agua, y segun estudios
realizados en algunas localidades de Espafia, se encontrd una concentracion de cafeina de
13167 ng/L en agua superficial, 3840 ng/L en influentes y 75 ng/L en agua potable (Korekar
et al., 2020; Ramirez & Rivera, 2017).

A pesar de que la cafeina se encuentra en bajas concentraciones en el agua, la exposicion
prolongada puede generar efectos perjudiciales sobre los organismos acuéticos. Por ejempilo,
en la rana de garras africana, se observaron cambios en el crecimiento tras cuatro dias de
exposicién a concentraciones de cafeina de 0,11 pg/L, y su muerte a 0,27 pg/L.
Concentraciones superiores a 0,2 g/L en agua de mar inhiben la absorcion de oxigeno en los
huevos de erizo, retrasando su metabolismo. Ademas, la cafeina actia como un factor
estresante que aumenta el blanqueamiento de los corales. En el pez arroz japonés,
concentraciones de 0,05 a 0,5 mM provocan ansiedad. Y en las neuronas motoras del pez
cebra, 5 mM de cafeina causan axones mas cortos y ramificacionanormal, entre otros efectos
(Bruton et al., 2010; Korekar et al., 2020)

En este contexto, algunos métodos para eliminar la cafeina presente en efluentes incluyen la
degradacion microbiana, la fitorremediacion, la adsorcion y procesos de oxidacion avanzada,

comola ozonificacion, la fotocatalisis, la fotolisis y el proceso foto-Fenton (Korekar et al., 2020)

Considerando la complejidad y los costos implicados en algunos de estos métodos, los

humedales construidos o artificiales (HC) emergen como una solucion sostenible y factible



para tratar este tipo de efluentes. Estos integran varios procesos, como la degradacion
biolégica, sedimentacién, adsorcion, volatilizacion, filtracion y captacion vegetal (Pérez et al.,
2022).

Se ha demostrado que la remocion de cafeina en humedales construidos en invierno es del
23 al 58%, y en verano del 82 al 99% (Roig, 2013). Lo cual es consistente con un disefio de
Herrera (2016), donde incorporaba Cyperus sp., grava y un tiempo de retencion hidraulica de
cinco dias logré remociones superiores al 89%. Esta alta eficiencia se debe a su naturaleza
integral, que combina un medio de soporte, vegetacion y microorganismos, los cuales trabajan

en conjunto para eliminar los contaminantes.

Cada componente desempeiia un papel esencial: el medio de soporte es fundamental en gran
parte de los procesos fisicos, quimicos y biolégicos, pues ofrece una superficie donde los
microorganismos pueden adherirse y formar una biopelicula. Ademas, actia como un medio
para filtrar y/o adsorber contaminantes, sostiene las raices de las plantas e influye en el

movimiento del fluido, contribuyendo asi a la eficiencia global del sistema (Pérez et al., 2022)

En humedales construidos, la grava y la arena a diferentes granulometrias son los medios de
soporte convencionales mas utilizados. No obstante, existen opciones mas econémicas que
podrian ser factibles, un ejemplo es el material del que se fabrican las botellas plasticas, el
tereftalato de polietieno (PET). Estas botellas representan una parte significativa de los
residuos plasticos, cuya produccion mundial se duplico, alcanzando los 353 millones de
toneladas en los afios 2000 al 2019, segun la OECD, Organizacién para la Cooperacion vy el
Desarrollo Econdmico. El 40% de esta cantidad corresponde a envases con una vida Util de
menos de cinco afios, generalmente de un solo uso, que permanecen en el medio ambiente
por un tiempo prolongado (Castafieda, 2022). En este contexto, el PET puede ser empleado
como un soporte alternativo para disminuir la contaminacién generada por estos residuos.
Ademas, debido a su inercia, bajo desgaste, baja obstruccién y su significativa contribucion a

la formacioén de biopeliculas, se convierte en un material viable (Lapo, 2014).

Ademads, segun un estudio realizado por Khalifa etal. (2020), donde se compard tres
sustratos: grava, plastico y caucho, se obtuvieron resultados mas eficientes con el plastico,
logrando eficiencias de remocién del 83% para sélidos suspendidos totales (SST), 66% para
amoniaco, 85% para fosfatos y 98% para patdégenos.

En este sentido, se propone la utilizacién de humedales construidos subsuperficiales de flujo
vertical como una opcion efectiva para la eliminacion de cafeina de los efluentes residuales
domésticos, optando por un medio de soporte alternativo que favorezca la viabilidad
economica de su implementacién mediante la utilizacién de residuos de botellas PET. Que



ademas de brindar un servicio ecosistémico de depuracion de agua pueden llegar a ser el
habitat de especies y tiene un valor estético agregado.

1.1 Objetivo general

Evaluar la depuracién de cafeina en humedales construidos subsuperficiales de flujo vertical
usando como medio de soporte PET reciclado mediante la caracterizacion analitica del
afluente y efluente, con el fin de determinar la eficacia de este sistema para tratar aguas

sintéticas.
1.2 Objetivos especificos

1. Determinar la especie de planta emergente que integrara el sistema mediante ensayos
toxicoldgicos a diferentes concentraciones de cafeina, con el propoésito de seleccionar
la opcion méas adecuada para el humedal.

2. Construir un sistema de humedal de flujo subsuperficial vertical a escala microcosmaos
mediante el uso de un recipiente prefabricado, plantas emergentes, PET reciclado,
gravay un sistema de distribucion y drenaje, para evaluar la remocion de cafeina de
aguas sintéticas bajo estas consideraciones.

3. Verificar como influye la presencia de vegetacion en la remocién de cafeina, mediante
un ensayo comparativo entre humedales con y sin plantas para determinar su
contribucion en la eficiencia del sistema.

4. Cuantificar la remocion de cafeina mediante la determinacion de su concentracion por
espectrofotometria UV-VIS en el afluente y el efluente, para evaluar la eficiencia del
humedal construido.

5. Realizar una caracterizacion del afluente y efluente através del analisis de pardmetros
fisicos y quimicos como turbidez, solidos suspendidos, DQO y DBO para monitorear
el comportamiento del sistema y su influencia en la calidad del efluente.

1.3 Alcance

En el presente proyecto, se construird un humedal construido subsuperficial de flujo vertical
en una escala de microcosmo, utilizando botellas PET recortadas como medio de soporte,

con el objetivo de remover cafeina de agua artificial.

Inicialmente se llevara a cabo una revision bibliografica para recopilar la informaciéon necesaria
para el dimensionamiento y disefio del sistema de humedales, la cual se complementara o
adecuara segun los requisitos que surjan durante el proceso de disefio y la factibilidad se su

implementacion.



Es necesario establecer una fase previa en la que se llevaran a cabo ensayos de toxicidad
para determinar la especie de planta idonea para el sistema, asi como la dosis de cafeina que

se suministrara.

En la fase de disefio del humedal, se considera un sistema en batch con un tiempo de
retencién hidraulica de 7 dias, donde el flujo se suministra de formaintermitente por goteo con
una frecuencia especifica. Ademas, se contempla la implementacion de un sistema de

distribucién, drenaje y recoleccion del flujo.

En la fase de evaluacién, el enfoque estara exclusivamente centrado en la remocion de
cafeina, cuya cuantificacion se realizard mediante un analisis de concentracién por
espectrofotometria UV-visible, considerando una periodicidad de los monitoreos al primer,
cuarto y séptimo dia. Y aunque se monitorearan de manera quincenal y mensual otros
parametros como turbidez, solidos suspendidos, DQO y DBO, estos no se consideraran para
evaluar la eficiencia del sistema, sino para comprender el comportamiento del humedal a lo

largo del tiempo de monitoreo.

Tampoco se realizardn ensayos especificos para cuantificar la formacion de biofilm u otros
procesos especificos que involucre el funcionamiento del sistema, por su parte se realizara

una comparacion cualitativa con otros estudios relacionados para su caracterizacion.

Ademas, se llevaran a cabo un analisis de absorcion y densidad aparente del medio de
soporte PET, y ensayos granulométricos para la grava, con el fin de caracterizarlos. Sin
embargo, el desempefio del medio, los microorganismos o las plantas no se evaluaran de
formaaislada, mediante ensayos especificos para cada componente. Ya que se analizara el
funcionamiento del sistema por duplicado, y de manera conjunta, incluyendo una variacion de
humedales cony sin plantas para cuantificar en funcién de la remocién, la contribucion de la
vegetacion. Este enfoque integral permitira una evaluacion completa del sistema de

humedales construidos y su capacidad para remover cafeina, en base al disefio propuesto.
1.4 Marco teérico

1.4.1. Contaminantes emergentes

En los Ultimos afos, los estudios han revelado la aparicion de nuevos compuestos y/o
contaminantes en el ambiente, denominados como contaminantes emergentes (CE).
Estos se refieren a sustancias quimicas de origen natural o sintético, que representan un
impacto potencial para la salud humana y ecoldgica en el entorno, como consecuencia de su

continua descarga y que no son controlados ni tratados (Cunha et al., 2018).



Estos contaminantes se producen diariamente a través de articulos farmacéuticos y de
cuidado personal, pesticidas, hormonas, metales, surfactantes, solventes, retardantes de
llama, cosméticos, toxinas, colorantes y aditivos industriales, edulcorantes alimenticios, entre
otros (Rasheed et al., 2019).

Y que segun (Gavrilescu et al., 2015), pueden causar toxicidad cronica, alterar el sistema
enddcrino y desarrollar una mayor resistencia a patdgenos, sin descartar procesos de

bioacumulacién y toxicidad sinérgica.

La presencia de estos contaminantes incluso en aguas depuradas es clave para afirmar que
los tratamientos convencionales no son capaces de eliminarlos, y menos considerando que el
éxito de la eliminacion de estos contaminantes depende de sus propiedades especificas
(Sanchez, 2018). De los tratamientos fisicoquimicos convencionales, se han utilizado métodos
como la coagulacion, flotacién y cloraciéon. Sin embargo, la coagulacion y floculacion han
demostrado ser ineficaces para eliminar muchos contaminantes emergentes (CE), logrando

una eliminacién por debajo del 30% (Patifio, 2014).

Una alternativa es la adsorcién con carbon activado, que puede alcanzar eficiencias de
remocion superiores al 90% para diversos compuestos emergentes (Bodzek & Dudziak,
2006). Ademas, las tecnologias de procesos de oxidacion avanzada son las mas
prometedoras, especialmente aquellas que emplean cloro u ozono, aungque generan
subproductos cuyos efectos aun no se comprenden totalmente (Trujillo et al., 2010).

Estas al igual que otros métodos utilizados como la microfiltracion, ultrafiltracion,
nanofiltracion, 6smosis inversa y electrodialisis implican un elevado costo. Donde la
nanofiltracion y la ésmosis inversa han demostrado ser eficaces en la retencion de micro
contaminantes que son dificiles de eliminar con métodos convencionales (Sanchez, 2018).

Entorno al costo y facilidad, los tratamientos biolégicos se consideran latecnologia mas viable
para tratar aguas residuales; sin embargo, solo logran una eliminacion parcial de los
contaminantes emergentes (Roig, 2013). Por ejemplo, en un estudio donde se emple6 un
sistema en serie de tres reactores biolégicos de membrana (MBR), se logré eliminar mas del
90% de nonifenol y bisfenol. No obstante, este tratamiento tuvo que complementarse con una
unidad externa de ultrafiltracién seguida de una adsorcion con carbén activado granular
(Garcia-Molina et al., 2006).



1.4.2 Cafeina

Es un alcaloide perteneciente familiade las xantinas presentes en el café, nuez de cola, cacao,
bayas de guarand y hojas de té. Este compuesto es empleado habitualmente como un
estimulante y un aditivo en medicamentos analgésicos para aumentar su efecto, esta presente
en productos farmacéuticos para el resfriado, cosméticos, alimentos, bebidas y estimulantes
de consumo masivo. También es usado como pesticida de origen natural, para defender a las

plantas de los insectos que se alimentan de ellas (Indermuhle et al., 2013)

La cafeina pura es un soélido blanco cristalino que tiene un sabor amargo, 1.23 g/cm? de
densidad, su punto de fusion esta entre 234 a 236.5 °C, un pH neutro (6.55 a 6.90) y su peso
molecular es 149.19 g/mol. En cuanto a su solubilidad en agua, a 25°C es de 2.16x10* mgl/L,
y esta en funcién directa con la temperatura (Garcia Martinez et al., 2017). La estructura
guimica de la cafeina (CsH10N4O2) se compone de dos sistemas de anillos (purinas), dos

grupos carbonilo, cuatro aminas terciarias y un grupo amida (Labster, s/f), como se muestra

Q ;:H3
H:,C\N .
0 T "

CHy

en la Figura 1:

Figura 1. Configuracion quimica de la cafeina
Fuente: Valenzuela (2020)
En los dltimos afos, el alto consumo y produccion de cafeina ha llevado a su deteccion
continua en efluentes de las PTAR, asi como en aguas superficiales, marinas, potables y
subterraneas en todo el mundo. Esto ha sido posible gracias a los avances para desarrollar
métodos de analisis mas sensibles (Barceld y Postigo, 2014).

La cafeina actua principalmente como un estimulante del sistema nervioso central debido a
su capacidad para antagonizar la adenosina. Generalmente, tarda unos 40 minutos en
ingresar al torrente sanguineo y tiene una vida media de entre 2,5 y 4,5 horas. Al
metabolizarse, pierde uno de sus grupos metilo, produciendo paraxantina, el principal
metabolito de la cafeina, que es excretado mayormente en la orina. Solo entre el 1y el 3% de
la cafeina consumida se excreta sin cambios. Tanto la cafeina como su metabolito terminan
siendo desechados en los sistemas de aguas residuales (Sanchez, 2018; (Janet Gil et al.,
2012)).



Ademas, la cafeina también llega al ciclo del agua a través de medios hospitalarios, donde se
utiliza para tratar la cefalea post puncién, y del entorno agricola, como plaguicida contra
caracolesy babosas. Esto resulta en la presencia de cafeina en cuerpos de agua superficiales
y subterraneos (Ramirez & Rivera, 2017). En California, donde se detectaron concentraciones
de hasta 290 ng/L de cafeina en agua subterranea destinada al consumo humano sin
tratamiento. En Hawai, las concentraciones encontradas en agua subterranea fueron de 88
ng/L, con niveles mas altos en verano. En Singapur, el agua residual en la zona de captacién
mostré concentraciones de hasta 16,000 ng/L (Sui et al., 2015).

