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RESUMEN

El agua es un recurso natural indispensable para la vida en nuestro planeta
y para las actividades del ser humano. Se estima que en las Ultimas décadas, la
disponibilidad de este recurso ha ido decreciendo y continuard haciéndolo
progresivamente, debido a varios factores tanto sociales como naturales. La
disminucién del agua presente en los cuerpos de agua para su abastecimiento y el
aumento constante de la contaminacion de los mismos ha ido mermando la
disponibilidad de agua para uso humano y el medio ambiente en general, por lo

gue es necesario continuar con estrategias orientadas en la sustentabilidad.

El uso de lagunas de estabilizacion es una practica comun para el
tratamiento de aguas residuales en caracterizado por su bajo costo de inversion,
operacion y mantenimiento, por su sencillez de operacion y su alta eficiencia en
remocion de patégenos. Lamentablemente presentan algunas desventajas, como
la necesidad de grandes extensiones de terreno para poder aumentar los tiempos
de retencion y permitir que la baja biomasa activa pueda remover eficazmente la
materia organica, ademas, por ser un tratamiento biolégico, es altamente
susceptible a descargas industriales que contengan altas cargas de contaminantes
toxicos, como es el caso de metales pesados.

Algunos métodos han sido propuestos para mejorar la eficiencia de dichas
lagunas, uno de ellos es incrementando la concentracion de biomasa activa por
medio de enriquecimiento con biofléculos provenientes de sedimentadores
secundarios. Este método alternativo ha mostrado mejorar la eficiencia de
remocién de materia organica y otros contaminantes como fenol y algunos metales

pesados como el cromo y cadmio.

En el presente trabajo se evalta por medio de microscopia de fluorescencia
los principales mecanismos de remocion de cadmio y cromo en lagunas de
estabilizacion que han sido enriquecidas con biofléculos, obteniendo como
resultados: que el metal removido en dichas lagunas se encuentra tanto adsorbido



en la biomasa, como en forma de cristales. Ademas, en el caso de la laguna
tratada con cromo VI, fue posible concluir que el cromo VI es reducido a cromo lll.
Estos resultados nos permiten complementar estudios anteriores, en los cuales,
aunqgue se habia determinado la presencia del metal removido tanto en fracciones
organicas como inorganicas del sedimento de las lagunas, era necesario

comprobar los mecanismos biolégicos implicitos en tales procesos.

El conocimiento de los principales mecanismos de remocion de cadmio y
cromo en lagunas de estabilizacion enriquecidas con biofléculos permite evaluar la
forma en la cual los metales son inmovilizados, y a partir este conocimiento
disefiar el tratamiento adecuado para los sedimentos de estas lagunas y previo a

su disposicidn final, cuando el mantenimiento de las lagunas asi lo requiera.
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1. INTRODUCCION

1.1 AGUA

La vida en este planeta depende indispensablemente de la presencia de
agua, ya sea en forma de vapor, solido o en su estado liquido. El agua tiene un rol
insustituible en la regulacion del funcionamiento de la biosfera, asi como en el

balance global de la energia del planeta (Soares, Vargas y Nufiez, 2008)

El agua es uno de los compuestos mas abundantes en la corteza terrestre,
extendiéndose desde una profundidad promedio de unos 800 metros en la
litésfera, hasta una altura promedio de 16 km en la atmdésfera (Martinez, 2000).
Atraviesa por una sucesion de etapas al pasar de los mares a la tierra y volver a
los mares en un constante movimiento conocido como ciclo hidrolégico: El agua
en la atmosfera es consecuencia de la evapotranspiracion de las plantas y la
evaporacion del agua superficial presente en rios, lagos y océano, al condensarse
este vapor de agua precipita en forma de lluvia, siendo retenida una parte por la
vegetacion, edificios, glaciares, lagos, etc., la cual regresara a la atmdésfera en
forma de vapor, y la otra parte escurre superficial o subterraneamente hasta volver

tarde o temprano al mar (Martinez, 2000).

1.1.1 DISPONIBILIDAD

A pesar de su abundancia en el planeta, menos del 0.01% del total existente
en la Tierra es potable y solo un 1% del agua total de la hidrosfera es
aprovechable en forma facil y econdmica con la actual tecnologia (Martinez,
2000). La disponibilidad a nivel mundial no es homogénea, encontrandose
fluctuaciones muy marcadas en este aspecto en el mundo, mientras que en unos

paises abunda el agua, en otros es muy escasa (INEGI, 2000).



De los 177 paises de los cuales se dispone informacion, México se
encuentra en el lugar 89 en términos de disponibilidad natural media per céapita, 4
312 m®habl/afio (CNA, 2008A). Sin embargo, el total del agua superficial
disponible en México no se encuentra homogéneamente distribuida, dos terceras
partes del territorio nacional son aridas o semiaridas (CNA, 2008A). La zona sur
del pais presenta la mayor disponibilidad natural media de agua de pais debido a
que presenta los valores mas altos de escurrimiento y recarga media total (INEGI,
2009). En general, el 67% de la lluvia en México se presenta en tan sélo cuatro

meses al afo, lo que dificulta su aprovechamiento.

La disponibilidad de agua en México es 458 000 millones de metros cubicos
anuales (CNA, 2008A) y para el afio 2007, contaba con una disponibilidad natural
media de 4 313 m*/hab/afio (CNA, 2008A).

A nivel mundial, de manera muy generalizada, el 70% del agua disponible se
utiliza para agricultura, 20% para industria y 10% para uso doméstico (UNESCO,
2007); mientras que en México el 77% del consumo de agua se utiliza para fines
agricolas, el 14 % para abastecimiento publico, 5% para termoeléctricas y un 4%
para la industria autoabastecida. Del total del recurso utilizado, el 63% proviene de
fuentes superficiales y el restante 37% de fuentes subterraneas (CNA, 2008A).

1.1.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA DISPONIBILIDAD DEL AGUA

Lamentablemente se prevé que la disponibilidad de agua en México y a
nivel mundial, se vera fuertemente afectada por diversos factores, principalmente

por aspectos de tipo social y cambio climatico.
CAMBIO CLIMATICO.

El calentamiento de la tierra ha empezado a influir drasticamente en el ciclo
hidrolégico global. En forma general puede dilucidarse que este calentamiento
traerd un aumento en la evaporacion y precipitacion de lluvias, influyendo sobre
fendmenos hidrolégicos extremosos como sequias e inundaciones (UNESCO,
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2009). Un aumento en la temperatura global, incidird en mayor demanda de agua,
sobre todo por los ecosistemas y la agricultura (IMTA, 2007), interferira en la
calidad del agua en rios y con mayor intensidad, en lagos, humedales y
ecosistemas costeros. Reducira la disponibilidad de agua por causa de deshielo
de glaciares y casquetes polares. Ademas disminuira la humedad del suelo,
debido a lo cual, la vegetacion ira siendo sustituida a semiarida o &rida, por lo que
la productividad de algunos cultivos disminuird, lo que implica una disminucion en
la produccién de alimentos (CNA, 2008B)

CRECIMIENTO DEMOGRAFICO.

La poblacion mundial asciende a unos 6 700 millones de personas y va
aumentando a razon de 75 millones por afio (UNFPA, 2007). Se calcula que para
el afio 2030 el aumento en la poblacién disminuira la disponibilidad media natural
per-capita a 3783 m’/hab/afio (CNA, 2008B; INEGI, 2005). El crecimiento
demografico implica una mayor demanda en productos agricolas, tanto para
abastecimiento de alimentos como de diversos productos; lo que motiva a un
incremento en el consumo de agua virtual. Por ejemplo, el uso agricola del agua
emplea un 70% del consumo total de agua a nivel mundial, para producir 1 Kg de
trigo, se necesita entre 800 y 400 litros de agua, de igual forma, para producir 1 Kg
de carne de res se invierten entre 2000 y 16000 litros de agua; o bien, para
producir un litro de biocombustible se necesitan entre 1 000 y 4000 litros de agua
(UNESCO, 2009). Este tipo de consumo de agua que no tiene contacto directo
con el hombre, pero se emplea en la produccién de un producto o servicio se le
conoce como agua virtual (CNA, 2008A). Ademas, el aumento en la poblacion
trae consigo cambios en uso de suelo y alteraciones en zonas de captacion de

cuencas por deforestacion y erosion (IMTA, 2007).
NIVEL DE VIDA.

El aumento en los niveles de vida, implica un aumento en el consumo de
energia (crecimiento hidroeléctrico y de biocombustibles), y en los habitos

alimentarios, lo cual origina un aumento en el uso de agua virtual, ademas implica
-3-



un mayor desarrollo en el area industrial y tecnolégica, para poder satisfacer las
nuevas necesidades y habitos de la poblacion.

URBANIZACION.

La sociedad actual tiende a centralizarse y vivir en ciudades. Casi la mitad de
la poblacion humana 3300 millones de personas viven en zonas urbanas y se
calcula que para el afio 2030 seran alrededor de 5000 millones, albergandose el

80% de estas personas en zonas urbanas de paises en desarrollo (UNFPA, 2007).

Estos asentamientos urbanos, constituyen en su mayoria un territorio de
importancia critica, tanto social como ambiental. Se prevé que entre el afio 2000 y
2030, la poblacion urbana del mundo aumentara en un 72%, mientras que la
superficie de zonas edificadas donde viven mas de 100 000 habitantes podria
aumentar en un 175 % (UNFPA, 2007). La expansion territorial de estas zonas
afecta las condiciones del medio ambiente, como es la invasion de tierras fértiles
agricolas, asi como la reduccion de superficie necesaria para la infiltracion y
recarga de agua de los mantos acuiferos, alterando aiin mas el ciclo hidrologico y
por ende la disponibilidad de agua. De igual importancia, esta acumulacion de
personas en zonas localizadas implicara mayor necesidad de abasto de agua
potable, disminuyendo la disponibilidad media per capita en esas zonas.

Un factor méas, importante en la afectacion de la disponibilidad de agua, es
gue estos asentamientos urbanos traen consigo una mayor contaminacion del
medio ambiente, lo que implica que la calidad del agua se ve afectada en forma
notoria por la contaminacién debida a residuos urbanos e industriales. Una alta
poblacion trae consigo un aumento en la cantidad de desechos sélidos y aguas
residuales, los cuales si no son bien manejados, tienden a ser descargados
principalmente en cuerpos de agua superficiales, disminuyendo la calidad del agua

de los mismos y por lo tanto la disponibilidad de agua dulce superficial.



DISPONIBILIDAD DEL AGUA SUBTERRANEA

La calidad del agua subterranea se esta convirtiendo en un factor limitante de
la disponibilidad de agua (CNA, 2008A). Al disminuir la calidad del agua
superficial, y aumentar el consumo de agua en zonas aridas y semiaridas, la
principal fuente alterna de abastecimiento de agua es el recurso presente en los
acuiferos. Las aguas subterraneas pueden considerarse como un recurso no
renovable, debido a que su tiempo de recarga es demasiado amplio, llegando a
cientos de miles de afos. Asi, cuando el grado de explotacion de las cuencas de
agua subterrdnea supera en gran escala la recarga natural del acuifero, este
consumo inmoderado puede traer consigo diversos problemas asociados con la
sobre explotacion éstas, como son la subsidencia del terreno, intrusién salina y

deterioro de la calidad de agua subterranea (Wall, 1974).

En México los acuiferos tienen una importancia especial, debido a que son
las dnicas fuentes confiables de suministro de agua en regiones aridas y
semiaridas del pais; proporcionan el agua requerida a un 70% de la poblacién, asi
como de la mayoria de las industrias, y sustentan una tercera parte del riego total
(CNA, 2008B). Del Volumen total de agua utilizado en México para usos
consuntivos, el 37% (30000 millones de m?%afio) proviene de fuentes
subterrdneas. Lamentablemente, la sobredemanda y limitada disponibilidad de
aguas superficiales en gran parte del territorio mexicano ha propiciado que de un
total de 653 acuiferos, 101 se encuentren sobreexplotados y 17 sufran intrusion
marina (CNA, 2008A). La sobreexplotacion de acuiferos en el pais ha traido
consigo el agotamiento de manantiales, desaparicion de lagos, disminucion del
gasto base de rios, y problemas en la salud originados por contaminacién
biolégica externa y por la presencia en concentraciones superiores a las
permisibles de elementos quimicos como fldor y arsénico provenientes de las

rocas que conforman la estructura geologica de los acuiferos (CNA, 2008B).

Este recurso hidraulico es fundamental e indispensable para un gran sector
de la poblacién mexicana, principalmente en estados semiaridos donde la principal
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fuente de abastecimiento de agua proviene de los acuiferos. Por ejemplo, en el
estado de Aguascalientes el 71.7% es subterranea y el 28.3% agua superficial.
Siendo su principal uso el agricola con un 79.2%, uso publico 19% y un uso
industrial de 1.8%. En el estado de zacatecas, de forma similar, el 77% del agua
utilizada es de origen subterrdneo y 23% de origen superficial; en este caso, del
total del agua consumida, el 90.8% se emplea en uso agricola, 7.9% para uso
publico y sélo el 1.3% para uso industrial (CNA, 2008A).

1.1.3 SALUDY AGUA

Como hemos visto, el agua es uno de los recursos naturales mas importantes
para mantener la calidad de vida de la poblacion. Aproximadamente un 80% de las
enfermedades que azotan a los paises en desarrollo tienen relacion directa con el
agua (UNESCO, 2007). Estimaciones de la OMS indican que anualmente mueren

1.5 millones de personas por enfermedades diarreicas (CNA, 2008; CNA 2008B)

El aumento en la urbanizacién, la mala infraestructura de saneamiento, la
inadecuada descarga de aguas residuales, contribuyen a la generacion de
ambientes poco saludables (OPS, 2007). Se estima que el 24 % de la morbilidad
mundial puede atribuirse a factores relacionados con el ambiente. En paises
desarrollados el porcentaje de mortalidad atribuible a factores relacionados con el
ambiente es de 17%, mientras que en paises en desarrollo es del 25% (OPS,
2007). La mala disposicion de aguas residuales domésticas contaminan los
cuerpos receptores tanto superficiales como de aguas subterraneas. El riego con
aguas residuales se ha asociado con la transmision de enfermedades entéricas y
parecimientos originados por téxicos presentes en ellas; razon por la cual, muchos
problemas de salud continuaran agravandose si se continla presentando una
escasa cobertura de agua potable y un saneamiento inadecuado del agua

residual.

En afo 2002, las Naciones Unidas acordaron un Pacto Internacional de
Derechos Econdémicos, Sociales y Culturales, en el cual por primera vez se

reconocié que el agua es un derecho humano fundamental. Se establecio la
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obligacion de los gobiernos de asegurar progresivamente que todos tengan
acceso a agua potable suficiente, segura, a precio asequible y de calidad
aceptable para su uso (OPS, 2007). En el caso de México, el gobierno actual, por
medio del Plan Hidrico Nacional 2007-2012, entre sus cinco objetivos primordiales
incluye el incremento al acceso y calidad de servicios de agua potable,
alcantarillado y saneamiento; y dentro del saneamiento, se formula aumentar el
tratamiento de agua residual en un 23.6% para llegar a una meta acumulada de
tratamiento del 60% del total del agua residual colectada en todo el pais (CNA
2008B).

1.2 METALES PESADOS

Los metales pesados encontrados en aguas residuales provenientes
principalmente de la actividad industrial tienen una alta persistencia en el medio
ambiente (Branco et al, 2005), representando serios riesgos para la salud y
sobrevivencia de los seres vivos en general (Faisal et al, 2005) debido a que

tienden a magnificarse biol6gicamente a través de la cadena alimenticia.

Se considera como metal pesado a cualquier elemento quimico metalico
gue tenga una relativa alta densidad y sea téxico en concentraciones bajas. La
agencia de proteccion del medio ambiente de los Estados Unidos (EPA) ha
clasificado trece metales como altamente contaminantes: aluminio, antimonio,
arsénico, berilio, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel, selenio, plata y
zinc. Siendo los mas toxicos el arsénico, cadmio, cromo, mercurio y plomo,
contaminantes que tienden a acumularse en los sedimentos y el agua (Prieto,
2005).

Los metales pesados, junto con el arsénico (metaloide) son sustancias
bioacumulables y por ello sus efectos se pueden reflejar en el mediano o en el
largo plazo. Su forma mas toxica es generalmente cuando estan ionizados; sin
embargo, en ocasiones al formar complejos se potencia la toxicidad como es el

caso del metilmercurio.



El mecanismo de toxicidad de los metales no esenciales ocurre a travées del
desplazamiento de metales esenciales de sus sitios de unidon o a través de
interacciones con ligandos; por ejemplo, los metales pesados divalentes, como
Hg**y Cd®* tienden a unirse a grupos sulfhidrilo y asi inhibir la actividad de varias
enzimas. En altas concentraciones los metales esenciales y no escenciales
producen dafios a la membrana celular, alteracion especifica de enzimas, alteran

funciones celulares y dafian la estructura del ADN. (Srivastava & Thakur, 2006)
1.2.1 CROMO.

El cromo es el segundo contaminante inorganico de aguas subterraneas
en sitios de desechos peligrosos (Horton y Sheridan, 2006). Es un contaminante
prioritario de suelo y agua que antropogénicamente proviene principalmente de
industrias para la fabricacion de pigmentos, aleaciones, galvanoplastia, curtido de

cuero, preservacion de madera y sintesis quimica (Priester, 2006).