En el Ecuador, un estudio realizado por Voloshenko-Rossin et al., (2015) en la cuenca del rio
Esmeraldas reporté una concentracion de hasta de 5597 pg/L en la zona norte del rio
Machangara, un efluente de dicha cuenca. Aunque la concentracion de cafeina suele ser baja
en cuerpos de agua, en el rango de pg/L a ng/L, la exposicion prolongada puede tener efectos
perjudiciales en los organismos acuaticos. Por ejemplo, la cafeina puede agravar el estrés en
los corales, provocando su blanqueamiento, alterar el comportamiento de la arafia de jardin
europea modificando la geometria de su telarafia, y alterar significativamente la actividad de
los renacuajos de la rana leopardo del norte, disminuyendo su capacidad de busqueda de

alimentos, evitar depredadores y reproduccion (Fraker & Smith, 2004).

Estas son solo algunas de las consecuencias que la cafeina, como contaminante emergente,
puede tener en los organismos expuestos en medios acuaticos. Sin embargo, el impacto a
largo plazo de la cafeina y su efecto en la cadena trofica ain no se ha cuantificado
adecuadamente. Esto representa un vacio critico en los datos que debe ser abordada para
entender completamente la problematica, y subraya la necesidad de implementar medidas de

regulacion y depuracion (Bruton et al., 2010)
1.4.3 Humedales construidos

Segun el Ministerio del Ambiente (2015), desempefian funciones ecoldgicas cruciales: regulan
los regimenes hidroldgicos y el clima, controlan la contaminacion y las inundaciones, pueden
actuar como barreras contra tsunamis y proporcionan habitats para una gran biodiversidad.
Ademaés, en las comunidades circundante tienen un significativo valor cultural, cientifico,

economico y recreativo.

Los humedales son sistemas complejos que incluyen una lamina de agua, vegetacion
sumergida, emergente o flotante, asi como zonas con niveles freaticos cercanos a la
superficie. Esta presencia prolongada de agua modificael comportamientotipico de un habitat
terrestre o acuatico, desarrollando caracteristicas especificas en el suelo, microorganismosy
comunidades de fauna y flora. Se les denomina ecosistemas semiterrestres porque se

encuentran en la transicion entre medios himedos y secos, presentan abundante vegetacion
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y un elevado grado de humedad. Donde sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas les
confieren un notable potencial de autodepuracion (Llagas & Guadalupe, 2006).

Con el aumento en la produccion de agua residual, se ha vuelto crucial la investigacion,
desarrollo y aplicacion de tratamientos de depuracion alternativos, que sean eficientes, técnica
y econO6micamente viables, y posean autonomia. Por lo que los tratamientos que imitan los
procesos que ocurren de manera natural en el medio ambiente se posicionan como una gran
alternativa (Arias y Brix, 2003).

En torno a esto, los humedales construidos o artificiales (HC) son una respuesta a esta
problematica, estos son el disefio de un entorno natural semicontrolado con una operaciéony
mantenimiento simples, por lo que son rentables y energéticamente eficientes, ademas que
pueden propiciar habitats para la vida silvestre urbana y aportar un valor estético a la localidad
(Choi et al., 2018)

Su funcionamiento se centra en tres fundamentos: la actividad biolégica y quimica de los
microorganismos, el aporte de oxigeno por parte de las plantas durante la fotosintesis, y el
soporte fisico proporcionado por un medio de soporte inerte que facilita el enraizamiento de
las plantas, actia como material filtrante y sirve como medio para la formacionde biopeliculas.
Estos elementos trabajan en conjunto para eliminar los compuestos en suspensién o disueltos
del agua residual, ademas de biodegradar la carga organica para su mineralizacion (Herrera,
2016).

Esto los convierte en una alternativa de tratamiento viable, no solo para contaminantes
comunes, sino también para contaminantes emergentes. Ya que ofrecen un conjunto de
procesos de tratamiento debido al efecto de la radiacién solar, la formacién de biopeliculas en
el lecho y un alto tiempo de retencion hidraulica caracteristico. Estas caracteristicas los hacen
especialmente adecuados cuando se cuenta con extensiones de terreno apropiadas (Roig,
2013).

a) Tipos de humedales construidos

Segun Almuktar et al. (2018), la clasificaciénde los HC puede estar en funcién de la hidrologia
o direccion del movimiento del agua, esto se detalla a continuaciéon en la Tabla 1:



Tabla 1. Tipos de humedales construidos.
Tipo de flujo Caracteristicas Diagrama

Segun la hidrologia del sistema

e El agua circula superficialmente saturando por

completo o parcialmente las plantas macrofitas.

Libre o e La capa de agua superior trabaja de manera aerobica,
superficial y la base de manera anaerobica. Figura 2a.
(HFS) o Tratamientos terciarios.
o Macrofitas de flotantes, emergentes o sumergidas.
e Profundidad entre 0.1 2 0.6 m.
e El nivel de agua se encuentra por debajo de la
superficie del material granular.
e |a vegetacion debe incrustarse en el fondo de la cama
de soporte.
Subsuperficial e Riesgo de obstruccién de los poros del material de Figura
(HFSS) soporte, recomendable bajas concentraciones de 2by 2c.
soélidos suspendidos.
e Tratamiento secundario o terciario.
o Macrofitas emergentes.
e Profundidad entre 0.3 2 0.9 m.
Segun la direccion del movimiento del agua
e El agua ingresa permanentemente por el extremo
superior del lecho, circulando horizontalmente a lo largo
del medio granular, y termina siendo recogida en el otro
Horizontal extremo por un tubo de drenaje inferior.
(HH) e El agua fluye lateralmente saturandose (flujo pistén). Figura 2b.
e Principalmente procesos anaerdébicos.
e Profundidad entre 0.45a 1.0 m.
Pendiente entre 0.5a 1 %.
e EI agua vertida es ~cargada uniforme e
intermitentemente, y desciende gradualmente a través
del lecho para finalmente ser recolectada por una red
de drenaje en la base.
Vertical - - . .
HY) Las condiciones de saturacion son seguidas por Figura 2c.

periodos de insaturacion, estimulando el suministro de
oxigeno.

e Principalmente procesos aerdbicos.

e Profundidad entre 0.5a 0.8 m.

Fuente: Rabat Blazquez & Trapote (2016),Delgadillo et al. (2012), (Vymazal, 2010).
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Figura 2. Diagrama del sistema de humedal construido
Flujo (a) superficial, (b) subsuperficial horizontal, (c) subsuperficial vertical.
Fuente: Nivala et al. (2017).

b) Componentes

Los humedales artificiales, independientemente de su tipo constan principalmente de los

siguientes componentes:

Vegetacion: su funcionamiento se basa en procesos de fitorremediacion, utilizando
plantas acuaticas conocidas como macrofitas. Estas plantas forman gran parte de la
estructura del humedal mediante sus raices y rizomas, lo que aumenta los procesos
de sedimentacion, facilita el intercambio gaseoso entre el sustrato y la atmosfera, y
crea ambientes oxigenados. Ademas, proporcionan sitios para la formacion de biofilm
y el alojamiento de bacterias. Las plantas también mejoran la permeabilidad del medio
filtrante y contribuyen significativamente al valor estético del humedal (Serrano &
Corzo Hernandez, s/f).

Agua residual: interactia con los demas componentes, generando reacciones
fisicoquimicas que facilitan la propagaciéon de organismos. Su calidad tiene una gran
influencia en la eficiencia del funcionamiento del humedal, ya que trabaja en conjunto
con la atmosfera a través de la precipitacion y la evapotranspiracion (Mena, 2014;
Delgadillo et al., 2012)
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e Microorganismos: transforman biologicamente la materia organica, son
responsables de la desinfeccion, y forman la biopelicula en las raices y sustrato. Los
microrganismos segun la zona en la que se encuentran en el humedal son aerobios

(cerca del rizoma) o anaerobios (fondo del lecho) (Delgadillo et al., 2012).

e Sustrato o medio de soporte: propicia procesos como la sedimentacion,
precipitacion, filtracion, adsorcion, intercambio ionico, biodegradacion y faculta el

crecimiento y metabolismo de las raices de las plantas (Almuktar et al., 2018).
1.4.4 Medio de soporte: PET

Los sustratos convencionales de los humedales construidos incluyen arena, gravay roca. Sin
embargo, para minimizar el presupuesto de construccion, se propone la utilizacién de
sustratos alternativos, favoreciendo materiales de origen local o descartables. Por ello,
numerosos estudios han evaluado la implementacion de diversos sustratos, como la cascarilla
de arroz, bagazo de cafia, mantillo organico, carbén activado, desechos de construccion,
concha de ostras, agregados de arcilla, escoria volcanica, biocarbén, virutas de neumaticos,
espuma de poliestireno y materiales plasticos comoel PET (Pérez et al., 2022; Zhigiang et al.,
2021).

En este contexto, es esencial investigar el uso de sustratos alternativos en los humedales
construidos, como el PET. Estos sustratos son particularmente relevantes dado que las
botellas de PET representan un problema ambiental significativo en cuanto a su disposicion
final. Su tamafio provoca una ocupacion alarmante de los vertederos, lo que puede llevar al
cierre de estos sitios por falta de capacidad. Ademas, muchas botellas terminan en las calles
y son arrastradas hacia cuerpos de agua, donde permanecen durante 700 a 1000 afios, ya
sea en su formaoriginal o como microplasticos. A esto se suma el problema de su produccion:
por ejemplo, algunas ciudades de Colombia generan semanalmente 88,100 toneladas de
basura y residuos plasticos, de las cuales solo el 70% son recolectadas (Gémez, 2016).

Este material no solo ofrece ventajas en términos de costo, ya que proviene del reciclaje, sino
gue también posee caracteristicas fisicas que lo hacen adecuado para estos sistemas. Su
cristalinidad, transparencia, buena barrera contra la humedad y baja tasa de absorcion de
agua le confieren una alta resistencia fisica. Ademas, es resistente a ataques quimicos y no
presenta vulnerabilidad a ataques microbiologicos. Al ser no biodegradable, su vida util es
mas prolongada, y su superficie rugosa facilita la adherencia de microorganismos y la
formacién de biofilm (Lapo, 2014).
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Dallas y Ho (2014) estudiaron la eficiencia de los humedales construidos que utilizan botellas
de PET cortadas en dos o tres partes (dependiendo del tamafio de la botella) en comparacion
con la grava de gneis. Encontraron que el PET tenia una mayor eliminacién de contaminantes
del agua residual y reducia los costos de construccion en un 50% respecto a la grava. Por
otro lado, Sklarz et al., (2013)utilizaron cuentas de plastico con una porosidad de 0.8, similar
a la de las botellas de PET trituradas, y lograron una eficiencia para la demanda bioquimica
de oxigeno (DBO) del 95% en aguas residuales domésticas. Ademas, el material plastico es
menos reactivo y susceptible al desgaste, lo que podria traducirse en una vida util mas

prolongada para estos sistemas.

Ademas, se ha identificado que el PET es un material que participa en procesos de adsorcion,
donde los sitios activos ricos en energia interactan con los solutos presentes en fase acuosa,
gracias a sus propiedades (Ortuiio, 2019). No obstante, este aspecto no ha sido estudiado a
fondo, ya que la atencion se ha enfocado principalmente en el uso de medios como el carbon
activado y las zeolitas para la adsorcién de contaminantes. En este proceso, los materiales
con alta porosidad proporcionan un gran volumen de espacio interno para la captura de
contaminantes. Los poros deben tener un tamafio que propicie el ingreso de las moléculas de

contaminantes y estas se adhieran a las superficies internas del material (Gregg & Sing, 1982)

En concordancia con esto, un andlisis SEM realizado por (Arahman et al., 2017) confirmé que
la membrana de PET de botellas plasticas presenta una estructura con poros grandes y
rugosos, lo que puede favorecer la adsorcion esto se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Resultado de andlisis SEM a la superficie de membranas de botellas PET.
Fuente: Arahman et al. (2017)

Este proceso fue confirmado por un estudio que demostré la adsorcion de lignosulfonato sobre
la superficie del PET. Los resultados fueron favorables debido a las interacciones no
electrostaticas generadas por la polaridad del PET, que favorecen las interacciones acido-
base. Los sitios superficiales implicados en estas interacciones en los sustratos plasticos son
los grupos carbonilo y los ciclos de carbono aromatico, que son de naturaleza basica y se
encuentran en mayores cantidades en la superficie del PET (Le Guern et al., 2001)
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2. METODOLOGIA

El proyecto propuesto es un trabajo de investigacion aplicada, con un fuerte componente
experimental centrado en desarrollar y evaluar una solucion practica y sostenible para la
remocion de cafeina utilizando humedales artificiales. Involucra una metodologia deductiva,
con un enfogue mixto ya que posee caracteristicas cuantitativas y cualitativas en la
informacion a analizar.

Para estructurar el presente proyecto se siguieron las siguientes etapas metodoldgicas, cada
una con un objetivo especffico y resultados esperados (Figura 4):

Investigar y consolidar la informacién

A b g Obtener informacion referente a la
SR . existente sobre humedales artificiales y . .
REVI.SI.OTI de literatura y 3 U eficacia en |a remocian de | problematica planteada, asi como datos
definicién del problema contaminantes emergentes para el disefio del sistema, y variables a
g considerar.

especificamente cafeina.

___________ l

B q q Un disefio experimental detallado que
Seleccionar las variables experimentalss f :
- ! incluya esquemas del sistema de

Disefio Experimental 4)[:0"'0 &l D & FENTES, ERusRlEten 6 ——» humedales artificiales, lista de materiales y

cafeina, disefo del sistema, adecuacién " " I
: i ’ equipos necesarios, y un plan de acclén
del sustrato, y condiciones operativas. quip yun p

paso a paso.
. Construir y poner en marcha los ; i
Implementacion del humedales artificiales segun ¢l disefio congl? sc"sc;cemoa gzzgzzgﬂiseigggf‘?;em
proyecto a escalade ———— experimental desarrollada. ¥ realizar ——————» MR 7 E1E u [

experimental. Y el registro de condiciones

laboratorio ajustes necesarios para estabilizar el iniciales y ajustes.

funcionamiento.