El cromo es un elemento del grupo VI, sub grupo I, tiene un peso atomico
de 52 y nimero atébmico de 24. Presenta viarios estados de oxidacion, siendo el
estado +3 el mas estable, seguido de +6, aunque se pueden presentar estados
+1, +4 y +5 que son muy inestables (Bargallo, 1972; Srivastava y Thakur, 2006).
Tiene un alto punto de fusion 1930 °C y de ebullicién 2482 °C (Choppin, 1974). Es
muy duro y no se altera en contacto con aire frio, y calentado a la temperatura del
rojo en presencia de aire se recubre de una capa muy delgada de 6xido, lo cual le

da las propiedades para ser utilizado en aleaciones y galvanoplastia.

El cromo esta bastantemente extendido en la naturaleza en diversos
minerales, Se calcula que la presencia de cromo en la corteza terrestre es
aproximadamente del 0.035% (Bargalld, 1972). Las menas mas importantes son
de cromita, compuesta por 6xidos de hierro y cromo ( Cr,03.FeO ) y la crocoita
gue es un compuesto de plomo, PbCrO,4. Los principales yacimientos de cromo a
nivel mundial se localizan en el estado de Montana (U.S.A), en Siberia, Rumania,
Turquia y Africa del Sur. En México se han explotado en pequefia escala algunos

yacimientos de Cromita. Algunos ejemplos de compuestos de cromo en diferentes
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estados de oxidacion y sus usos son: Cloruro cromoso CrCl,, que se utiliza como
reductor de algunos compuestos organicos; Oxido Cromico Cr,Os , suele utilizarse
como pigmento azul verde en fundido en vidrio o ceramica y como catalizador;
Sulfato crémico Cr(SQOy) 3 , se utiliza en tintoreria como mordiente en curtido de
pieles, y junto con otras sales de niquel se emplea para el cromado electrolitico de
objetos de otros metales, generalmente hierro; Dicromato de potasio K,Cr,O7, es
un poderoso oxidante muy utilizado en laboratorios e industria, se aplica a

despolarizantes de pilas eléctricas, y en la pigmentofotografia (Bargallo, 1972).

El cromo Ill es un elemento con un papel esencial en el metabolismo de
lipidos, carbohidratos y proteinas, debido a que es parte del oligopéptido
cromodulina, el cual potencializa los efectos de la insulina, facilitando la unién de
ésta a los receptores en la superficie de la célula y mejorando la sensibilidad en
las células beta pancreaticas, estimula la asimilacion de aminoacidos en las
células musculares y reduce los riesgos de aterogénesis (Afonne et al, 2002;
Pechova y Pavlata, 2007). En cambio, el cromo VI es altamente toxico debido a
gque es un fuerte oxidante capaz de atravesar las membranas bioldgicas,
reaccionando con componentes protéicos y acidos nucleares; dicha reaccion con
material genético le da las propiedades carcinogénicas al cromo VI. ElI cromo
puede absorberse por via respiratoria, gastrointestinal o cutanea, siendo la
respiratoria la de mayor importancia (Katzung, 1999). El envenenamiento agudo
produce sintomas de vomito, diarrea, hemorragia gastrointestinal, necrosis de
higado y rifion. En exposiciones cronicas dérmicas, el cromo VI produce ulceras
cronicas en piel y dermatitis imitativa aguda. Cuando es por inhalaciéon, el cromo
VI causa irritacion en el tracto respiratorio, ulceracién y perforacion nasal, rinitis,
bronco espasmos y neumonia, asi como aumenta el riesgo de cancer de pulmon.
También se relaciona con anormalidades en la morfologia de espermatozoides,
necrosis renal, hemorragias gastrointestinales debido a la ulceracién de la mucosa
intestinal, y efectos carcinogénicos de pulmén, principalmente cuando se
encuentra en forma de cromatos de zinc y calcio (Afonne et al, 2002; Kumar, 2005;

Pechova y Pavlata, 2007).
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1.2.2 CADMIO

El cadmio es un elemento divalente del Grupo II, subgrupo 2 de la tabla
periodica, con numero atomico de 48 y densidad de relativa de 8.65. El porcentaje
de cadmio en la corteza terrestre es de 1.8x10™. No se encuentra libre en la
naturaleza y sus minerales son muy escasos, por lo que la mayor parte del cadmio
se obtiene como greenockita (CdS) en menas de zinc, que contienen
aproximadamente 0.2 a 0.4% de cadmio. Las principales menas se localizan en
E.U.A. CANADA, México, Australia, Bélgica y Corea. En México los principales
yacimientos de zinc y por consiguiente de cadmio se localizaban en los estados de
Chihuahua (Santa Eulalia), Zacatecas (Fresnillo), SLP (Charcas) y Coahuila
(Sabinas), llegando a ocupar el primer lugar en produccién de cadmio a nivel
mundial en el afio de 1952 (Borgall6, 1971). Su principal uso es como cubierta
electrodepositada sobre hierro o acero contra corrosion, también en la produccion
de baterias Niquel-Cadmio, como reactivo en la industria quimica, principalmente
en la de los fertilizantes fosfatados industriales y como pigmento. Las aleaciones
de cadmio se emplean en piezas de motores que operan a altas velocidades y

temperaturas elevadas (Choppin, 1974).

El cadmio es fuertemente adsorbido por la materia organica del suelo; los
suelos acidos aumentan la biodisponibilidad del cadmio por las plantas, entrando
de esta forma a la cadena alimenticia. En sistemas acuéticos, el cadmio es

bioacumulable en ostras, mejillones, langostas y peces.

En el ser humano, las vias de absorcion son basicamente gastrointestinal (2
a 6%), respiratoria y cutanea (8-12%). La mayor fuente de exposicion es a traves
de alimentos, bebidas, humo de cigarros y exposicién laboral. Cuando la absorcién
es respiratoria, el cadmio se extiende en la circulacién generalmente en forma de
complejos cisteina-cadmio, en tanto que la adsorcion dérmica es facilitada por dos
mecanismos: por la union de iones de cadmio libres a radicales sulfhidrilo de la

cisteina presente en la keratina epidérmica, o por la induccién y acomplejacion con
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metalotioneina. Una vez absorbido el cadmio el primer érgano en llegar es el

higado produciendo necrosis y apoptosis de hepatocitos.

La intoxicacion aguda a través de inhalacion de cadmio (concentraciones
superiores a 1mg/m? durante 8 horas), produce pneumonitis quimica, y la ingesta
de alimentos contaminados con cadmio (concentraciones superiores a 15 mg/L)

produce sintomas de intoxicacion alimentaria.

A largo plazo, el cadmio se acumula principalmente en rifién, teniendo una
vida media de aproximadamente diez afos, causando necrosis celular tubular,
aumento de riesgos de calculos renales y aumento de eliminacion por la orina de
aminoacidos, glucosas y minerales como calcio y fosfato. A nivel reproductivo,
interfiere en la biosintesis de progesterona y testosterona, y produce como bajo
peso al nacer y aumento de abortos espontaneos cuando hay exposicion
maternal. A nivel 6éseo produce una baja mineralizacion y densidad Osea, asi
como esta asociado a la enfermedad lItai-Itai, caracterizada por un bajo grado de
mineralizacion 6sea, aumento de tasa de fracturas y osteoporosis e intenso dolor
asociado a huesos. Epidemiolégicamente no se ha podido demostrar
convincentemente que el cadmio sea una causa de cancer de prOstata; sin
embargo en los ultimos afios se ha clasificado como un cancerigeno humano del
grupo | debido a su asociacion con el cancer renal, pero tan sélo el cadmio que ha
sido absorbido por via respiratoria muestra dicho potencial (Godt et al, 2006).

1.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

1.3.1 ESTADISTICAS GENERALES DEL TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES EN MEXICO.

En el afio 2000, en toda América latina, tan solo el 14% del agua residual
colectada recibia tratamiento, y de ésta, sélo el 6% tenia efluentes de calidad

aceptable.

En México, en el afio 2007, se recolectaron 7660 millones de m® afio de
aguas residuales municipales y se trataron 2500 millones de m*/afio; asi como de
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5980 millones de m*afio de aguas residuales industriales, se trataron 940 mil
millones de m*afio. Es decir, se trat6 el 38.3% del total de agua recolectada en el
sistema de alcantarillado. De esta agua tratada, se estima que se reutilizaron el
71.4% equivalente a 4722 millones de m® de agua (150m®/s) principalmente en
agricultura  (58.5%) Servicios domésticos (6.7%), industrial (5.2%) vy
termoeléctricas (1%) (CNA, 2008A).

De los procesos de tratamiento de aguas residuales municipales en México,
el mas usado en numero corresponde a las lagunas de estabilizacion, seguida por
el proceso de lodos activados. Inversamente, refiriéndose a caudal tratado, el
proceso de lodos activados trata un promedio de 35.15 m®/s siendo el proceso que
trata el mayor porcentaje de caudal de agua residuales municipales y las lagunas
de estabilizacién tratan un caudal de 14.24 m®s ocupando el segundo lugar en
caudal tratado (Ver tabla 1) (CNA, 2008A).

PRINCIPALES PROCESOS DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES
MUNICIPALES, 2007

PROCESO NUMERO | CAUDAL PORCENTAJE
TRATADO (m%s) | DE CAUDAL
TRATADO %

Lagunas de estabilizacién 646 14.24 17.96
Lodos activados 417 35.14 44,32
Humedal artificial (Wetland) 130 0.48 0.61
Reactor anaerobio de flujo 111 104 131
ascendente
Tanque séptico [ 0.13 0.16
Filtros biol6gicos 74 3.56 4.49
Tanque Imhoff 59 0.39 0.49
Reactor enzimatico 59 0.11 0.14
Lagunas aireadas 26 6.08 7.66
Zanjas de oxidacion 20 2-18 2.75
Primario avanzado 14 8.68 10.96
Primario 13 2.07 2.61
Biodiscos 6 0.47 0.59
Otros 58 4.73 5.97
Fuente: CNA, 2008. Estadisticas del agua en México.

Tabla 1
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En el estado de Aguascalientes para diciembre de 2007 se contaba con 108
plantas tratadoras de aguas residuales municipales y 46 industriales en operacion,
con un caudal tratado entre 2 a 3.14 m®s. Mientras que en el estado de Zacatecas
se contaba Unicamente con 35 plantas tratadoras de aguas residuales municipales
y 7 industriales, para tratar un caudal total de 0.46 m*/s (CNA, 2008A)

1.3.2 DESCRIPCION GENERAL DE PROCESOS DE TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES.

Las aguas residuales provienen principalmente de zonas residenciales,
comerciales, centros institucionales, centros recreativos, zonas industriales y agua
pluvial (Crites y Tchobanoglous, 2000). Todas estas fuentes le confieren un

caudal y concentracién de constituyentes caracteristicos al agua residual.

El tratamiento de aguas residuales es una combinacion de operaciones
fisicas, procesos bioldégicos y quimicos que remueven el material suspendido
coloidal o disuelto en ellas, con el principal fin de remover DBO, sdlidos
suspendidos y remocion de patégenos, y es comun agregar remocion de nitrégeno
y fésforo, remocion de sustancias organicas refractarias, inorganicas disueltas y

trazas de metales pesados (Romero, 1999).
Existen diversas opciones tipicas para el tratamiento de aguas residuales:

Tratamiento preliminar. Cuyo objetivo es remover aquellos constituyentes
gue pueden causar dificultades de operacion y mantenimiento en los siguientes
procesos, principalmente residuos de gran tamafio como basuras, arenas, Yy
material flotante como las grasas y aceites. Las operaciones y procesos que se
pueden emplear en el pretratamiento son el tamizado grueso y fino, dilaceracion,
remocion de arena, homogeneizacion de caudales y remocion de solidos
suspendidos totales (Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf & Eddy, 1996).

Tratamiento primario. Su objetivo es la remocién parcial de soélidos

suspendidos y materia organica. Este tratamiento remueve aproximadamente el
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60% de solidos suspendidos y 35% de DBO, y consta de procesos como tanques
Imhof, sedimentador-desnatador, reactores para coagulacion y/o floculacion
(Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf & Eddy, 1996).

Tratamiento secundario. Se emplea principalmente para la remocién de
DBO soluble y sélidos suspendidos (Romero, 1999). Consta de tratamiento
biolégico y sedimentacion secundaria, con el fin de estabilizar la materia orgénica,
ademas de coagular y remover los sélidos coloidales que no sedimentan en los
procesos fisicos. Emplean dos reacciones principales que conforman el proceso
metabdlico: las reacciones catabdlicas, que producen la descomposicion de
moléculas orgénicas complejas en sustancias simples, junto con la liberacion de
energia, y las reacciones anabdlicas, que permiten la formacion de mas moléculas
complejas y generalmente requieren energia, la cual obtienen de las reacciones
catabolicas (Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf & Eddy, 1996).

Tratamiento terciario o avanzado. Supone la remocion de nutrientes para
evitar la eutrofizacion de fuentes receptoras o para mejorar la calidad del efluente
secundario, a fin de adecuar el agua para su reutilizacion o disposicion final en
base a las normas establecidas (Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf & Eddy,
1996).

1.4 LAGUNAS DE ESTABILIZACION

Las lagunas de estabilizacion son un sistema de tratamiento
convencionales de bajo costo y consumo de energia (Leén, 2002; Romero,1999;
Peng, 2005). Son el sistema de tratamiento de aguas residuales mas antiguo
conocido, con referencias de uso de estanques para almacenar y depurar agua
con antigiedad de 3 000 afios (Avelar, 2001). Se fundamentan en la
caracteristica de autodepuracion que poseen los cuerpos de agua por medio de
accion de la flora microbiana y el oxigeno disuelto en ellos para poder permitir la

digestion biolégica de la materia organica; asi como la presencia de procesos
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fisicos y quimicos como la sedimentacion de particulas pesadas y reacciones
dependientes de pH.

Son estructuras simples donde se embalsan aguas residuales, con poca
profundidad y periodos de retencion relativamente grandes (1-40 dias), en las
cuales mediante la accion conjunta de algas, bacterias y otros organismos, se
logra la estabilizacion biolégica de la materia organica biodegradable. El
tratamiento de aguas residuales a través de estos sistemas consiste en reducir el
contenido de sélidos suspendidos por sedimentacion, disminuir la DBO, estabilizar
los compuestos organicos biodegradables y reducir el nimero de organismos
patégenos (Guevara, 1996).

Las lagunas de estabilizacion son un verdadero ecosistema que involucran
una multitud de poblaciones con interacciones complejas entre si (Avelar, 1994).
Entre los principales grupos de organismos que se desarrollan en estos sistemas
incluyen bacterias, algas, hongos, protozoarios, rotiferos, crustaceos y larvas.
Siendo las Bacteria y las algas los principales organismos involucrados en la
estabilizacion de los desechos contenidos en el agua residual. La diferencia en
términos de procesos microbioldgicos con otros sistemas de tratamiento de aguas
residuales es la presencia de microalgas, las cuales a través de su metabolismo
fotosintético liberan oxigeno, el cual sera utilizado por bacterias heterétrofas para
llevar a cabo la descomposicion aerobia de la materia organica (Peng, 2005). Es
por esto que antiguamente se conocian como lagunas de oxidacion (Guevara y
Ledn, 1996) para indicar la oxidacion de la materia organica a través de la gran
cantidad de oxigeno producido por las algas por medio de la fotosintesis; sin
embargo, el uso de este término es incorrecto debido a que intervienen otros
procesos en la estabilizacion (descomposicion) de la materia organica como son la
reduccion por digestion bacteriana, la sedimentacion de particulas inorganicas
como parasitos, quistes de protozoarias y huevos de helmintos, y la eliminacion de
patdgenos entéricos por la accion biocida de la luz ultravioleta proveniente de la
radiacion solar (Romero, 1999).
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Los mecanismos para la remocion de diversos constituyentes a traves de
lagunas son los siguientes: La remocion de DBO solubles es por medio de su
reduccion mediante la oxidacion bacteriana, excepto en las anaerobias, mientras
que la DBO particulada se remueve por sedimentacion. Los solidos suspendidos
en el afluente se remueven en las lagunas por sedimentacion, la remocion de
nitrégeno se obtiene como resultado de la combinacion de volatilizacion de
amoniaco, captura del mismo a través de algas, nitrificacion/desnitrificacion,
acumulacion de lodos y adsorcion sobre los solidos del fondo. La remociéon de
fosforo en estos sistemas es minima, en cambio, tienen una excelente remocion
de patdgenos como consecuencia de la muerte natural de estos organismos, por
sedimentacion y por adsorcion y principalmente por la accion biocida de los rayos

ultravioletas provenientes de la radiacidn solar (Armas, 2000; Well, 2007)
1.4.1 CLASIFICACION DE LAS LAGUNAS DE ESTABILIZACION.

Existen diversas formas de clasificar las lagunas de estabilizacion. Una
opcion es por medio de la ubicacién que ocupan con relacion a otros procesos:
primarias o de aguas crudas, cuyo proposito basico es la remocién de DBO,
coliformes fecales y sélidos suspendidos; Las lagunas secundarias, si reciben
efluentes de otros procesos de tratamiento y cuya funcién primordial es la
remocion de DBO vy coliformes fecales, y por ultimo lagunas de maduracién si su
propésito fundamental es reducir el niumero de organismos patégenos. (Guevara
y Leon, 1996; Yafiez 1993)

Otra forma de clasificar las lagunas es segun la naturaleza de la actividad
biolégica que tiene lugar, la cual es funcion de la cantidad de oxigeno disuelto
presente en ellas; anaerobia, facultativa y aerobia (Yanez, 1993). Para esto se
hace circular el agua en diferentes condiciones ambientales causadas por

diferencias de profundidad:

Lagunas anaerobias. Son lagunas en las cuales la remocion de DBO se
realiza por medio de sedimentaciéon de soélidos sedimentables y la digestion

anaerobia en la capa de lodos resultante (Guevara y Leon, 1996). EI ambiente
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anaerobio en las lagunas se favorece por medio de una profundidad que oscila
entre 2.4 y 5 metros, siendo la mas comdn de 2.5 metros (Avelar, 2001; Guevara y
Leon, 1996; Romero, 1994) y altas cargas organicas, del orden de 1000 mg/L de
DBO. Trabajan a una temperatura 6ptima entre 15y 35 °C (Metcalf & Eddy, 1996).