___________ i

» Manitorear el funcionamiento del humedal Conjunto de datos detallados que incluyen
Recoleccion de datos y 3 y obtener datos empiricos sobre el ) mediciones de |a concentracion de cafeina y
monitoreo rendimiento del sistema en |a remocion calidad del agua (sélidos suspendidos,
de cafelna. turbidez, DBO y DQO)

___________ i

Analizar los datos recolectados para ; i
L A Resul ni validen |
evaluar la eficacia del sistema, e calilziisn ahitsnfkien que velklen &

Analisis de datos ———»  identificar patrones, tendencias,y @ ——» :ffcrt':'da?nd:‘dd‘sie:() SXP?"met?:IZyr |
posibles correlaciones entre las variables generar recemencaciones para op! are

- sistema.
estudiadas.

Figura 4. Metodologia del proyecto.
Fuente: Elaboracién propia.

2.1 Descripciéon del area de experimentacion

El &rea destinada para la experimentacion se encontré ubicada en el Laboratorio de Docente
Hidraulica (Edificio 10) de la Escuela Politécnica Nacional, la percepcion ambiental de este
espacio es fresca y con poca exposicion al sol, con entradas puntuales por los ventanales
laterales a determinadas horas del dia. Para conocer las condiciones climaticas de la
experimentacion y asi determinar la adaptabilidad de la vegetacion, se realizé un monitoreo
de humedad relativa y temperatura con ayuda de un termohigrémetro digital marca

Boeco Germany.
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Este se llevé a cabo durante una semana despejada y mayormente soleada del 19 al 23 de
febrero de 2024, con una medicion en la mafiana y otra en la tarde, en tres posibles zonas

para la instalacion de los humedales, mismas que se indican en la Figura 5:

B i

(a) Zona A (b) ZonaB (c) Zona C
Figura 5. Zonificacion preliminar para la implementacion de los HC.

2.2 Pruebas de toxicidad preliminares de la vegetacion

En los humedales construidos, se utilizan habitualmente macréfitas, que son plantas capaces
de vivir y crecer en condiciones de inundacion. No obstante, con el auge de estos sistemas
enregiones tropicales, se ha comenzado aimplementar el uso de plantas ornamentales. Estas
pueden ser plantas acuéticas con flores llamativas o plantas terrestres ornamentales de
interés comercial que, aunque no sean nativas de humedales, tienen la capacidad de

adaptarse a condiciones de inundaciéon (Hernandez-Crespo et al., 2024)

Entorno a esto, este proyecto se centrdé en especies de plantas ornamentales que no son
comunes en este tipo de sistemas, pero que tengan la capacidad de adaptarse a ambientes
parcialmente inundados, y con una baja cantidad de nutrientes, considerando que su Unica
fuente es la cafeina, pues el PET de formaindependiente, no provee de materia organica o
nutrientes a las plantas.

Las especies ornamentales seleccionadas fueron: Chlorophytum comosum (mala madre),
Dracaena sanderiana (bambu de la suerte), y Dracaena fragrans (Tronco de la felicidad o
tronco de agua), las cuales tiene la capacidad de desarrollarse en agua o suelo, pero con
caracteristicas especificas de temperatura, humedad relativa, exposicion al sol y tipo de
siembra, otro factor que se considera es precio y tipo de raices, todo esto se especifica en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Vegetacion para ensayos preliminares de toxicidad.

Fotografia
Nombre Chlorophytum
o Dracaenareflexa  Dracaena fragrans
cientifico comosum
i Bambu de la
Nombre comun Mala madre Tronco de agua
suerte
Temperatura 15a25°C 15a32°C 18a 28 °C
) De moderada a
Humedad relativa Moderada Alta

alta

Evitar luz solar

Semi soleada,

L Media sombra, no luz directa, o
Exposicion , L interiores
solar directa y calor. iluminacion o
o iluminados.
indirecta
Sueltos y
Suelto con buen Sueltos y _
Suelo _ ) ligeramente
drenaje. humedos. i
humedo.
Siembra Suelo o agua, Suelo o agua Suelo o agua.
Precio 40 ctvs/planta 15 ctvs/planta 35 ctvs/planta
Robustas y Fibrosas, sin raiz
Tuberosas, anchas y ] o
] extensivas, que principal gruesa,
Raices largas que ocupan un

gran espacio.

se propagan

ampliamente

sino muchas
raices delgadas.

FUENTE: Melgar (2015), Arbe (2018), Gonzalez (2012).

Estas fueron compradas en la parroquia de Nayon, e inicialmente todas se encontraban
sembradas en tierra por lo cual previo alos ensayos de toxicidad preliminares alos que fueron
sometidas, se aclimatizaron adaptando el procedimiento descrito por (Rivadeneira, 2020)
Entonces se colocaron en recipientes plasticos saturadas con agua sin remover la tierra, para

generar una transicién suave entre medios, de suelo a agua, durante una semana.
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A continuacién, se procedi6 a remover la tierra y lavarlas lo mejor posible, es importante
destacar que tanto la mala madre como el bambu de agua tenian enredadas las raices de las
diferentes plantas por lo que en algunos casos se requirio retirar algunas raices, proceso que
ademas dificulto el lavado.

Una vez limpias, se dejaron en agua durante otra semana para que se adapten al cambio de
medio, y posteriormente fueron sometidas a los ensayos de toxicidad durante una semanay
de forma individual a concentraciones de 10, 2, 50, 75, y 100 ppm de una solucién de cafeina,
los ensayos se realizaron por triplicado y blancos de referencia con agua envejecida (agua
sometida al sol), como se muestra en la Figura 6:

(b) Ensayos de toxicidad a diferentes concentraciones de cafeina.

Figura 6. Ensayos de toxicidad preliminares.

2.3 Determinacién de la concentracion de cafeina

Para determinar la concentraciéon de cafeina que se suministré a los humedales construidos,
se llevo a cabo otro ensayo de toxicidad, esta vez enfocado en la vegetacion seleccionada
(tronco de la felicidad), estas plantas provienen de Santo Domingo y fueron compradas
nuevamente en Nayon, y siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en la seccion 2.2,

utilizado para la aclimatacion de las plantas.

16



Una vez finalizado el proceso de aclimatacion, se comenzaron las pruebas de toxicidad el
01/03/2024, las cuales se realizaron para las concentraciones de 5, 10, 25 y 50 ppm de
cafeina. Estas pruebas duraron cinco dias (de lunes a viernes), hasta el 05/03/2024, en los
cuales se monitoreo los cambios cualitativos de las plantas y la remocion de cafeina, esto
para intentar asociar dichos cambios con la cantidad de contaminante absorbido por la planta.
Para esto se midi6 la hoja y raiz, mas cortay larga, asi como el nUmero de estas, esto en la

aclimatacion, al iniciar los ensayos de toxicidad y a su terminacion.
2.4 Disefo y construccion del sistema
2.4.1 Preparacion del medio de soporte

El medio de soporte que se utilizé fueron botellas PET, las cuales fueron modificadas para
facilitar el crecimientoy desarroll6 de biofilm, para lo que se implement6 la metodologia
descrita por Reina (2015), quién recorto las botellas en formas rectangulares de 2a 4 cm, con
un doblez en forma de techo, esto Ultimo permitié que las bacterias se instalen y evité que
sean eliminadas por el efluente. Esta metodologia fue restructurada en funcion de la

factibilidad, cantidad requerida de medio, recursos disponibles y tiempo.

Entonces, a las botellas plasticas inicialmente se les retir6 las tapas, se recorto las bases y
después se lavaron (Figura 8a). Una vez estaban limpias, se recortaron en tiras (Figura 8b),
mediante un sistema compuesto por rodamientos fijos y una cuchilla de estilete en medio,
sujetos a una superficie estable, la cual contaba con un eje de rotacion regulable formado por
una varilla que es introducida en los agujeros de referencia (en funcién del tamafio de la
botella), este sistema se muestra a continuacién en la Figura 7:

Figura 7. Sistema para tiras de botellas PET
En la varilla se coloca la botella recortada puesta una tapa con un agujero para que se centre,
y sobre esta se coloca peso. Es importante recalcar que, al momento de realizar las tiras de
PET, al inicio se tiene que hacer girar la botella cerca del sistema de rodamientos, hasta que
se corta una seccion por la cuchilla, y a partir de ahi, es necesario halar la tira de forma
paralela a la superficie, ya que, si se inclina hacia arriba o abajo, la tira es méas delgada y
puede romperse.
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Una vez realizadas las tiras, se buscé reducir su tamafio y lograr un doblez para incrementar
el area superficial y favorecer la formacion de biofilm, para lo cual se envolvio cada tira a lo
largo de en una regla flexible (Figura 8c), para marcar el doblez se golpe6 los extremos con
un martillo (Figura 8d) y se recorté por la mitad (Figura 8e).
|
bl
|

@) (b) ©) (d) (e)

Figura 8. Proceso de adecuacion del PET.

Finalmente se obtuvieron pequeiias tiras de PET de 1 cm de ancho y alrededor de 7 cm de
largo, dobladas 1.5 cm a cada lado, como se muestra en la Figura 9:

i:lgura 9. Tiras de PET de medio de so

4w

porte.

Aunque el sustrato principal es el PET, se utilizd grava como un medio de entrada y salida, la
cual ayuda a homogenizar el flujo, el material que se encontré de forma comercial es ripio, el
cual viene mezclado en diferentes granulometrias. Considerando que comercialmente la
grava fina tiene un grosor menor a 8 mm, la grava media de 8 a 12 mm, y la grava gruesa de
12 hasta 35 mm. Se separ6 en dos fracciones, una “grava fina” que abarca hasta los 12 mm
de grosor, y la “grava gruesa” de 12 a 35 mm.

Este material tiene particulas de polvo y otras que superan los 35 mm, por lo que se realizd
un tamizaje preliminar donde se empled un tamiz manual casero (Figura 10), que consta de
una malla metélica con una apertura de alrededor de 12 mm y un recipiente en el fondo para
separar el material entre “fino” y “grueso”. De igual forma para garantizar un correcto lavado,
inicialmente se retiré en seco el polvo con el uso de un cernidero, después con este mismo,
se removié el polvo restante con agua, pero la movilizacion de este material genera mas
material particulado, por lo que una vez construidos los humedales también fueron lavados
mediante un flujo continuo de agua para remover el polvo.
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Figura 10. Tamizaje manual casero.

2.4.2 Caracterizacion del medio de soporte

Tanto el PET como la grava se caracterizaron en el Laboratorio de ensayos de materiales,
mecanica de suelos y rocas de la EPN, con ayuda del personal técnico. Para el PET se
determiné la densidad aparente (kg/m?)y el porcentaje de absorciéon de agua, estos ensayos
tienen el objetivo de identificar si el material es propenso a flotar y la cantidad de agua
absorbida en las recargas, respectivamente.

La densidad aparente se obtuvo siguiendo las normas ASTM C29 e INEN 858, cuyo proceso
consiste en llenar un recipiente volumétrico conocido con el material con la muestra suelta, se
enrasa y se mide el peso; y para la muestra compactada se colocan tres capas, en cada una
se usa varilla metalica con un extremo plano para aplicar 25 golpes repartidos con una presion
uniforme y sin tocar el fondo, para finalmente enrasar y pesar, como se expone en la Figura
11:

‘ )

| Figura 11. Ensayo de densid aparente del PET.

Por otra parte, la absorcion del PET se calcul6 a partir de las normas ASTM C128, NTE INEN
856, ASTM C127 y NTE INEN 857. Para lo cual se sumergié el material en agua, en un
recipiente de peso conocido durante 24 horas, después se removio el exceso de agua y se
peso, este material se coloco en la estufa POL-EKO a 110 °C, para obtener el peso en seco.
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Figura 12. Peso en seco del PET, ensayo de absofcién.

Con respecto al ripio este se separd en una seccion “fina” y “gruesa” con el método descrito
anteriormente de tamizaje manual casero, el cual no es muy preciso ya que la malla puede
sufrir deformaciones (aumentar su apertura) en funcion del uso, ademas que al ser particulas
de forma irregular tienden a quedarse atrapadas en la malla y el tamizaje depende
directamente de la fuerza manual aplicada en la agitacion.

Por esta razén es importante caracterizar granulométricamente ambas fracciones, que,
aungue se catalogan como agregado grueso por su tamafio de particula, en los humedales
se coloco de forma diferenciada, por lo que el ensayo de granulométrica se realiz6 mediante
tamizajes independientes, siguiendo las normas ASTM C136 y ASTM C33.

Inicialmente es necesario realizar un proceso de homogenizacion y cuarteo del material
(Figura 13), para lo que se coloca la grava sobre una charola y se dividié en 4 partes iguales,
de las cuales se seleccionan los dos extremos opuestos con mayor similitud, y este proceso
se repite una vez mas, para después pesar la masa seca minima basada en la norma ASTM
C136, donde para el grava fino (TMN: 12.5 mm) fue 2 kg, y para el grava grueso (TMN: 25
mm) fue 10 kg.

(a) Grava “fino” (b) Grava “grueso”.

Figura 13. Homogenizacion y cuarteo del grava.