Lagunas facultativas. Son el tipo de lagunas mas comunes en el
tratamiento de aguas residuales (Romero, 1996). Combinan la actividad bacterial
aerobia y anaerobia. La fotosintesis y reaireacion superficial proporcionan oxigeno
en las capas superiores, las capas intermedias son facultativas y la capa de
solidos del fondo esta sometida a digestion anaerobia (Metcalf & Eddy, 1996). Su
carga de diseflo se encuentra en el rango de 50-300 mg/L de DBO, con

profundidades entre 1 a 2.5 m y una temperatura optima de 10 a 35°C. .

Lagunas aerobias. También conocidas como lagunas de oxidacion, son
lagunas en las cuales la estabilizacion de la materia organica se lleva a cabo en
condiciones completamente aerobias. En ellas se remueve principalmente
patdgenos debido a que se presenta mayor temperatura y pH (pH cercano a 9 por
la fotosintesis de las algas) y principalmente a la alta intensidad de radiacion solar
que reciben por ser poco profundas (0.5 a 1m) (Avelar, 2001; Guevara y Leon,
1996; Romero, 1999).

1.42 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS LAGUNAS DE
ESTABILIZACION

Las ventajas del uso de lagunas de estabilizacion incluyen bajos costos de
inversion, requerimiento minimo de capacitacion del personal encargado de su
operacion, evacuacion y disposicion de lodos en intervalos relativamente grandes
(Armas, 2000; Crites y Tchobanoglous, 2000; Romero 1999).

Las desventajas incluyen la necesidad de grandes extensiones de terreno,
el efluente provee una alta concentracion de algas que puede ocasionar
problemas en fuentes receptoras superficiales. Las lagunas sin aireacion a

menudo no cumplen las normas exigentes de vertimiento, pueden causar impactos
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negativos sobre las aguas subterraneas si no se impermeabilizan o se dafia el
recubrimiento y generan malos olores si el disefio es inapropiado o si tiene una
operacion incorrecta. Debido a la baja concentracion de biomasa, los tiempos de
retencién suelen ser muy altos. Tienen una gran susceptibilidad al arrastre de la
biomasa durante las tormentas, asi como una amplia sensibilidad a las
fluctuaciones climéticas por lo que no se han podido estandarizar criterios de
disefio confiables (Avelar, 2001; Crites y Tchobanoglous, 2000; Metcalf & Eddy,
1996).

Se han propuesto diversos procedimientos para mitigar las anteriores
desventajas e intentar mejorar el funcionamiento y la eficacia de las lagunas. como
son: El uso de lagunas mas profundas, de 3 a 13 metros y asi ocupar menos
terreno para la construccion, pero aumentando el costo de la misma y o
propiciando la generacion de malos olores debido a la digestion anaerobia;
Aumentando la carga organica y reduciendo el tamafio de las lagunas, formando
de esta manera lagunas anoxicas; modificando el disefio hidraulico para que el
influente se distribuya homogénamente en toda la laguna y optimice espacios
(Pearson y Mara 1989; Muttamara y Puetpaiboon 1997). Utilizando series de
laguna pequefias especializadas en diferentes contaminantes (Pearson y Mara
1989); utilizando bafles, que son paredes que se utilizan como deflectores que
dirigen el flujo a través de la laguna, los cuales ademas proveer una superficie
sumergida en la cual los microorganismos pueden pegarse y asi incrementar la
concentracion de microorganismos en la laguna e incrementar la tasa de
estabilizacion organica; reducen los cortos circuitos (Muttamara y Puetpaiboon,
1997); Induciendo el desarrollo de biopeliculas, colocando un soporte donde
pueda crecer la biomasa pero con el riesgo de limitar la trasferencia de masa
debido al engrosamiento excesivo de peliculas y acumulaciéon de escorias
(Muttamara y Puetpaiboon, 1997). Incrementando la concentracion de biomasa
activa por medio de enriquecimiento con biofloculos (Avelar et al 2001). El
presente trabajo, es parte de un proyecto de investigacion, para evaluar cémo el

enriquecimiento con biofléculos, previamente mencionado, mejora la eficiencia de
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remocion de contaminantes y aumenta la resistencia de las lagunas a la presencia
de altas concentraciones de contaminantes tdxicos, como son los fenoles y

metales pesados.

Uno de los principales problemas tanto de las lagunas de estabilizacion,
como de cualquier otro sistema de tratamiento bioldgico de aguas residuales, es
que sus procesos bioldgicos son altamente influenciables por la presencia de altas
concentraciones de metales pesados en las aguas residuales (Faisal et al, 2005).
Afortunadamente, existen algunas bacterias resistentes a ellos, las cuales
pueden ser aprovechadas para remediar este problema dependiendo de los

mecanismos de resistencia que utilice.

1.5 MECANISMOS MICROBIOLOGICOS Y SU
INTERACCION CON METALES PESADOS

Los microorganismos no poseen la capacidad de eliminar los metales del
medio ambiente, pero algunos tienen la capacidad de inmovilizarlos. Existen
microorganismos que presentan resistencia a la accion tdxica de metales pesados,
con la ayuda de diversos mecanismos: Exclusiébn por barreras permeables;
Secuestro intra y extracelular; Bombas de expulsion activas, en los cuales
moléculas como metalotionina y ATPasa tipo-P estan involucrados en el
transporte de iones metalicos a través de las membranas celulares, permitiendo la
entrada y expulsién de dichos iones (Naz et al, 2005); Reduccion enziméatica y
reduccion en la sensibilidad de sitios de union para iones metalicos (Srisvastava y
Thakur, 2006). De estos procesos biologicos, solo algunos son Utiles o
potencialmente Utiles para la remediacion de metales pesados (Shiever y Volesky,
2000).

La captacion de metales pesados por medio de los microorganismos puede
ser efectuada mediante dos procesos principales: un mecanismo activo

dependiente de la actividad metabdlica llamado bioacumulacion, y mediante un
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mecanismo pasivo que implica biosorcién y/o complejacion (Shiever y Volesky
2000):

Bioadsorcion. Algunos tipos de biomasa microbiana pueden retener altas
cantidades de iones metalicos por la formacion de complejos con ligandos
celulares en forma pasiva. La superficie de la mayoria de las células son
altamente anidnicas debido a que poseen grupos funcionales como: amino,
carboxilo, hidroxilo, fosfatos y sulfhidrilos (Lloyd, Anderson& Macaskie,
2005;Volesky et al, 2005). Dichas moléculas, en soluciones acuosas pueden
reaccionar con iones metalicos. Otra forma de adsorcion es por medio de
polimeros que retienen los metales y limitan el contacto de estos xenobibticos con
las células (Beveridge et al, 1983). La bioadsorciéon normalmente incluye cuatro
procesos distintos: adsorcién, quiomioadsorcion, intercambio catidnico y micro-

precipitacion (Shiewer y Volesky, 2000).

Un mecanismo de resistencia, el cual es respuesta directa a la presencia de
metales pesados toxicos, es la habilidad de las bacterias de formar moléculas en
la membrana celular, las cuales tienen la funcion de transportar metales solubles
en el exterior de la célula. Un segundo mecanismo es a partir de la produccion de
compuestos proteinicos quelantes de metales. Dichos quelantes previenen la
entrada del metal a la célula, los cuales reducen la biodisponibilidad del metal y
pueden inducir la formacion de cristales. Un tercer mecanismo de resistencia es la
habilidad de las bacterias de reducir la concentracion de algunos compuestos
toxicos produciendo formas metalicas volatiles, como el metilmercuio (Southam,
2000).

Las reacciones de intercambio i6nico juegan un importante rol en la
adsorcion de metales. En condiciones normales de crecimiento, las células poseen
sitios anidnicos para permitir el transporte de cationes divalentes fisiologicamente
necesarios como son el calcio y el magnesio. Cuando se encuentran metales
pesados disueltos en el liquido extracelular, éstos compiten por la unién con los

anteriores sitios de union (Southam, 2000).
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Bioquimiadsorcién. Es un tipo de encapsulamiento o conjugacion, en la
cual hay una inclusién por intercambio catidnico de un cation metalico dentro de la
estructura cristalina de un material previamente depositado. El depdsito primario
actia como cristal hospedero para la subsiguiente disposicion del metal de interés.
De esta forma, el depdsito primario actla acelerando las reacciones de
precipitacion del metal de interés (Magafia, 2007).

Bioacumulacién. Es la asimilacion celular de metales por medio de
transporte activo hacia el interior de la célula (Shiever y volesky 2000). Para esto
es necesario que el microorganismo sea resistente a los metales (Volesky y Holan
1995). Algunos metales pesados pueden ingresar a las células utilizando los
sistemas de transporte para oligo y micro nutrientes metalicos. Una vez dentro de
la célula, los metales toxicos son secuestrados por metalotioneinas, que son un
grupo de pequefas proteinas, aproximadamente de 60 amino&cidos, ricas en
cisteina, especializadas en la unién de metales pesados (Naz et al, 2005), o bien,
son segregados por vacuolas o encapsulados en vesiculas de membrana

(Magafa, 2007; Opperman Piater y Heerden, 2008).

Biotransformacion. Es una forma de destoxificar aquellas substancias
susceptibles de ser transformados a una forma menos toxica. En el caso de
metales téxicos, estos pueden ser transformados en formas menos solubles o
volatiles: La biometilacion y la reduccion bacteriana pueden incrementar la
volatilidad de los metales. Algunas bacterias del género Pseudomona,
Arthrobacter, Escherichia y Bacilluros tienen la capacidad de catalizar y reducir el
cromo VI a través de la enzima cromato reductasa (Elangovan et al 2006; Fude et
al 1994, Priester, 2006). Otras bacterias, como es el caso de la bacterias
reductoras de sulfato y de hierro, pueden usar el cromo VI como aceptor de
electrones alterno para la oxidacion de compuestos organicos y su crecimiento
anaerobio (Ariasy Tebo, 2003; Fude et al 1994; Magaria, 2007).

Bioprecipitaciéon. O biomineralizacién, es la formacion de precipitados

metélicos insolubles, via la generacion microbiana de ligandos. Este mecanismo
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comienza principalmente por la bioadsorcion de los metales en la superficie
celular, principalmente en determinados sitios de union, los cuales permiten que el
metal se localice en determinados nucleos. A través de un amplio rango de
reacciones redox las bacterias pueden afectar la solubilidad de los metales y

propiciar su microprecipitacion (Southam,2000).

Otra forma de bioprecipitacion, se observa a través del metabilismo de
bacterias sulfato reductoras: Los sulfuros, carbonatos, hidroxidos y fosfatos
metalicos son muy insolubles en agua. Las bacterias sulfato-reductoras son
bacterias anaerobias estrictas, las cuales se caracterizan por su capacidad de
reducir sulfato a sulfuro para su respiracion, con la oxidacion simultanea de
sustratos organicos, Yy liberar dichos iones sulfuros que reaccionan facilmente con
metales y formar sulfuros metalicos (Naz et al, 2005; Wang, 2000). Otras bacterias
como Citrobacter sp y Escherichia coli expresan fosfatasas acidas periplasmaticas
que hidrolizan los fosfatos organicos, liberando fosfato inorganico el cual
interactia con los metales y los precipita sobre la superficie de la célula
(Appukuttan et al, 2006).

Los Biopolimeros o sustancias poliméricas extracelulares (EPS) por sus
siglas en inglés, son sustancias secretadas por microorganismos, formadas por
polisacaridos o fibras de glicoproteinas entrelazadas, en las cuales se encuentran
adheridas otras moléculas como enzimas, ADN, detritus y constituyentes abidticos
sorbidos (Priester, 2006; Stypka, 1998). Estos biopolimeros tienen diversas
funciones como son la conservacion y concentracion de enzimas digestivas, como
reservorio de alimentos, proteccion contra estrés causado por diversos agentes,
entre los cuales se encuentran los metales pesados. Los mecanismos por medio
de los cuales los biopolimeros pueden interactuar con los metales pesados son
principalmente la adhesion y complejacion. Los residuos cargados eléctricamente
presentes en el exterior de las moléculas integrantes de los biopolimeros ayudan a

la interaccion y union de iones metalicos (Huat el al, 2005; Sutherlan, 2001).
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Tradicionalmente, los métodos convencionales utilizados para la remocion
de metales pesados son por medio de procesos de precipitacion quimica,
oxidacion, reduccion, intercambio ionico, filtracidon, tratamiento electroquimico y
tecnologias de membrana (Canizares-Villanueva, 2000; Metcalf & Eddy, 1996)).
Dichos procesos requieren forzosamente ser parte del tratamiento previo al
biolégico, o en dado caso, se excluye el uso de tratamiento biol6gico para
remocion de metales pesados cuando su concentracion es relativamente alta en

las aguas residuales.

Los mecanismos de resistencia microbiana, enlistados previamente, han
dado pauta al desarrollo e investigacion de métodos alternativos para la remocion
de metales pesados en aguas residuales por medio de tratamiento bioldgico. Una
alternativa de este tipo, es el proyecto de estudio de lagunas de estabilizacion
facultativas, las cuales han sido enriquecidas con biofléculos, y tratadas con
metales pesados para investigar si su aclimatacion a dichos contaminantes
permite un tratamiento adecuado del agua residual contaminada con cromo y
cadmio (Prieto, 2005).
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2. ANTECEDENTES

Estudios recientes han propuesto un nuevo método para mejorar la
eficiencia de lagunas de estabilizacion, incrementando la biomasa activa en ellas
por medio de la inoculacién de lodos activados provenientes de plantas tratadoras
de aguas residuales, cuya aclimatacion permite el desarrollo de un lecho de
biofloculos sedimentados con una capacidad metabodlica superior a la biomasa
suspendida. Se ha mostrado que este enriquecimiento con biofléculos incrementa
la tasa de remocién de materia organica comun en mas del 100% (Avelar et al.,
2001) y realiza una biodegradacion de fenol 5.5 veces mayor en comparacion con
las lagunas tradicionales (Avelar, 1994; Avelar et al., 2001).

Se han realizado estudios mas recientes sobre la remocion de cromo y
cadmio en lagunas de estabilizacion enriquecidas con biofléculos, en los cuales se
encontraron que dichas lagunas remueven y acumulan mayores concentraciones
de cadmio y cromo que las lagunas convencionales (Prieto, 2005); presentan
ademas una mejor inmovilizacion de metales en los sedimentos, los cuales fueron
procesados a fin de separar las fracciones inorganicas y organicas y analizar su
contenido de metales por espectroscopia de absorcion atémica. De los resultados
obtenidos, se dedujo que presuntivamente la bioprecipitacién y la bioadsorcion
fueron los principales mecanismos de remocion (Magafa, 2007). No obstante, es
necesario utilizar diferentes técnicas, por ejemplo, el uso de microscopia, para
poder corroborar dichos resultados. Con base en esto y aprovechando las
propiedades que tienen algunas sustancias para absorber energia radiante,
principalmente luz ultravioleta, y reemitirla en forma de otro foton con mayor
longitud de onda, fendmeno conocido como fluorescencia (Gonzéalez-Moran, 2008;
Harrison et al 2006; Maron & Prutton, 1974), se utiliz6 microscopia de
fluorescencia, empleando un microscopio de fluorescencia y microscopio confocal,
para continuar investigando los principales mecanismos de remocién de cromo y
cadmio en los sedimentos de lagunas de estabilizacion enriquecidas con

biofléculos.
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3. JUSTIFICACION

Dentro del foro internacional del agua, 2004, la Comision Nacional del Agua
advirti6 que la contaminacion de este vital liquido se ha convertido en un serio

problema nacional.

La disponibilidad del agua en México continla menguando constantemente
debido al aumento desproporcionado del consumo de ella. El incremento
demogréfico y el desarrollo industrial, aunado con el cambio climatico, han traido
consigo un aumento en la demanda de agua, y por consiguiente, un aumento en
la cantidad de aguas residuales, las cuales, en su mayoria (62%) (CNA, 208) son
vertidas en forma cruda en cuerpos receptores, contribuyendo de forma grave a la

contaminacion aguas superficiales, suelo y acuiferos.

Las lagunas de estabilizacién son los sistemas de tratamiento mas comunes
en paises en desarrollo, debido a su alto rendimiento, simplicidad de operacion y
bajo costo de construccion, operacion y mantenimiento (Peng, 2005). Los
efluentes de las lagunas de estabilizacion, gracias a su calidad bacterioldgica,
pueden ser reutilizados en cualquier actividad agropecuaria, desde horticultura,
hasta forestacion. EI empleo de aguas residuales tratadas permite beneficios
como uso eficiente del agua, provisibon de abonos naturales, generacion de
alimentos, incrementa la frontera agricola en zonas con escasa agua, etc.
Lamentablemente, la presencia de toxicos como los metales pesados

provenientes de descargas industriales, representa una limitacién para su reuso.

El presente trabajo es parte complementaria de un proyecto de evaluacion de
la remocion de cromo y cadmio en lagunas de estabilizacion que han sido
enriquecidas con biofléculos, para comprobar los mecanismos bioloégicos mediante
los cuales dichas lagunas mejoran la remocién e inmovilizacion de altas cargas de

cromo VI y cadmio presentes en aguas residuales.
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4. HIPOTESIS

La bioadsorcion y bioprecipitacion son los principales mecanismos de
remocion de cadmio y cromo en lagunas de estabilizacién enriquecidas con

biofl6culos.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar los principales mecanismos biolégicos responsables de la
remociéon de cromo y cadmio en lagunas de estabilizacidbn enriquecidas con

biofléculos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar la bioreduccion de cromo VI a Cr Il en lagunas de estabilizacion
enriquecidas con biofléculos, por medio de microscopia de epifluorescencia y

confocal.