En torno al tamafio maximo nominal y en funcion de la norma ASTM C33 (Figura 14), se
seleccionan los tamices del ensayo.
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Grading Requirements for Coarse Aggregates

R Amounis Finer than Each Laborstory Sieve (Sgquare-Openings), Mass Percerd
Momi re
Size Mumber {Sieves with 100 B0 mm 73 mm &3 mm B0 mm F785mm | 250mm | 190mm | 1253mm | B5mm | 475 mm | 236 mm | 1.18mm 300 pm
Squarz Cpenings) mm (A% in) (3in) 2 in) (2in) (1% in} {1in) e} | ein) | Eain) | Mo.d) | (No.B} | (Mo.18) | (NoS5Q)
14 in)
1 20 to 37.5 mm 100 00 to 100 - 25 o ED - O 15 . O3 s - - - . -
(3% 1o 1%3in)
2 63 to 37.5 mm s o 100 B0 10 100 | 35 to 70 Ot 15 o O3 o s sz s s
(2% o tszin)
3 50 to 25.0 mm - =7 100 00 1o 100 | 35 to 70 Oto 45 =57 O 5 a i i
(210 1 in)
357 50 to 4.75 mm O = = 100 G5 1o 100 3510 70 i 1010 20 e Ok§ Bl -~ -~
(2 in._ o Na. 4)
4 37.5to 10.0 mm - - - - 100 00 o 400 | 2010 55 Olo1s pos O35 - - - -
(144 to 34 inj
A&7 37.5to 4.75 mm D = e 100 85 to 100 e 351070 10 to 30 Ow§ o o o
(1% in. to No. 4)
5 25,0 o £2.5 mm - =y 5 i 100 S0to 100 | 201055 Ot 10 O 5 = i i
[f to % in)
56 250t d5mm — - - 100 80 to 400 | 401085 | 101040 | Do 15 Oio5 - - -
{1 to % n)
57 25,010 475 mm - ~ . _ - 100 | 85t0 100 ~ 2510 60 - 0010 | Otos - -
{1 in. to Ma. 4) '
[} 12040 2.5 mm e - i — 100 @0 to 100 | 201255 | Oto 15 O § - s s
%10 % in}
E7 10.0 to 4.75 mm - - = g - 100 B0 fo 100 201055 | QMo i Qo5 - -
(¥ in. fo No. 4)
T 12.5 o 4.75 mm - = = = = - — 100 806100 | 40t 70 | Dio 5 O3 = —
{# in, fo No. 4)
g 95 to 238 mm s - s - - . s 100 B5to 100 | 10030 | Oto 10 Qw5 -
[*=in. 1o No- 8)
B3 0510 118 mm e - e — e 24 100 B0to 100 | 204055 | 51io 30 Oto 10 Ot 5
{ ¥ in. 1o No. 16)
B+ 4750 118 mm - - 25 = - - - 100 B85 1o t00| 10to 40 Do 10 0t 5
No. 4 to Mo. 18)

# Size number @ aggregate is defined in Terminclogy C125 as a fine aggregate. It is included as a coarse aggregate when it is combined with a size number B material to creaie a size number 83, which i= a coarse
aggregate as defined by Terminology G125,

Figura 14. Requerimientos de tamizado en agregados gruesos, ASTM C33.

En torno a esto para la “grava fina” se utilizaron los tamices %”, 12", 3/8”, N° 4, N° 8, N° 16, y
N° 50, y para la “grava gruesa” se usaron los tamices 174", 17, 34”7, V2", 3/8”, N° 4, y N° 8.

La masa seca minima pesada se coloco en el tamiz superior y se procedi6 a tamizar, se utilizd
un tamiz vibratorio automatico en el caso de la grava fina y un tamiz de alta capacidad tipo
charola para la grava gruesa, ambos marca Controls. Después pesar cada fraccion,
comprobando que al final no existan pérdidas significativas de material, este proceso se

detalla en la Figura 15:
»

Figura 15. Tamizaje y pesaje de la grava.

Y considerando las curvas granulométricas, se procedio a utilizar como material fino del
tamiz N° 50 al 3/8” (0.3 a 9.5), y como grueso aquel retenido de los tamices 2" a 172", por lo
cual el material se tamiz6 nuevamente en el LEMSUR en funcién de estas granulometrias,
ya que el proceso de tamizaje manual no fue suficiente para una correcta separacion.
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2.4.3 Disefio del humedal de flujo subsuperficial vertical (HFSSV)
a) Humedal y distribucion del medio de soporte

Bibliograficamente el disefio de los humedales construidos se centra en la carga organica que
sera dosificada al sistema o la produccion de efluentes por habitante, esto debido a que
frecuentemente se utilizan en depuracion de aguas residuales de comunidades pequefas
principalmente. Sin embargo, al ser un disefio en escala de laboratorio se optd por adquirir
envases prefabricados y definir las variables en funcion de experimentaciones similares.

Se empled un envase plastico grande de 350 mm x 520 mm x 400 mm, en el cual se dispuso

el medio de soporte PET y grava con la siguiente distribucion:

NIVEL DEL AGUA

Pendiente 5%

Figura 16. Distribucién del medio de soporte en el HFSSV.
Fuente: Elaboracion propia.
Como se puede observar se coloc6 de abajo hacia arriba: 30 mm de grava gruesa, 20 mm de
gravafina, 150 mm de tiras de PET dobladas y 20 mm de grava gruesa, dejando un area libre
de 180 mm donde se colocaron las plantas. El nivel del agua alcanza aproximadamente 180

mm.

b) Sistema de drenaje y recoleccion

En el recipiente esta ensamblado un sistema de recoleccion, que consiste en un adaptador
de 2" a la salida del humedal, cubierto con la malla en la parte expuesta al material pare evitar
0 minimizar la salida de solidos, y a la salida se acopl6 una llave jardinera de bola que permite
la salida del efluente de forma regulada. Para favorecer la salida se generé una ligera
inclinacion del 5%, mediante un tablon de madera de 10 cm de largo y 2.5 cm de ancho,
pegado en la parte posterior del recipiente. Todo sistema se encuentra montado sobre un

pallet, para facilitar la recoleccién de muestras.
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Para el proceso de descarga y vaciado semanal de los humedales, se utilizaron mangueras
gue se acoplaron a las llaves de jardin y descargaban en el canal del laboratorio, esto con la

finalidad de facilitar este proceso.
c) Sistema de distribucion y reservorio

El sistema de distribucién es por gravedad, lo que se logré gracias a una diferencia de alturas,
ya que el reservorio se encuentra elevado en una estructura metalica prefabricada de 1.2 m,
este reservorio es un balde plastico con capacidad de 16 L, del cual sale el agua por medio
de un adaptador de tanque de 1/2", la parte que esta en contacto con la solucion de cafeina
se encuentra cubierta por una malla plastica para evitar el ingreso de sélidos y posee cuatro

perforaciones en la parte baja para permitir el mayor ingreso posible del fluido.

A su vez, este se une a una tuberia de PVC, de didmetro de 20 mm x 1.2 MPa, mediante un
adaptador hembra de PVC 20mm x 1/2”, este tubo se conecta por su otro extremo a una
valvula de esférica de PVC de 20mm, la cual permite regular el flujo mediante un angulo de
apertura de 30°. A la salida de la valvula se conecta otra tuberia, que finalmente se enlaza a
un sistema de tres tuberias perforadas en paralelo, mediante el uso de una cruz y codos.

Cada tubo tiene 5 perforaciones con didmetro aproximado de 0.5 mm, las cuales se realizaron
con una aguja delgada de pelo caliente, esto con el objetivo de propiciar un goteo en la
distribucion. El sistema se detalla en el plano adjunto en el Anexo I, pero se presenta un
esquema en la Figura 17, este se realizé mediante el software Autodesk Inventor.

h
i
~ B
;

i

N
b

¥

VIR |

L4

i
{ &

{

(a) vista frontal (b) vista lateral (c) vista en planta
Figura 17. Esquema del humedal construido.
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d) Colocacion de la vegetacion

La vegetacion se compré nuevamente en Nayoén, y se aclimatizaron siguiendo nuevamente el
procedimiento adaptado de Rivadeneira (2020), esto es importante ya que se generara un

cambio de sustrato, entre tierra y plastico, y se cuantificaron el nimeroy longitud de las hojas.

Los troncos de la felicidad tienen un tallo robusto de 6 cm de didmetro aproximadamente,
ademas basado en la densidad vegetativa expuesta por Venegas (2020), quien colocé en su
disefio experimental 15 plantas/m?y Zamora et al. (2019), el cual en un area superficial de 0.5
m?2 coloco 4 plantas (8 plantas/m?), por ende, considerando que el humedal del presente
proyecto tiene un area aproximada de 0.2 m?, se deberian colocar de 2 a 3 plantas, pero para
mantener una distribucion uniforme se colocaron cuatro plantas distribuidas en el espacio
disponible.

Estas fueron sembradas en el medio de soporte de PET, con cuidado para evitar que el medio
corte las raices. Ademas, se tratd de que estas tengan caracteristicas iniciales similares para
lo cual se contabilizé inicialmente el nUmero de hojas, y se midieron la hoja mas larga y corta,

lo cual ayuda igualmente a cuantificar los cambios generados tras la experimentacion.

Este sistema se disefié por duplicado con y sin plantas, esto para identificar la influencia de
las plantas en la eficiencia del sistema, como se presenta en la Figura 18:

@

Figura 18. Fotografia de los humedales construidos.

e) Distribucién del flujo y caudal

Si bien la mayoria de los sistemas de flujo vertical subsuperficial se realizan en diferentes
pulsos, se necesitaba implementar un sistema automatizado de bombeo, que consiste en una
electrobomba y un timer digital para configurar la frecuencia (Paredes, 2014) Sin embargo,
con la finalidad de reducir costos y consumo eléctrico se optd o realizar la distribucion en un
solo pulso, pero por goteo para maximizar el tiempo de distribucion.
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El sistema se realizé de formaintermitente o en batch, con un tiempo de retencion de 7 dias,
y se dosificaron 16 L de solucion de agua sintética de cafeina, esto considerando la capacidad
del reservorio y que el nivel del agua alcanza 180 mm, favoreciendo el crecimiento de las
raices.

La descarga se produce en un tiempo de 60 min por goteo, por lo que se tiene un caudal de
0.4 L/min, por ende, en cada agujero (15 agujeros en total de 0.5mm de didmetro) se tiene un

caudal de 17.8 mL/miny una velocidad de 1.5 m/s.
f) Solucién de cafeina dosificada

A cada humedal se le dosific6 semanalmente un volumen de 16 L de solucion de cafeina con
una concentracion de 30 ppm, lo cual se realiz6 con agua envejecida, que es agua potable
expuesta al sol para minimizar la concentracion de cloro. Considerando esto y que en los 4
humedales se consumi6 un volumen de 64 L, se buscé optimizar este proceso utilizando un
reservorio de capacidad de 70 L (Figura 19), en el cual se expuso el agua a la radiacién solar
durante la semana de experimentacion, ya que al momento de la recarga también se llenaba
dicho reservorio.

El reservorio se encontraba marcado al interior a un volumen de 66 L, estos 2 litros adicionales
eran para suplir las posibles pérdidas producidas en la dosificacion. Entonces, inicialmente se
lo lleno midiendo los litros exactos de agua requeridos, para después llenarlo Unicamente
hasta la marca.

Figura 19. Reservorio de agua.

La solucion de cafeina se preparé en una jarra con alrededor de 1 L de agua, donde se
colocaron los 1.98 g del reactivo de cafeina anhidra pureza del 99% de la marca Lobachemie
(Figura 20), y se agitaban hasta disolver todo el reactivo, esta solucion posteriormente se
diluia en los litros totales de agua envejecida, para lograr una solucion de concentracion de
30 ppm. Esta concentraciéon podia variar en funcion de la cantidad de cafeina pesada,
preparacion de la solucion y cantidad de agua, por ende, en cada recarga se cuantifico la

concentracion inicial de la solucion.
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Figura 20. Reactivo de cafeina anhidra al 99%.

En cada humedal se dosificaban manualmente los 16 L utilizando una jarrade 2 L,y una vez
se completaba el volumen requerido se procedia a abrir la valvula del sistema de distribucion,
y como existia una pérdida en el reservorio de distribucion de alrededor de 500 mL, debido a
un estancamiento por la altura del accesorio, se colocaba dicho volumen con una jarra

graduada directamente al humedal.

2.4.4 Monitoreo del sistema

Los humedales de flujo vertical subsuperficial se monitorearon durante 10 semanas (2 meses
y medio), desde el 27 de abril hasta el 6 de julio de 2024, durante este tiempo la solucion
sintética de cafeina se suministr6 al sistema los dias sabado (D1), donde se realizé la primera
carga y subsecuentes recargas, de este proceso se toma una muestra inicial del tanque
reservorio donde se realiza la solucion ocupando agua envejecida, para verificar la
concentraciondel afluente, y una vez recargados se toma una muestra inicial de cada humedal
al fin de verificar la remocion inmediata del sistema, estas muestras son analizadas del dia
lunes mediante espectrofotometria UV-VIS. La siguiente muestra se toma al cuarto dia
(miércoles, D4), y se analiza ese mismo dia, por dltima se toma una muestra al séptimo dia
(sdbado, D7), las cuales se analizan el lunes igualmente. Esto se repite semanalmente

durante todo el tiempo de monitoreo.

Adicionalmente se realizaron monitoreos de pardmetros fisicos y quimicos, inicialmente de la
solucion de cafeina (afluente), con un estandar de 30 ppm. Y debido a que solo es una
solucion de agua sintética, y no un efluente de agua residual se tuvo parametros muy bajos,
por lo que el monitoreo de estos parametros en el transcurso de la experimentacion (Dia 7,
sabado) tiene el objetivo de comprobar el comportamiento del humedal, en caso de que estos
aumenten o disminuyan, por lo que se va a realizar ensayos de manera quincenal para la

turbidez, DQO vy solidos suspendidos, y mensualmente para la DBOs.

La periodicidad de estos ensayos esta estrechamente ligada a la disponibilidad de reactivos

y equipos de laboratorio, sin embargo, no interfieren en los resultados y objetivos de la
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investigacion, ya que esta se centra en cuantificar la remocion de cafeina, ensayos que se

realizan tres veces por semana.

A continuacion, se detalla en la Tabla 3, los ensayos que se realizaron en funcion del
transcurso de la experimentacion:
Tabla 3. Ensayos realizados en la experimentacion.

Fecha Ensayos
Mes Semana Inicio Fin Cafeina Turbidez SST DQO DBO
1 271412024 4/5/2024 X X X X
1 2 4/5/2024 11/5/2024 X X X X
3 11/5/2024  18/5/2024 X
4 18/5/2024  25/5/2024 X X X X X
5 25/5/2024 1/6/2024 X
2 6 1/6/2024 8/6/2024 X X X X
7 8/6/2024 15/6/2024 X
8 15/6/2024  22/6/2024 X X X X X
3 9 22/6/2024  29/6/2024 X
10 29/6/2024 6/7/2024 X X X X

Las metodologias utilizadas para cuantificar estos parametros son las tabuladas a
continuacion:

Tabla 4. Métodos utilizados para los parametros monitoreados.

Parametro Método/Equipo Laboratorio
Turbidez Meétodo 2130 B
Sdlidos suspendidos SST Método 2540 D
Demanda Quilliica de Oxigeno LDIA-FICA-EPN
Método 5220 D
DQO
Demanda bioquimica de oxigeno . CICAM-FICA-
DBO:s Método 5210D EPN
Espectrémetro de Laboratorio de
[Cafeina] fluorescencia y termodinamica-
absorbancia FIQA-EPN

Los métodos de calidad del agua se basan en el “Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater”, a continuacion, se describe cada procedimiento de forma resumida:

e SST: Paraeste ensayo fue necesario tarar las capsulas con los filtros durante 24 horas
y se colocaron en el desecador de 3 a 6 horas. Después se pesaron inicialmente y se
filtr6 una muestra previamente homogenizada de 50 mL, y el filtro utilizado se coloca
junto con la cpsula nuevamente en la estufa POL-EKO y en el desecador, y se

procede a pesar, para tener la diferencia de peso inicial y final.

e Turbidez: Se utilizé un turbidimetro portatil Hach 2100P, en el cual se colocaron 10

mL de la muestra en la celda y se midieron en el equipo.

e DQO: Se emplearon viales de dicromato de potasio y acido sulfarico, marca HATCH

de rango alto. En los cuales se afiadié 2 mL de la muestra previamente homogenizada,
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estos deben agitarse y dejar reposar para ser colocados en el digestor Hach LT200
precalentado a 150°C durante 2 horas, una vez frias las muestras se midieron en el

espectrofotdbmetro portéatil Hach DR 2700.

e DBO:s: Estos ensayos fueron realizados por el personal técnico del CICAM, pero se
basan en el consumo de oxigeno por parte de los microorganismos durante la
degradacion de materia organica en una muestra de agua, esta se incub6 en una
botella respirométrica a 20°C durante 5 dias, para lo cual se adiciona de un inhibidor

de nitrificacion.

e Cafeina: se realiz6 con espectrofotometria UV-VIS, empleando el espectrometro
Duetta de fluorescencia y absorbancia, de la empresa Horiba (Figura 21), que es
espectrofluorometro 2 en 1 que combina simultineamente las funciones de los
espectrometros de fluorescencia y absorbancia, con un detector de absorbancia que
es un fotodiodo de silicio. En el caso especifico de la cafeina se analiz6 se escaneo
desde la longitud de onda de 230 a 320 nm, con un incremento de 2 nm y un tiempo
de integracion de 0.5 s. En funcion de esta configuracién el pico maximo de cafeina se
determiné en 272 nm, y se coloc6 como blanco una muestra del agua envejecida con

la que se prepara la solucion.

Figura 21. Espectrofotémetro UV-VIS.

Es importante aclarar que al ser una investigacion/componente de un proyecto, se decidié de
forma unanime, someter a las muestras a un proceso de centrifugado previo al ensayo de
espectrofotometria UV-VIS, ya que este método es sensible a interferencias producidas por
el color, turbidez y solidos suspendidos. Pues si bien inicialmente se obtuvieron muestras
claras (Figura 22), se supuso que podrian variar estas condiciones en funcion del transcurso
de la experimentacion.
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Figura 22. Muestras al séptimo dia, semana 1.

Este proceso de centrifugado busca acelerar la decantacion de solidos mediante una fuerza
centrifuga, y para lo cual se utilizé la centriffuga Z36 HK marca Herlme. En principio se peso
una cantidad de muestra igual en los tubos de ensayo del equipo, esto con el objetivo de
equilibrar las cargas en la centrifuga, después se configuré el equipo en 15000 rpm, 20°C y
10 min, pudiendo procesar hasta 6 muestras, en caso de ser menos debe realizarse en pares
y buscando equilibrar sus pesos en el equipo, este proceso se muestra en la Figura 23:

Figura 23. Proceso de centrifugado de las muestras.

Pero para cuantificarla concentracionde cafeinay su remocion, es necesario que inicialmente
se establezca una curvade calibracion, gue se construy6 a partir de concentraciones estandar
de 0.5, 1, 2, 5, 10, 25 y 50 ppm, preparadas en base a una solucion madre de 50 ppm, de la
gue se obtuvo las respectivas diluciones.

2.5 Pruebas estadisticas

Se realiz6 un andlisis estadistico utilizando el Software OriginPro, donde se excluyeron los
valores atipicos mencionados anteriormente, y para la seleccion de las pruebas estadisticas,
se considerd la metodologia expuesta por Flores et al., (2017), la cual se detalla en la Figura
24, para esto se define el objetivo del estudio, que es comparar los 4 grupos (R1, R2, R3, R4),
cuyas variables son cuantitativas.
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Objetivos del estudio

Variables y distribucion

Tipo de muestra

Prueba recomendada

Comparar 2 promedios

I i i Muesiras relacionadas t de Student
Cuantitativas, distribucion normal Muesiras independientes tde Student
Cuantitativas discontinuas y continuas Muesiras relacicnadas Wilcoxon
sin distribucion normal Muesiras independientes U Mann Whitney

Comparar 2 3 grupos

Muesiras relacionadas

Cuantitativas, distribucion normal ; :
Muesiras independisntes

Analisis de varianza
(ANOWVA) de 2 vias
AMOVA de una via

Comparar 2 grupos

Cuantitativas discontinuas y continuas Muesiras relacionadas Friedman
sin distribucicén normal Muesiras independientes Kruskal-Wallis
Muesiras relacionadas McMemar

Cualitativas nominales y ordinales . :
¥ Muesiras independisnies

Chi-cuadrada”

Comparar 2 3 grupos

Muesiras relacionadas

Cualitativas nominales y ordinales . ;
¥ Muesiras independientes

Q de Co chran
Chi cuadrada

Comrelacion de 2 variables

Cuantifativas, distribucion normal Muesiras independientes

Coeficiente de comelacion de Pearson

Cuantifativas discontinuas y continuas

S v=u—-— Muesiras independientes
sin disfribucion normal P

Coeficiente de comelacion de
Spearman

Figura 24. Prueba estadistica en funcion del objetivo y escala de medicion de las variables.

Fuente: Flores et al., (2017).

Inicialmente se debe realizar la prueba de normalidad (distribucion normal o distribucién de

Gauss), considerando un nivel de significancia de 0.05 y que las hipotesis son (Obando, 2023):

e Hipotesis nula (Hp): Los datos tienen una distribucion normal.

e Hipdtesis alternativa (H,): Los datos no tienen una distribucién normal.

En funcion de la normalidad y considerando el tipo de muestra se utilizé las siguientes pruebas

en funcionde cada pareja de humedales (Tabla 5), a la par de este ensayo se realiz6 la prueba

de Dunn para las distribuciones no normales, y Turkey para la distribucion normal del dia

cuatro, entre R3 'y R4. De donde se obtiene Sig, que representa la significancia.

Tabla 5. Pruebas estadisticas por parejas de humedales.

DIA 1
Parejas Distribucion Muestra Prueba Sig Resultado
R1-R2 No normal Relacionada Friedman 0 Diferencias no significativas
R3-R4 No normal Relacionada Friedman 0 Diferencias no significativas
R1-R3 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 0 Diferencias no significativas
R1-R4 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 1 Diferencias significativas
R2-R3 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 1 Diferencias significativas
R2-R4 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 1 Diferencias significativas
DIA 4
Parejas Distribucion Muestra Prueba Sig Resultado
R1-R2 No normal Relacionada Friedman 0 Diferencias no significativas
R3-R4 Normal Relacionada ANOVA 0 Diferencias no significativas
R1-R3 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 0 Diferencias no significativas
R1-R4 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 0 Diferencias no significativas
R2-R3 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 0 Diferencias no significativas
R2-R4 No normal Independiente  Kruskal-Wallis 0 Diferencias no significativas
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DIA7

Parejas Distribucion

R1-R2
R3-R4
R1-R3
R1-R4
R2-R3
R2-R4

No normal
No normal
No normal
No normal
No normal
No normal

Muestra
Relacionada
Relacionada

Independiente
Independiente
Independiente
Independiente

Prueba
Friedman
Friedman

Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis

Sig

0
0
0
0
0
0

Resultado

Diferencias no significativas
Diferencias no significativas
Diferencias no significativas
Diferencias no significativas
Diferencias no significativas
Diferencias no significativas

*Sig igual a 1 indica que las diferencias de los promedios son significativas al nivel de 0,05
*Sig igual a 0 indica que las diferencias de los promedios NO son significativas al nivel de 0,05

Estas pruebas tienen como hipétesis (Obando, 2023):

Hipodtesis nula: entre los grupos no existe diferencia significativa.

Hipdtesis alternativa: entre los grupos existe una diferencia significativa.

3. RESULTADOS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

3.1 Resultados

3.1.1 Monitoreo del area de experimentacion

De los monitoreos realizados de temperatura y humedad relativa en las tres posibles zonas

de instalacién, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 5:

Tabla 6. Monitoreo de temperatura y humedal.

Dia 19/2/2024 21/2/2024 23/2/2024 Promedio D::f;ﬁ;::"
ZONA A
Harario Mariana
Temperatura (°C) 20 20 20 20
Humedad relativa 53 54 51 53 2
(%)
Hora Tarde
Temperatura (°C) 21 20 22 21
Humedad relativa
55 55 43 a1 | T
(%)
ZONA B
Horario Mafiana
Temperatura (*C) 21 21 20 21 1
Humedad relativa
(%) 51 53 51 52 1
Hora Tarde
Temperatura (°C) 22 20 22 21 1
Humedad relativa 55 56 48 53 4
(%)
ZONA C
Horario Mafiana
Temperatura (*C) 20 21 20 20 1
Humedad relativa 52 53 51 52 1
(%)
Hora Tarde
Temperatura (*C) 22 20 22 21 1
Humedad relativa 54 56 49 53 4

(%)
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A pesar de ser un espacio amplio, se puede apreciar que se tiene un temperatura y humedad
relativa bastante homogénea en todo el laboratorio, de alrededor de 21 °C y 53%,
respectivamente. Otro aspecto importante es el factor del espacio disponible, ya que la Zona
B y C, se encuentran cerca de las rejillas de un canal en el laboratorio, ademas estas dos
zonas se encuentran en cercade la ventana, por lo que existe un mayor ingreso de radiacion
solar, lo que podria tener una influencia negativa en el crecimiento de las plantas.
Considerando estos factores se seleccioné la zona A, como el espacio idéneo para la
construccion del sistema.

3.1.2 Curva de calibracion

Como se mencionod en la metodologia la curva se obtuvo a partir de estandares de cafeina a

las siguientes concentraciones expuestas en la Tabla 7 y Figura 2:

Tabla 7. Valores curva de calibracion.
Absorbancia  C (ppm)

Curva de calibracion

0,01213 0,5 &0

0,05735 1 50 y = 22,193x- 0,3768

0,14670 2 T 40 R?=0,9989

0,21919 5 230

0,46680 10 © fg

1,17750 25 0

2,25230 50 0 05 1 15 2 25

Absorbancia

Figura 25. Curva de calibracion.

A partir de esta grafica se obtiene la siguiente ecuacion (1) que cuantificala concentracion de
cafeina en funcion de la absorbancia:

[Cafeina] f;n, = 22.193(Absorbancia) — 0.3768 ¢))

Esta ecuacién se acepta ya que se tiene un R2 cercano a uno, lo que indica que la correlacién
de la concentraciony la absorbancia presentan una tendencia lineal. Las concentraciones de
75y 100 ppm no se consideraron, debido a que disminuyeron la linealidad, como se explicara

en la siguiente seccion.
3.1.3 Seleccion de la vegetacion

A partir de los ensayos de toxicidad preliminares que se realizaron para las concentraciones
de cafeina de 10, 25, 50, 75, y 100 ppm, por triplicado, solo se lograron medir los resultados
para el tronco de la felicidad, mientras que para el bambu de agua y la mala madre, los
resultados no fueron reportados por el espectrofotometro, esto es debido a que la turbidez y
cantidad de sélidos que contenian las muestras imposibilitaron su medicion.
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De este ensayo se logro identificar que a la concentracion de 75 ppm se redujo la linealidad
de la curva de calibracion y para 100 ppm los resultados no fueron detectables. Esto se debe
ya gue a concentraciones muy altas pierde precision el método de deteccién, razén por la que

estas concentraciones ya no se consideraran en futuros ensayos.

El ensayo se llevé a cabo durante una semana, al cuarto dia se pudo evidenciar la formacion
de una capa espesa de color blanco en la superficie del agua de las plantas mala madre y
bambu, como se muestra en la Figura 26, la cual se volvid més espesa con el transcurso de
los dias y a la par, las hojas de dichas plantas se empezaron a secar y se percibia un olor
desagradable. Esta capa blanca segun Bollmann-Giolai et al. (2022),puede deberse a varias
causas, incluyendo el crecimiento de biofilm, la acumulacion de minerales, y la presencia de
hongos o moho. Esto Ultimo se produce debido al agua estancada, la falta de circulacion y
ambientes himedos. Otro factor que puede influir son las raices demasiado densas, ya que
pueden atrapar residuos y compuestos organicos, y reducen la disponibilidad de oxigeno en

el sustrato, lo que conlleva a la acumulacion de toxinas y microrganismos patégenos.

S

(a) Mala madre (b) Bambu
Figura 26. Formacion de hongos en los ensayos de toxicidad.

Es importante evidenciar que la formacion de esta capa no esta asociada a la concentracion

de la cafeina, sino inicamente a los tipos de plantas que se usaron.

Otro factor para considerar en esta seleccion es que el area de implementacién tiene una
temperatura de 21 °C y una HR del 53%, bajo esta condicion solo el bambu necesitaria una
mayor humedad, mientras que las otras dos plantas, pueden adaptarse adecuadamente. Sin
embargo, la mala madre parece necesitar un suelo suelto con buen drenaje, lo que no es

posible en este sistema ya que el agua se empoza durante 7 dias.