2. Comprobar por medio de microscopia de epifluorescencia y confocal la
presencia de cristales de cadmio y cromo en lagunas de estabilizacion

enriquecidas con biofléculos.

3. Demostrar por medio de microscopia de epifluorescencia y confocal la
bioadsorciéon en la biomasa de cadmio y cromo en lagunas de estabilizacion

enriquecidas con biofléculos.
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7. METODOLOGIA

7.1 INSTALACION DE LAGUNAS ESCALA LABORATORIO.

Se emplearon cuatro lagunas de estabilizacion de tipo Eckenfelder a escala
laboratorio, de 85 L de capacidad, 0.80 m de largo, 0.37 m de ancho y 0.28 m de
profundidad; fabricadas en acero inoxidable. Todos sus bordes, vértices y puntos
de soldadura se sellaron con silicon, para evitar las posibles fugas. Las lagunas de
tipo Eckenfelder estan divididas en tres reactores de 27.7 L de capacidad y en seis
celdas de 13.33 L de capacidad, divididas por medio de cinco mamparas con la
finalidad de conducir el agua por un recorrido preestablecido, reduciendo los

cortos circuitos en el sistema (figura 1).
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Fig. 1. Esquema de laguna de estabilizacion Eckenfelder. Vista lateral de una
laguna Eckenfelder de 85 L de capacidad, dividida por 5 mamparas, que dirigen el flujo
del influente.

Tres lagunas fueron enriquecidas, cada una con el 25% V/V de lodos
activados provenientes del sedimentador secundario de la planta de tratamiento
de aguas residuales del municipio de Aguascalientes (10.69 g/L de SSV) y con el
10% de una suspension de algas silvestres provenientes del cuerpo de agua
receptor del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales de la
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Universidad Auténoma de Aguascalientes. Una cuarta laguna se instaldé sin
enriquecimiento con lodos activados, Unicamente se inoculdé con algas (laguna

control no enriquecida).

Previo a la alimentacion con cromo y cadmio, las cuatro lagunas se
aclimataron durante 52 dias utilizando exclusivamente fuentes de carbono
convencionales (450 mg DQOIJL), a partir de diluciones crecientes de una solucién
madre de agua residual sintética (ver tabla 2), hasta obtener una eficiencia de
DQO (85%) y sometidas a fotoperiodos de 12 h y 690 lux.

COMPUESTO CONCENTRACION

Peptona de gelatina 1000 g
Extracto de carne 690 g
Urea 135¢g

Cloruro de Calcio 13649
Cloruro de Sodio 31.5¢
Cloruro de Amonio 7749
Sulfato de Magnesio heptahidratado 9.0¢g

Fosfato diacido de Potasio 38.25¢
Fosfato acido de potasio 98.0¢g

Fosfato 4cido de Sodio 150.3 g

Tabla 2. Solucion Madre de agua residual sintética con una DQO de 400 g/L, la cual se
esteriliza inmediatamente después de ser preparada. A partir de esta Solucion Madre, se
realizan diluciones para alimentar las lagunas a la concentracion requerida. (Davila,
2002)

Una vez aclimatadas las lagunas, una de las lagunas enriquecidas fue
alimentada con solucién de cloruro de cadmio en concentraciones crecientes para
permitir la aclimatacion de los microorganismos presentes en ella al metal, hasta
llegar a una concentracion maxima de 107 mg/L (Prieto, 2005) y continuar con

dicha concentracion por el resto del experimento. De igual manera, la segunda
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laguna enriquecida fue tratada con concentraciones crecientes de una solucion de
dicromato de potasio (cromo VI) hasta llegar a una concentracion méaxima de 153
mg/L de cromo, Yy la tercer laguna enriquecida no recibié tratamiento con metales
pesados (laguna control negativo) (Prieto, 2005). La eleccion de mantener estas
concentraciones de alimentacion con metales se debe a que en estudios previos
realizados por Magafa (2007) y Prieto (2005), empleando métodos de digestion y
espectrofotometria de absorcibn atoémica, de acuerdo con los métodos
estandarizados (Tabla 3) (APHA-AWWA-WPCF 2000), permitieron cuantificar y
comparar el grado de remocion e inmovilizacion de los metales, tanto en lagunas
de estabilizacion enriquecidas, como no enriquecidas con biofléculos, llegando a la

eleccion de estas cantidades maximas de alimentacion con cromo y cadmio.

PARAMETRO METODO

Cromo VI
3500-Cr-B
(difenilcarbacida)

Cromo total

(Espectrofotometria de absorcion atomica
en flama)

Cadmio

(espectrofotometria de absorcién atdbmica
en flama)

Tabla 3. Técnicas para cuantificar metales recomendadas por los métodos
estandarizados (APHA-AWWA-WPCF 2000), que permiten determinar eficiencias y tasas
de remocion de cadmio y cromo, asi como eficiencia de reduccion de cromo VI a Cr Il
(Prieto, 2005).
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7.2 PREPARACION DE LA MUESTRA DE BIOFLOCULOS.

Una vez que las lagunas se aclimataron a los metales respectivos, se
tomaron muestras del sedimento presente en cada una de ellas, incluyendo
muestras del control negativo (libre de metales). Previa agitacion en vortex por un
minuto, se tomaron 100 pL de la suspensién, los cuales fueron centrifugados a
5000 X g durante 10 min a temperatura ambiente. Se separo la pastilla celular del
sobrenadante. La pastilla celular fue lavada tres veces con 500uL de PBS (0.145M
de fosfato de potasio, 0.15 M de fosfato de potasio dibésico) pH 7.4. Finalmente la
pastilla celular fue resuspendida en una dilucién 1:10 de PBS.

7.3 MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA.

7.3.1 Microscopia de epifluorescencia en sales de cadmio, cromo Il y

cromo VI.

Para tener un punto de referencia sobre la fluorescencia de cadmio y
cromo, se colocaron 3uL de una solucion de cloruro de cadmio CdCl; (10 mg/mL),
dicromato de potasio K,Cr,O7 (10 mg/mL) y cloruro de cromo Il CrCls, las cuales
se dejaron secar para estimular la precipitacion de los cristales y poder observar la
fluorescencia que presentan cada uno de ellos por medio del microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axioscope 40®, y se tomaron las microfotografias
correspondientes en campo claro y fluorescencia a través del sistema Image Pro

Plus Media Cybernetics®.

7.3.2 Microscopia de epifluorescencia de Agua residual sintética.

De igual forma, se tomaron microfotografias de las principales sales que
forman parte del agua residual sintética para observar si hay fluorescencia que
pudiera interferir en el andlisis. Dichas sales fueron: Fosfato monoéacido de
potasio (KH,PQO,), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,:7H,0), cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de amonio (NH4Cl) y Urea (NH2),.
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7.3.3 Microscopia de epifluorescencia de Biofloculos.

Se tomaron 3puL de la muestra de biofléculos sedimentados y se colocaron
sobre un portaobjetos con pozos y el cubreobjetos fue fijado con esmalte
transparente de ufias para mantener hidratada la muestra durante su observacion
a través del microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axioscope 40®), empleando el
filtro de 488-500 nm y un objetivo de 40X. Se tomaron microfotografias por medio
del sistema Image Pro Plus Media Cybernetics®, tanto en microscopio optico

como en epifluorescencia.

7.4 MICROSCOPIA CONFOCAL.

También conocida como CLMS por sus siglas en inglés (confocal lasser
scanning microscopy). Se prepararon muestras de biofl6culos provenientes de las
tres lagunas enriquecidas de la forma previamente descrita, y se observaron en el

microscopio confocal lasser Leica DMI 4000B®.

a) Primero se escaned cada muestra a tres diferentes longitudes de onda:
488, 532 y 635, para determinar cual de estas longitudes de onda
produce la mayor fluorescencia.

b) Una vez determinada la longitud de onda 6ptima (635 nm), se realizo6 el

analisis microscopico de cada una de las muestras.
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8. RESULTADOS