A partir de todo lo expuesto, se seleccioné al tronco de la felicidad (Dracaena fragrans), como
la vegetacion idonea para la construccion de los humedales, esto considerando que bajo las
mismas condiciones ambientales y de limpieza previa, las otras plantas propician el desarrollo
de hongos en ambientes estancados, lo cual podria afectar al funcionamiento de los

humedales los cuales se realizan en batch durante una semana.
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Otros factores que se consideraron para su seleccion son su bajo costo, su accesibilidad, su
valor estético, su resistencia a largo plazo, su adaptabilidad a ambientes acuaticos y a las
condiciones ambientales del &rea de experimentacion, ademas de una mayor homogeneidad
inicial en las plantas compradas en relaciéon con al tallo, raices y hojas.

3.1.4 Caracterizacion del medio de soporte
a) Densidad aparente y absorcion del PET

Se obtuvo la densidad seca de la muestra suelta y compactada, que son 40 y 60 kg/m?3,
respectivamente. Considerando que la masa del material suelto es 117.4 g, y del material
compactado es 157.3 g, y por ende el volumen de la muestra compactada es 2.62x10°3 m3,y
a partir de la ecuacion 2:

Mgyeito
Paparente =, (2)

Vcompactado

Se obtiene una densidad aparente de 45 kg/m?3.

Por otro lado, la relacion entre estos pesos humedo y seco nos indica el porcentaje de

absorcion de agua del material, que en este caso es del 3.75% para el PET.

En base a estas caracteristicas se puede decir que el medio de soporte PET, que vaa tender
a flotar ya que tiene una menor densidad que el agua, por lo que es indispensable que se
cologue la grava para asentar el sustrato. Por otra parte, como era de esperarse que el PET
tenga una absorcion muy baja, e incluso nula, considerando la cantidad de agua que se queda
adherida en la superficie del material debido a la tension superficial.

b) Granulometria de la grava
De los ensayos de granulometria se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 8 y 9):

Tabla 8. Datos de granulometria de la grava fina.

Abertura Porcentaje Porcentaje Curva granulométrica

Tamiz detamiz pasante retenido
(mm) (%) (%) ~ 100,00
3/4 in 19,00 100,00 0,00 S 80,00
1/2 in 12,50 98,90 1,10 % 60,00
3/8in 9,50 77,60 21,30 40,00
m 1
N° 4 4,75 19,70 57,90 % 20.00
N° 8 2,36 2,30 17,40 o) O!OO
a c 1
N 16 1,18 0,30 2,00 S 0,00 500 10,00 1500 20,00
N° 50_ 0,30 0,20 0,10 & Abertura de tamiz (mm)
Bandeja 0,00 0,00 0,20

Figura 27. Curva granulométrica grava fina.
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Como se evidencia la grava fina tiene mayormente un tamafio de particula que va de 2.36 a
9.5 mm, siendo mas representativas las particulas de 4.75 mm (tamiz N° 4).

Tabla 9. Datos de granulometria de la grava gruesa.

Abertura Porcentaje Porcentaje

Tamiz detamiz pasante retenido Curva granulometrica
(mm) (%) (%) 100
11/2in 37,50 100,0 0 X g0
1in 25,00 88,2 11,8 £ w0
3/4 in 19,00 63,3 249 T 40
1/2in 12,50 13,4 49,9 8 20
3/8in 9,50 56 7.8 2 0
N° 4 4,75 4,0 1,6 S 000 10,00 20,00 30,00 40,00
N°8 2,36 3,7 0,3 g Abertura de tamiz (mm)
Bandeja 0,00 0,0 3,7 -

Tamafio (cm)

Figura 28. Curva granulométrica grava gruesa.

La grava gruesa va mayormentede 9.5 mma 25 mm, siendo la mayor parte de 12.5 mm. Esto
indica que el proceso de tamizado preliminar fue bastante eficiente, pues logro separar en
gran medida los tipos de grava, sin embargo, para garantizar una diferencia de granulometrias

a partir del tamafio de 12.5 nm fue necesario un tamizaje complementario como se explico
previamente.

3.1.5 Pruebas de toxicidad tronco de la felicidad

Las variaciones cuantitativas provocadas por los ensayos de toxicidad, en el nUmero de hojas
y raices; tamafios de la hoja y raiz, mas larga y corta, asi como un registro fotogréafico, se
presentan de forma detallada en el Anexo Il., pero de forma general se obtuvieron los
resultados que se ilustran en la Figura 29.

Variacion de la raiz mas grande Variacion del numero de raices
25 30
20 E 25
£ 20
15 )
© 15
10 g 10
=
5 | | I (LT
0 0
1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A 1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A
CODIGO CODIGO
H1/4/2024 mW5/4/2024 H1/4/2024 m5/4/2024
(a) (b)
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Tamafio (cm)

Tamafio (cm)

25

20

1

1

(%]

o

(€]

o

Variacion de la hoja mas pequeia Variacion de la raiz mas pequeia

12 8
10 Z
8 Ss
6 e 4
4 g3
2 (1T 1 11T
: |
0 0 I
1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A 1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A
CcODIGO CcODIGO
m1/4/2024 wm5/4/2024 m1/4/2024 m5/4/2024
(c) (d)
Variacion de la hoja mas grande Variacion de la raiz mas grande
25

[®a)

Tamafio (cm)
o

(]

20
1

1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A 1C 4B 5B 2B 2A 4A 5C 3B 1A 3C 4C 6B 6C 1B 5A

o

CcODIGO CcODIGO
m1/4/2024 ®5/4/2024 m1/4/2024 m5/4/2024
(e) )

Figura 29. Variaciones en hojas y raices debido a ensayos toxicoldgicos.

De esto se puede concluir lo siguiente:

e Elndamero de raices y hojas no varia significativamente bajo ninguna concentracion, y
en caso de presentarse se debe mas a un error de apreciaciéon en el conteo o a la
presencia de pequefias hojas secas.

e La cafeina no produce efectos inhibitorios en el crecimiento de raices y hojas, pues las
diferencias al finalizar el ensayo de toxicidad son favorables entorno al crecimiento, lo
cual es mas representativo en el caso de las hojas pequefias. En baso al blanco, se
evidencio un crecimiento de raices y hojas més favorable con las concentraciones de
25y 50 ppm.

e Después de un mes se pudo apreciar ciertos cambios en las hojas de las plantas, las
cuales tienden a secarse cuando estan en presencia del sol, principalmente las que se
encuentran en la base de la ramificacion, sin embargo, no son cambios demasiado
relevantes como para asumir que se deban a la presencia de cafeina.
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Puesto que la concentracion de cafeina no representa una variable limitante para su
dosificacion en los HC, sino mas bien parece tener efectos benéficos en el crecimiento de las
plantas a concentraciones elevadas. Se considerara como otro factor la remocién mediante la
vegetacion, lo cual se muestra en la Tabla 10:

Tabla 10. Pruebas de remocion de cafeina.

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Co

g C Diferencia  Remocioén
Ensayo ooy inicial C final (ppm) (ppm) (%)
(ppm)
1 4,6 42 0,9 0,1 47 98
2 5,0 4.8 47 4.4 15 0,0 48 100
3 4,6 45 2,7 2,0 2,8 59
1 10,1 8,5 8,2 6,9 3,9 36
2 10,0 10,8 10,2 9,8 7,1 5,0 5,8 54
3 10,6 10,2 9,5 8,9 1,9 18
1 25,4 24,9 22,0 22,0 3,8 15
2 25,0 25,8 25,5 25,2 23,6 18,2 7,6 29
3 25,7 25,0 20,0 15,6 10,2 40
1 49,3 49,1 47,8 46,5 3,1 6
2 50,0 49,6 49,3 49,2 46,4 43,9 5,7 12
3 49,0 48,9 45,8 42,8 6,8 14

Cdémo se puede apreciar las remociones de cafeina por efecto de la planta vande 2 a 10 ppm,
sin embargo esta remocioén es bastante variable, por ejemplo a 25 ppm se tiene una diferencia
de 6.4 ppm entre el ensayo 1y 3, a pesar de tener caracteristicas iniciales y finales muy
similares (Figura 28), por lo que depende mucho de las condiciones particulares de la planta
y su capacidad de asimilacion del contaminante, ademas que esta remocion puede verse

influenciada por la incidencia de la radicacion solar.

En torno a estos factores, y considerando que los humedales construidos son un sistema
mucho mas complejo y eficiente, ademas que se suministrara el caudal de forma intermitente
con un tiempo de retencion hidraulico de 7 dias, para poder apreciar los cambios y remociones
en funcion del tiempo de permanencia en el sistema, es necesario partir de un valor elevado
de concentracion inicial, ademas que como se menciond las concentraciones altas de cafeina

favorecen el desarrollo de la vegetacion.

Esto sumado a lo expuesto por Valenzuela (2020), quien trabajé con una concentracion de 30
ppm, esto debido a que se tiene mayor confiabilidad cuando la absorbancia estéa en el rango
de 0.187 y 0.824, ya que segun Harry (2007), se complicala medicion de la energia radiante
cuando la absorbancia es alta y por ende poca luz atraviesa la muestra, mientras que a
absorbancias muy pequefas se dificulta la diferenciacion entre el blanco y la muestra. En base

a esto se suministré un flujo con una concentracion inicial de cafeina de 30 ppm.
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3.1.6 Caracterizacion de la solucion de cafeina

El sistema fue disefiado para tratar una solucién artificial de cafeina, cuyaconcentracioninicial
es de 30 ppm, en base a esto se caracterizo el afluente mediante parametros fisicos y
quimicos, estos ensayos se realizaron por duplicado obteniendo los siguientes valores

promedio (Tabla 11):

Tabla 11. Calidad del agua de la solucion sintética de cafeina.

Parametro Concentracion LMP
Turbidez (NTU) 1.37 £0.007 50*

DQO (mg/L) 29+14 500

DBOs (mg/L) 0.75 £0.07 250
Sdlidos disueltos (mg/L) 230 £17 1380
Sdlidos suspendidos (mg/L) 88 =0 220

Fuente (LMP): TULSMA, Anexo 1. Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico.
*Condicion natural de un estuario.

Como se puede observar inicialmente la calidad del agua de la solucion presenta valores
bajos, y dentro del LMP expuestos para descargas al sistema de alcantarillado publico.
Ademas, solamente el parametro de sélidos disueltos presenta una desviacion estandar alta

entre los ensayos realizados.
3.1.7 Monitoreo de los humedales

a) Caracterizacion de las plantas

Para cuantificar los cambios generados en las plantas de los humedales, se midié inicialmente
la hoja mas cortay larga y se contaron, proceso que se repitié una vez terminado el monitoreo
(Tabla 12), algunas hojas en el transcurso del monitoreo se secaron, por lo cual se arrancaron.

Tabla 12. Monitoreo de plantas de los humedales.

22/4/2024 10/7/2024 Diferencia
Cédigo Pequena Grande # Pequefia Grande # Pequefa Grande #
1W 10 18 8 7,5 20,5 7 -2,5 2,5 -1
W &) 16,5 10 5 20,5 11 0 4 1
W 4,5 17 14 4,5 20 15 0 3 1
4W 5,5 14 10 2,0 18,5 8 -3,5 4,5 -2
1A 2,5 18,5 12 1,0 21 12 -1,5 2,5 0
2A 6 18,5 8 - 18,5 6 - 0 -2
3A 2,5 17 18 2,5 17 14 0 0 -4
4A 6 24 15 - 25,5 11 - 1,5 -4
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Como se puede observar en la hoja pequefia no existe crecimiento, ya que las hojas de la
parte inferior son las que mas tienden a secarse, como en el caso de la planta 1W, 4Wy 1A
a la cual se le recort6 la seccion seca, por otra parte, la planta 2A y 4A ya no tienen esa hoja
porque fue arrancada. Estas hojas secas se pueden cuantificar cuando la diferencia en el
nimero de hojas es negativa, mientras que la diferencia positiva se debe al crecimiento de

nuevas hojas.

En la hoja grande se puede notar un crecimiento, en muchos casos significativo, esto gracias
a que el sistema favorece el crecimiento de la vegetacion. Es importante resaltar que las
plantas se mantuvieron con un aspecto estético en todo el transcurso de la experimentacion,
y las hojas secas pueden deberse a un exceso de radicacion, ademas que esto ya es algo

recurrente incluso en el transcurso de la aclimatizacion y ensayos de toxicidad.

Los cambios observados en las plantas se pueden ver a mayor detalle en el Anexo I, alli se
puede observar que el humedal que tiende a tener mas hojas secas es el R2, donde la planta

gue mayormente se seco fue la 3A.

b) Remocion de cafeina

Se establecié una nomenclatura para los 4 humedales, donde R1y R2 son con plantas, y R3
y R4 sin plantas, de todo el monitoreo realizado durante las 10 semanas, con muestreos al
dia 1, 4y 7 (D1, D4, D7), donde el dia 1 corresponde a la remocion al finalizar la recarga
(TRH=1 hora). Se obtuvieron los resultados expuestos en la Tabla 13:

Tabla 13. Resultados de la remocion (%) de cafeina.

HUMEDAL

SEMANA DIA R1 R2 R3 R4
D1 80,66 82,39 90,35 93,77

S1 D4 62,06 73,17 68,05 77,8
D7 84,17 69,63 81,54 94,38

D1 35,95 36,02 46,44 72,86

S2 D4 59,03 64,07 66,12 73,22
D7 100,00 99,68 83,73 97,41

D1 40,14 50,27 46,79 67,13

S3 D4 79,39 76,17 71,15 76,43
D7 99,84 99,8 53,8 98,85

D1 36,93 37,09 94,84 69,96

S4 D4 81,66 84,35 78,49 82,63
D7 99,6 99,14 99,57 99,68

D1 35,98 36,94 47,43 80,52

S5 D4 91,43 92,09 86,41 87,5
D7 100,00 100,00 100,00 100,00

D1 41,7 34,33 50,23 49,25

S6 D4 95 91,92 89,95 98,74
D7 100,00 100,00 100,00 100,00
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D1 36,28 27,49 54,81 51,84

S7 D4 89,98 90,31 89,52 96,47
D7 100,00 100,00 100,00 100,00
D1 46,44 30,27 51,04 74,37
S8 D4 87,64 88,26 81,35 93,44
D7 100,00 100,00 99,11 100,00
D1 36,14 25,73 45,78 50,45
S9 D4 90,53 90,41 86,26 94,01
D7 98,13 99,38 99,42 99,90
D1 38,28 29,34 41,11 42,77
S10 D4 90,06 87,61 88,71 89,24
D7 98,6 99,42 100,00 98,91

Comose puede observar existen ciertos datos atipicos alo largo del monitoreo, principalmente
para el humedal R3, por ejemplo, en S3-D7 y S4-D1, estas interferencias pueden ser el

resultado de errores sistematicos en la medicion del efluente.

En la primera semana de tiene una mayor remocién apenas la solucion ingresa al humedal
(TRH=1 hora), misma que disminuye en el dia 4, y se incrementa nuevamente al dia 7. En el
D1, los humedales siguen el comportamiento de una columna de absorcién, donde el medio
se satura a un determinado tiempo de ruptura logrando su maxima retencion (Bernal & Aguirre,

2022)

y a partir del mismo el rendimiento empieza a disminuir. Considerando que el PET tiene una
absorcion 3.75% y la grava varia de 1 a 3% (Normachilena 1117), esta remocion inicial puede
ser resultado del efecto de este mecanismo de absorcion. Pero del cuarto al séptimo dia, el

comportamiento tiende a ser el habitual del sistema.

Si analizamos el comportamiento de los humedales para cada dia, donde a remocion esta en

funcién de la semana de experimentacion se tiene la Figura 30:

DiA 1 DiA 4 DIA7
100,00 100,00 100,00
80,00 80,00 80,00
60,00 60,00 60,00
40,00 40,00 40,00
20,00 20,00 20,00
0,00 0,00 0,00
123456 7 8 910 123456 7 8 910 123456 7 8 910
R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
() (b) (c)

Figura 30. Comportamiento de la remocion VS la semana, segun el dia de monitoreo.
Nota: Semana (Eje x) vs Porcentaje de remocion (Eje y).
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Como se puede apreciar en la Figura 29a, al dia uno existe una gran variabilidad en los datos,
lo cual es mas notorio para el humedal R3 y R4, mientras que los sistemas con plantas son

mé&s homogéneos, manteniéndose en un rango del 20 al 60%.

Al cuarto dia (Figura 26b) se puede apreciar una estrecha correlacion entre los cuatro
humedales, y no existen valores atipicos, y la remocién sigue una tendencia creciente con el

transcurso de las semanas, en un rango de remocion del 60 al 97%.

En el Ultimo dia (D7), se tiene una remocion practicamente constante de los humedales R1,
R2 y R4, que se sitia en valores cercanos e iguales al 100%. A excepcion de la primera
semana, donde este es menor (70 al 95%). Por otra parte, el humedal R3 presenta un
comportamiento anbmalo las tres primeras semanas, sin embargo, sus resultados son

concordante a los otros sistemas a partir de la semana 4.

El comportamiento de los humedales en cada semana se presenta en la Figura 31:

S1 S2
100,00
~
’\_._/" _ —8—R1 80,00 / —e—R1
R2 | OO / R2
40,00 S
R3 R3
20,00
R4 R4
0,00
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
(@ (b)
S3 S4
100,00
/ —
- ——R1 80,00 ) —e—R1
/ ' Rg | 0000 R2
40,00
R3 R3
20,00
R4 R4
0,00
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
(c) (d)
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Figura. Comportamiento de la remocion VS el dia, segun la semana de monitoreo.
Nota: Dia de la semana (Eje x) vs Porcentaje de remocion (Eje y).
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Como se puede apreciar, los humedales tienen un comportamiento muy variable hasta la

semana 5, y a partir de la semana 6 este comportamiento ya es mas homogéneo para los

cuatro sistemas, sin valores atipicos para ninguno de los sistemas. Ademas, que el humedal

con mayor eficiencia es el R4 desde el dia 1 hasta el dia 7 en la mayoria de las semanas de

experimentacion.

Para conocer el comportamiento de los humedales en el transcurso de toda la semana se

realiz6 un monitoreo adicional al habitual, donde se tomaron muestras todos los dias del 2 al

9 de junio (Semana 6), exceptuando el domingo, del humedal R1, las cuales se conservaron

a 4°C y se midieron el 10 de junio, obteniendo los resultados descritos en la Tabla 14:
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Tabla 14. Resultados del monitoreo- Semana 6
Absorbancia Concentracion Remocion

Inicial 1,47149 32,2800 0,0%
D1 1,06697 23,3025 27,8%
D2 0,441612 9,4239 70,8%
D3 0,207162 4,2207 86,9%
D4 0,0389968 0,4887 98,5%
D5 0,0129627 0,0000 100,0%
D6 0,00202742 0,0000 100,0%
D7 0,0011533 0,0000 100,0%

A partir de estos datos se obtiene la siguiente curva (Figura 32):

Monitoreo semanal (S6)

100%
80%
60% v =0,5699In(x) - 0,0026
40% R*=0,9546
20%
0%
0 1 2 3 4 5 6 7 8
—@®— Remociones (%)  eeeeeees Logaritmica (Remociones (%))

Figura 31. Curva del porcentaje de remocién en la semana 6 (R1).

Coémo se puede apreciar la remocién presenta una tendencia logaritmica (R?=0.95), esto
indica que la remocion va aumentando en funcién de del tiempo de retencion, hasta alcanzar
un valor constante a partir del dia 5, que en este caso tiende al 100%.

De forma general se puede concluir que todos los sistemas presentan una buena remocion,
ya que alcanzan eficiencias muy altas, sin embargo, se realizé un analisis minucioso de los
porcentajes de remocion promedio obtenidos a lo largo de las 10 semanas, con la finalidad de
determinar qué sistema tuvo un mejor comportamiento a lo largo de la experimentacion, estos
promedios se presentan en la Tabla 15, junto con su desviacion estandar:

Tabla 15. Promedios de remocién durante todo el monitoreo.
R1

DIA1 | 42.85 +13.70

DIA 4 | 82.68 +12.55 83.83 +9.52

DIA 7 98.03 +4.92 96.71 +9.52
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Se puede apreciar que al dia 1 (1 hora), los sistemas con plantas presentan una menor
eficiencia de remocién en comparacion a los humedales sin plantas, donde R4 alcanzé 65%
de remocion, seguido por el humedal R3, R1 y R2. Sin embargo, se aprecia una alta
desviacion estandar enlos datos promediados. Ademas, si comparamos estos resultados con
algunos estudios de adsorcion de materiales naturales y otros sintéticos, con tiempos de
retencién cercanos a 1 hora (Tabla 16), se tiene que materiales como la fibra de cocoy tallos
de uva, presentan una mejor remocion en un tiempo menor, por otro lado, el humedal R4

supera a la mazorca de maiz.

Otros materiales sintéticos comolas perlas de hidrogel logran remociones mayoresy cercanas
en un tiempo mucho menor, mientras que el carbén activado alcanza la remocién mas alta,
pero en 24 horas. Entorno a esto se puede concluir que el PET presenta una menor remocion
durante las primeras horas de retencion, necesitando de 5 a 7 dias para alcanzar una
eficiencia del 100%.

Tabla 16. Estudios de adsorcion de cafeina

Material Tiempo optimo Eficiencia (%) Referencia
Tallos de uva 40 min 75 Portinho et al. (2017)
Carbon activado de
24 h 98 Mestre et al. (2014),
corcho
Perlas de hidrogel de
10 min 85

quitosano
Zarzar et al. (2015)
Perlas de hidrogel de

10 min 60
Alginato
Fibra de coco 30 min 96.4
Valenzuela (2020),
Mazorca de maiz 180 min 58.6

Al dia 4, el humedal con mayor eficiencia sigue siendo el R4 con una remocion alrededor del
87%, mientras que el humedal R3 decrecio su eficiencia en comparacion a los sistemas con
plantas, pero no de una forma significativa. El dia 7, es concordante con las eficiencias
alcanzadas el dia 4, alcanzando un 99% con el humedal R4, mientras que los otros sistemas
alcanzan remociones similares, exceptuando a R3, lo cual se debe principalmente a los
valores atipicos y a que tuvo una eficienciamenor. A los 4 dias se logra igualar las remociones
de las perlas de hidrogel de quitosano y se superaron las de otros materiales.

Por otra parte, al dia 7 se alcanzaron remociones entre 92 y 98%, lo cual es un resultado
favorable para todos los sistemas, este valor alcanza la remocion de la fibra de coco, pero en

un tiempo mucho mayor. Sin embargo, los medios que naturales y con alta absorcién suelen



tender a saturarse en funcion del tiempo, disminuyendo su eficiencia, por ende, para realizar

una comparacion mas acertada se deberia realizar a largo plazo.

La conclusion mas relevante de todos estos analisis es que a lo largo de todo el monitoreo el
sistema con mayor eficiencia fue el humedal sin plantas R4, por ende, se puede concluir que
los sistemas sin plantas presentan una mayor remocion de cafeina en comparacion a los
sistemas con plantas. Lo cual es concordante con el andlisis estadistico realizado bajo la

metodologia descrita anteriormente.

De este andlisis se obtuvo que los ensayos con plantas (R1 y R2), no tienen diferencias
significativas por lo que la experimentacion es replicable, lo mismo sucede con los humedales
sin plantas (R3y R4). Y al comparar los sistemas cony sin plantas se obtuvo que solo al dia
1, existio una influencia por la presencia de plantas (p>0.05), sin embargo, esta diferencia es
favorable para los sistemas sin plantas. Para los otros dias ya no existen diferencias
significativas (p<0.05), lo que indica que las plantas no tuvieron una influencia relevante en la
remocioén del contaminante.

Esto puede deberse al tipo de vegetacion seleccionada, la cual tiene raices fibrosas que
inicialmente eran cortas y escasas, y que en los procesos de fitorremediacion utilizan plantas
gue desarrollan un denso sistema de radicular (NUfiez et al., 2004). Por lo cual los resultados
pueden no ser favorables en caso de que no se presente un crecimiento significativo de las

raices o este sea lento entorno al tempo de experimentacion.

c) Pardmetros de calidad

Como se menciono en la seccion 2.4.4, se realiz6 un monitoreo de parametros de calidad
fisicos y quimicos de manera quincenal y mensual, estos de detallan en la Tabla 16 (los
valores expuestos son el promedio de los ensayos por duplicado), junto con las eficiencias de
remocion obtenidas en dichas semanas:

Tabla 17. Monitoreo de parametros fisico y guimicos.

Fecha Parimetro R1 R2 R3 R4
muestreo
Turbidez (NTU) 093 1.01 1.05 0.70
DQO (mg/L) 57 38 54 93
4/5/2024 SS (mgll) 0 10 2 0
Remocién cafeina (%) 84,17 69,63 81,54 94,38
Turbidez (NTU) 077 1.17 0.87 0.71
DQO (mg/L) 36 54 55 65
11/5/2024 SS (mgll) 18 42 36 24

Remocion cafeina (%) 100,00 99,68 83,73 97 .41
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Continuacion Tabla 17.

Turbidez (NTU) 1,00 0,80 0,70 0,90
DQO (mg/L) 29 14 19 22
25/5/2024 SS (mg/L) 0 0 0 0
DBO (mg/L) <2 <2 <2 <2
Remocidn cafeina (%) 99,60 99,14 9957 99,68
Turbidez (NTU) 0,60 0,93 0,69 0,79
DQO (mg/L) 17 20 19 18
8/6/2024 SS (mg/L) 0 0 0 0
Remocidn cafeina (%) 100 100 100 100
Turbidez (NTU) 1,05 0,78 0,60 0,59
DQO (mg/L) 20 38 15 46
221612024 SS (mg/L) 12 0 6 0
DBO (mg/L) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Remocidn cafeina (%) 100 100 99,11 100
Turbidez (NTU) 2,12 2,85 1,28 0,35
DQO (mg/L) 18 24 42 61
6/7/2024 SS (mg/L) 10 16 6 0
Remocién cafeina (%) 98,60 99,42 100 98,91

Considerando que la solucion de cafeina inicialmente (Co) tiene una turbidez de 1.37 NTU,
una DQO de 29 mgO-/L, una DBOs de 0.75 mgO:/L, sdlidos suspendidos de 88 mg/L, se

puede evidenciar el comportamiento de estos parametros (Figura 33):
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Figura 32. Gréficas del monitoreo de los parametros fisicos y quimicos.
Nota: LMP: TULSMA, Anexo 1.
Co: calidad del agua de la solucion sintética de cafeina (Tabla 10).
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En el caso de la DQO se puede observar que en la primeray segunda semana se incrementa
el valor de este pardmetro, principalmente en el humedal R4, y durante la 4ta y 6ta semana
ya se reduce, sin embargo, a la semana 8, los humedales R4 y R2 incrementan este
parametro. A la semana 10, el humedal R4 se incrementa ain mas, y el humedal R3 también

se incrementa.

El pardmetro de solidos suspendidos se reduce en todo el monitoreo, solo en la segunda
semana se incremento, pero sin sobrepasar la concentracion inicial, por lo que se puede
concluir que el sistema remueve de forma adecuada los sélidos, esto se constata al revisar

los filtros del ensayo, los cuales quedan técnicamente limpios después del ensayo (Figura 34):

Figura 33. Filtros del ensayo de sdlidos suspendidos.

Con respecto a la turbidez esta también se disminuye durante el monitoreo, exceptuando R1
y R2, en la semana 10 donde la turbidez aumenta. Por ultimo, la DBOs, se tiene que en la

semana 4, esta se eleva, pero no de forma significativa, y a la semana 8 ya disminuye.

Si estos parametros se comparan con los limites de descarga al sistema de alcantarillado
publico, del TULSMA, Anexo 1, todos los parametros estan muy por debajo del LMP, que son
250 mg/Lde DBO5,500 mg/L de DQO,y 220 mg/L SST. Igualmente, la turbiedad se encuentra
dentro de condicion natural de un estuario que varia entre 0 a 50 NTU.

Todo esto indica que el comportamiento de los humedales durante la experimentacion fue
favorable, puesto que no hubo un incremento excesivo de los parametros de calidad, por lo
que el proceso cumple con su objetivo sin modificar de manera considerable la calidad del

agua.
d) Cambios presentados en los humedales

En el Anexo lll, se puede apreciar que a partir de la semana 7, en los humedales mayormente
expuestos a la radiacion solar (R1y R4), es decir aquellos que se encontraban en el extremo
mas cercano a los ventanales, se formaron microalgas, estas se identifican por su coloraciéon
verdosa caracteristica (Figura 35):
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a) Humedal R1

(b) Humedal R4.
Figura 34. Formacioén de algas humedal R1y R4.

Conformea esto se opt6 por cubrir los humedales con un plastico negro (Anexo lll) y asi evitar
su proliferacion, lo cual se consiguié ya que no se observé un crecimiento desmedido en los

sistemas.

La presencia de las microalgas no parece tener efectos adversos en la eficiencia de los
sistemas, ya que el sistema R4 es el que mayor remocion presenta incluso a partir de la
semana 7, algo similar pasa con el humedal R1, el cual es el que mayor presencia de algas

mostro, y cuya eficiencia se incrementa a partir de dicha semana.

Esto puede ser atribuido a que, en los sistemas de humedales, microorganismos como
bacterias, hongos, algas, entre otros, transforman los compuestos organicos e inorganicos en
sustancias inofensivas e insolubles (Montenegro et al., 2019). Y si bien Hernandez-Crespo
etal. (2024), explica que el crecimiento de algas puede aumentar ligeramente la
concentracion de sélidos suspendidos totales y la materia organica, este proceso indica la
renaturalizacién de las aguas, siempre y cuando se de forma moderada, e incluso pueden
contribuir a la remocion de contaminantes.

Pues es importante recalcar que una proliferacion desmedida de estas poblaciones reduce
los niveles de oxigeno disuelto e incluso segun el tipo de algas presentes, se pueden generar
toxinas que afecten a los seres vivos participes de este sistema (Paerl & Otten, 2013). Por
esta razén la EPA recomienda limitar el tiempo hidraulico de retencion a aproximadamente
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tres dias para prevenir la reemergencia de las algas, sin embargo, los sistemas parecen

alcanzar una remocion significativa a los 5 dias.

Otro cambio que ocurrié en los humedales fue la formacion de biofilm, del cual se evidencio
de forma leve durante las primeras semanas, y fue notorio en las Ultimas semanas de

monitoreo, como se evidencia en el Anexo Ill.

Esta biopelicula tiene una coloracion beige como se presenta en la Figura 37, el aspecto de
este es concordante con el mostrado por Huaman (2023) y Reina (2015).

Figura 35. Formacion de biofilm en el medio de soporte.

Las biopeliculas son agregados de microorganismos que se adhieren a una superficie, con la
finalidad de tratar aguas residuales y suelos contaminados. Sin embargo, cuando el
crecimiento es excesivo, se crean zonas anaerobias préximas al soporte, y atascamientos u

obstrucciones del soporte, por lo que tiende a necesitar la realizaciéon de lavados periddicos
(Sagrario, 2015).

Del monitoreo se tiene que la formacion de biofilm en los humedales se formé mayormente
en R4, R1, R2y R3, y en los humedales con plantas se presenté un desprendimiento, lo que
se puede observar en la zona del adaptador de salida, esto esta relacionado con la cantidad
de sdlidos suspendidos identificados en el monitoreo de la semana 8 y 10, donde se elevé la
concentracion, pero sin superar el valor inicial, por lo que la remociéon adn sigue siendo

favorable.
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e) Eficiencia del sistema de HFSSV

Como se puede apreciar en las secciones anteriores, el sistema de humedal de flujo
subsuperficial vertical utilizando PET como medio de soporte, alcanza una eficiencia igual o
cercana al 100% durante los 7 dias, incluso sin la presencia de plantas, lo cual se demostro
estadisticamente y entorno a las eficiencias de remocién de estas dos variaciones. Por ende,
el componente del humedal que influye en la eliminacion de cafeina es el medio de soporte,

gue se compone de tiras de PET cortadas y dobladas, y un medio de grava finay gruesa.

Donde el principal factor de remocién asociado al uso de PET fue la formacion de biofilm, que
como se menciono guarda correlacion directa con la eficiencia presentada en los sistemas.
Pero existen otros procesos asociados a la remocion de cafeina que involucra el medio de
soporte, como la adsorcion, que se ve favorecida por la estructura rugosa y de poros grandes
del PET (Figura 3). Por ende, este proceso podria haber contribuido a la remocion de la
cafeina presente en el medio acuoso. Sin embargo, para validarlo es necesario realizar
analisis especifico de los procesos que involucra el PET como medio de soporte, asi como
cuantificar la influencia de las algas y biofilm formados en el sistema, sumado al aporte que
puede brindar la grava en el proceso. Sin embargo, el enfoque de este proyecto se centra en
cuantificar la eficiencia de este sistema en conjunto, evaluando Unicamente si las plantas
tienen una influencia directa o no.

Al comparar el resultado obtenido con otros estudios de remocién de cafeina (Tabla 18), se
puede apreciar gue los humedales construidos son una alternativa factible para el tratamiento

de cafeina, ya que se alcanzan elevados porcentajes de remocion.

Tabla 18. Estudios de tratamientos para afluentes de cafeina.
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Tratamiento Caracteristicas Remocion (%) Autor

Usaron Typha sp. y Phagmites australis, y 23-58% (invierno)

Roig (2013)
TRH de 2 a 3 dias 82-99% (verana)
(TRH): 1, 3y 5 dias; Thypa sp, Phragmites
Humedales .
. australis y Cyperus sp_y grava de rio, =89% Herrera (2016)
artificiales ]
Tezontle fino y Tezontle grueso.
Sargl et al.
Polipropileno con Phragmites australis =00%
(2017)
Con cascaras de naranja y platano
_ _ 55.96% Cabrera (2020)
N modificadas con magnetita
Adsorcidn
WValenzuela
Con mazorca de maiz y fibra de coco 58.6-96,4%
(2020)
Sistema de S0DIS convencional, SODIS
) Bermddez y
modificado y un reactor compuesto por una 27-45%
o Torres (2019)
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(]
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Oxidacion tratamiento con perdxido de hidrogeno y )
o ] 70% (2 min) Conesa (2018)
avanzada radiacion ultravioleta

La experimentacion mas similar es el de Sgroi et al. (2018), donde se estudié un humedal de
flujo subsuperficial vertical utilizando polipropileno como medio de soporte y de vegetacion
Phragmites australis, obteniendo una remocion mayor al 90%. Lo cual es concordante con los

resultados del presente proyecto.

Otros sistemas de remocion de cafeina, basados en adsorcion, fotocatalisis, foto-bentos y
oxidacion avanzada también presentan remociones eficientes, en algunos casos en tiempos
menores, sin embargo, implican un mayor costo en su implementacion, por lo que posicionan

a los humedales como una alternativa viable y economica.

3.2 Conclusiones

e Los humedales construidos subsuperficiales de flujo vertical utilizando PET comomedio de
soporte se presentan como una alternativa factible para la remocion de cafeina de los
efluentes, alcanzando remociones cercanas o iguales al 100%, en un lapso de 7 dias
(sistema batch), lo cual es concordante con otros estudios realizados de HC. Ademas, se
posiciona como una opcién técnica y econémicamente viable para tratar cafeina.

e De las tres plantas ornamentales propuestas, se seleccion6 al tronco de la felicidad
(Dracaena fragrans), como la vegetacion idénea para la construccion de los humedales, ya
gue esta no propicio el desarrollo de hongos, ademas por su bajo costo, accesibilidad, valor

estético, resistencia a largo plazo, adaptabilidad y homogeneidad. Sin embargo, esta no
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tiene las caracteristicas habituales de la vegetacion utilizada en la fitorremediacion, pues
sus raices son fibrosas y poco densas, lo que no beneficia de manera directa a la remocion
de contaminantes, motivo por el cual pudo no haber contribuido al sistema.

La construccion del sistema de humedales se llevé a cabo en funcién de los recursos
disponibles y considerando ciertos aspectos técnicos, entorno a la distribucion de los
medios de soporte, area vegetativa, volumen y concentracion de la solucién sintética de
cafeina, tiempo de retencién y distribucion del flujo. Y en base a estas condiciones y a la
configuracion expuesta en el presente proyecto se evalu6é el comportamiento y eficiencia
del sistema.

Estadisticamente se comprobd que las plantas no tienen una influencia significativa
(p<0.05) en la remocién de cafeina, ya que la concentracioén final (TRH=7 dias) es muy
similar para los sistemas cony sin plantas. Y si se analiza los porcentajes de remocion se
tiene que los humedales sin plantas presentaron mejores remociones en el transcurso del
monitoreo, principalmente el humedal R4.

Se demostré que el método de deteccion por espectrofotometria UV-VIS presenta
interferencias a concentraciones muy bajas o altas, asi como ante la presencia de solidos
suspendidos y turbidez de las muestras. Por lo que se opt6 por centrifugar las muestras y
partir de una concentracion inicial de 30 ppm. Sin embargo, a pesar de esto, se presentaron
valores atipicos a lo largo del monitoreo que pueden ser resultado de estos factores,
caracteristicas quimicas y fisicas de las muestras, o errores propios del instrumento
utilizado.

Se pudo evidenciar la formacién de algas en los sistemas mayormente expuestos a
radiacion solar (R4 y R1) a partir de la semana 6, sin embargo, no parece tener una
influencia directa en la remocion del contaminante o sobre los parametros de calidad. Sino
mas bien al correlacionar la formacion de las algas con las eficiencias obtenidas se puede
notar que estas mejoraron entorno a su aparicion, por lo que parecen ser benéficas para
los sistemas.

Uno de los objetivos de utilizar PET como medio de soporte es que faculta el crecimiento
de biofilm, cuya formacion se presentdé mayormente en R4, R1, R2 y R3 de forma
decreciente, esto sumado al proceso de adsorcion que es propiciado por el medio de
soporte PET, gracias a su porosidad y afinidad con las moléculas de cafeina.

A lo largo de la experimentacion no se aprecia un cambio significativo en los parametros
de calidad del agua, donde solo el parametro de DQO y turbidez aumenta para algunos de
los humedales, pero sin representar una problematica ya que se encuentran por debajo del
LMP expuesto en el TULSMA, Anexo 1, para descargas al sistema de alcantarillado

publico.
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3.3 Recomendaciones

Aumentar el tiempo de monitoreo puede ayudar a cuantificar la influencia de la formacion
de biofilm en los sistemas a largo plazo, considerando que puede saturarse el medio, por
lo cual seria necesario realizar lavados periodicos.

Optar por la seleccion de una vegetacion diferente a la utilizada en el presente proyecto,
ya que esta no tuvo efectos significativos en la remocion del contaminante.

Caracterizar las comunidades de algas formadas en los humedales, para verificar si la
especie es 0 no benéfica para el sistema, y correlacionar de una forma precisa su presencia
con la eficiencia del sistema. U optar por evitar su crecimiento aislando el recipiente de la
radiacion solar.

Realizar un estudio con variaciones en el tempo de retencion hidraulica, ya que cuando se
analiz6 durante una semana las concentraciones de remocioén de cafeina, ya se alcanzo la
maxima remocion al dia 5, por lo cual se podria reducir el TRHy aumentar la productividad
del sistema.

Evaluar de formaindependiente al medio de soporte PET, para verificar los mecanismaos
de remocion asociados a este material, una opcion viable es estudiar el mecanismo de

adsorcion de la cafeina.
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5. ANEXOS

Anexo I. Plano del humedal vertical de flujo subsuperficial.
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Anexo Il. Resultados de ensayo de toxicidad tronco de la felicidad.

Contabilizacion de raices.

Contabilizacion de hojas.

| #Raices Raiz mas pequeiia (cm) Raiz mas grande (cm)
Cl(ppm) | Cédigo 1/4/2024 | 5/4/2024 | 1/4/2024 | 5/4/2024 | Diferencia| 1/4/2024 | 5/4/2024 Diferencia
0 1C 13 13 15 29 14 17,5 18,3 0,8
0 4B 17 18 2,5 2,5 0 12 13 1
0 5B 12 12 2,1 2,5 0,4 9,3 10,5 1,2
5 2B 22 21 4 4,3 0,3 19 19,8 0,8
5 2A 12 12 2,4 3 0,6 13,5 14 0,5
5 4A 14 14 5 5 0 15,8 16 0,2
10 5C 6 6 4 4 0 12,5 13 0,5
10 3B 24 24 2,2 2,6 0,4 14,6 15 0,4
10 1A 7 7 15 2 0,5 16,2 171 0,9

#Hojas Hoja mas pequefia (cm) Hoja mas grande (cm)
Cl(ppm) [ Codigo 1/4/2024 | 5/4/2024 | 1/4/2024 | 5/4/2024 | Diferencia | 1/4/2024| 5/4/2024 | Diferencia

0 1C 20 20 6,5 7,5 1 22,5 22,8 0,3
0 4B 19 19 6,5 7,8 1,3 17,5 18,5 1
0 5B 22 27 6,5 8 15 20 215 15
5 2B 24 22 5 55 0,5 18,2 19 0,8
5 2A 21 21 57 7 1,3 20 20,3 0,3
5 4A 19 18 5 7,5 2,5 20,5 21,2 0,7
10 5C 23 23 4,7 6 1,3 17 17 0
10 3B 21 21 4,5 6 15 20,6 22 14
10 1A 19 19 4,1 6 1,9 22,5 23 0,5




Registro fotografico

Co (ppm) | Namero | Cddigo
0 1 1C
0 2 5B
0 3 4B
5 1 4A
5 2 2A
5 3 2B
10 1 1A

18/3/2024

25/3/2024

5/4/2024




10 5C
10 3B
25 3C
25 4C
25 6B
50 S5A
50 6C
50 1B




Anexo Ill. Monitoreo y cambios en los humedales durante la experimentacion.
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4/5/2024

25/5/2024
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22/6/2024
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10/7/2024