Estudios anteriores han comprobado que el método de enriquecimiento de
lagunas de estabilizacién por medio de inoculacion de lodos activados (biofl6culos)
para incrementar la biomasa activa, mejora la eficiencia de remocioén de altas
cargas de materia organica y ciertos contaminantes téxicos en comparacion con
lagunas convencionales (Avelar, 1994; Avelar, 2001; Ramos, 2005). Una vez
aclimatadas las lagunas, se han descrito incrementos en la remocion de DQO
mayores al 100% empleando lagunas de estabilizacion enriquecidas con
biofléculos, con respecto a los sistemas tradicionales (Avelar et al,2001), asi como
mayor resistencia y eficiencia de remocion de materia organica comun en
presencia de elevadas concentraciones de fenol, llegando a obtener una eficiencia
de remocion maxima de fenol del orden del 70%, en contraste con una eficiencia
de remocion de fenol maxima de 35% en lagunas no enriquecidas (Ramos, 2005).
Prieto en 2005, realiz6 estudios determinando que las lagunas enriquecidas,
alimentadas y aclimatadas con cadmio o cromo en forma individual, presentaban
altas tasas y eficiencias de remocion. En el caso de cadmio, se logr6é obtener una
tasa de remocion de 39.8 Kg Cd/hal/dia, con una eficiencia de remocion de
90.98%, en comparacion con la laguna no enriquecida que presentd una tasa de
remocién de 39.5 Kg Cd/ha/dia, y una eficiencia de remocién de 84.37%. En el
caso de la laguna enriquecida con biofl6culos tratada con cromo VI a 153 mgl/L,
presentd entre dos a tres veces mayor eficiencia de remocion que la laguna
control no enriquecida y se observd, una mayor reduccion de cromo VI a cromo |l
(19 a 20 veces mayor), que en la laguna control no enriquecida. De igual forma,
en estudios realizados alimentando una mezcla de metales (As 172 mg/L, Cd 80.8
mg/L, Cr 128.1 mg/L y Hg 60 mg/L) se observd mayor eficiencia de remocion de
DQO y metales que la laguna control no enriquecida, aunque ligeramente menores

qgue cuando se alimenta con el metal en forma individual (Aguilar, 2006).
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Se comprobo6 también que el enriquecimiento con biofl6culos aumenta de
manera significativa la remocion de dichos metales a través del sedimento de las
lagunas, y presentaron una mayor inmovilizacion del metal dentro de los
sedimentos que las lagunas control (Avelar, 2009), encontrandose que los metales
se encuentran inmovilizados tanto en la fase organica de los sedimentos como en
fase inorganica (Magafia, 2007). “La concentracion de metales en la fraccion
inorganica (cristales) de los sedimentos se considera un indicador del mecanismo
de bioprecipitacion; en tanto que la concentracion de metales en la fraccion
organica (biomasa) de los sedimentos se asume como un indicador de los
mecanismos de bioadsorcion y bioacumulaciéon” (Avelar, 2009). La laguna tratada
con cromo presentd una distribucion en los sedimentos de cromo total presente en
la fase inorganica de 61.5 % y un 38.5% en la fase organica; y en el caso de
cadmio se determind una distribucién del metal presente en la fase inorganica de
71.5% y de 28.5% en la fase organica (Avelar, 2009; Magafia; 2007). Sin
embargo, en la investigacion de Magafa, no se pudo separar eficientemente las
fracciones inorganica y organica de los sedimentos, por lo que era probable haber
sobreestimado las concentraciones del metal en cualquiera de las fracciones. Por
lo que los resultados que se presentan a continuacién, permiten aclarar el
panorama y poder dilucidar en mejor forma, si los metales han sido inmovilizados

a través de la biomasa, o en forma de cristales.

8.1 MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA.

Los resultados obtenidos del andlisis de microscopio de epifluorescencia
Zeiss Axioscope 40® y microfotografias a través del sistema Image Pro Plus

Media Cybernetics® fueron los siguientes:
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8.1.1 MICROFOTOGRAFIAS DE SALES DE DICROMATO DE
POTASIO, CLORURO CROMICO Y CLORURO DE CADMIO.
Los cristales de dicromato de potasio (Cr VI) presentaron una fluorescencia
color naranja a través del filtro. Los cristales de cloruro créomico (Cr llI)
presentaron una fluorescencia color verde, y los cristales de cadmio mostraron

una fluorescencia también color verde.

Fig. 2 Microfotografia de sales de dicromato de potasio (Cromo VI) en campo
claro (a) y fluorescencia (b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®.
Ampliacion 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema
Image Pro Plus Media Cybernetics®.

(@)

Fig. 3 Microfotografia de sales de cloruro crémico ( cromo Ill) en campo claro (a)
y fluorescencia (b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion
40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro
Plus Media Cybernetics®.
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Fig.4  Microfotografia de sales de cloruro de cadmio en campo claro (a) y
fluorescencia (b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacién 40X.
Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus
Media Cybernetics®.

8.1.2 MICROFOTOGRAFIAS DE SALES COMPONENTES DEL AGUA
RESIDUAL SINTETICA.

La observacion en microscopio de fluorescencia mostré que las sales de
fosfato monoacido de potasio (KH,PO,) , cloruro de amonio (NH4Cl) y urea (NH2),
no prestan fluorescencia; en cambio, se observdé que las sales de sulfato de
magnesio heptahidratado y cloruro de sodio (NaCl) muestran una minima

fluorescencia.

Fig. 5 Microfotografia de Sales de Fosfato monoacido de potasio (KH,PO,) en
campo claro (a) vy fluorescencia (b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope
40®. Ampliacion 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el
sistema Image Pro Plus Media Cybernetics®.
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Fig. 6 Microfotografia de sales de sulfato de magnesio heptahidratado
(MgSO,4:7H,0) en campo claro (a) y fluorescencia (b). Observaciones con microscopio
Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron
capturadas por el sistema Image Pro Plus Media Cybernetics®.

Fig.7 Microfotografia de cloruro de sodio (NaCl) en campo claro (a) y fluorescencia
(b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion 40X. Filtro de
fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus Media
Cybernetics®.
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Fig.8 Microfotografia de cloruro de amonio (NH4CI) en campo claro (a) vy
fluorescencia (b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion 40X.
Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus
Media Cybernetics®.

Fig. 9 Microfotografia de sales de Urea (NH2), en campo claro (a) y fluorescencia
(b). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacién 40X. Filtro de
fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus Media
Cybernetics®.

8.2 MICROFOTOGRAFIAS DE BIOFLOCULOS.
8.2.1 Microfotografias de la laguna libre de metales.

Se realizaron observaciones en el microscopio de epifluorescencia de la
muestra proveniente de lagunas de estabilizacion control negativo (sin tratamiento

con metales pesados), en las cuales no se observo fluorescencia visible alguna.

-37 -



(@)

oY e) ()

Fig. 10 Microfotografias de biofloculo proveniente de la laguna control negativo
(libre de metales) en campo claro (a,c,e) y fluorescencia (b,d,f). (a) Es posible observar
una sustancia mucosa dentro de la biomasa, posiblemente EPS (flecha gruesa). En (c) se
puede observar cristales dentro de la biomasa (flecha). Observaciones con microscopio
Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron
capturadas por el sistema Image Pro Plus Media Cybernetics®.

8.2.2 Microfotografias de laguna tratada con 153 mg/L de cromo VI.

El andlisis de la laguna tratada con cromo VI, mostré la presencia de cromo

[l (fluorescencia verde) y cromo VI (fluorescencia naranja) en el sedimento de
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dicha laguna. La gran mayoria del cromo inmovilizado en los sedimentos de la

laguna fue cromo Il

Fig. 11 Microfotografias de biofléculos provenientes de la laguna tratada con
cromo VI. (a,c,e) campo claro y (b,d,f) fluorescencia. (a) y (b) Biomasa y pequefios
cristales (flecha blanca) que presentan fluorescencia correspondiente a cromo lll, ademas
de un cristal que no fluoresce (flecha azul), indicando la presencia de cristales sin cromo.
(d) y (f) Biomasas que presentan fluorescencia verde y en menor mucho menor
proporcion fluorescencia naranja (flecha naranja) ademas de un cristal de gran tamafio de
cromo Il (Flecha blanca). Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®.
Ampliacion 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema
Image Pro Plus Media Cybernetics®.
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Fig. 12 Microfotografias de biofléculos provenientes de la laguna tratada con
cromo VI. (g,i) campo claroy (h,j) fluorescencia. (g) y (h) Biomasas con fluorescencia de
cromo Il en mayor proporcién y pequefios cristales de cromo Ill, asi como la presencia de
cromo Il y cromo VI adherido a probable EPS (flecha naranja). (i) y (j) En la parte
superior de la biomasa se observa cromo adherido a EPS (flecha naranja gruesa).
Observaciones con microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacion 40X. Filtro de
fluoresceina. Las imagenes fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus Media
Cybernetics®.

8.2.3 Microfotografias de laguna tratada con 107.7 mg/L de cadmio.

Las muestras provenientes de los sedimentos de la laguna enriquecida con
biofléculos y tratada con cloruro de cadmio, mostré la presencia de fluorescencia

color verde, tanto en cristales como en biomasa.
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Fig. 13 Microfotografias de biofloculos provenientes de la laguna tratada con
cadmio. (a,c,e,g) campo claro y (b,df,j) fluorescencia. (a) Biomasa y microcristales
(flecha blanca) con fluorescencia verde correspondiente a cadmio (d), (f) y (h) presentan
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cristales de cadmio de diversos tamarfos (Flechas blancas gruesas). Observaciones con
microscopio Zeiss Axioscope 40®. Ampliacién 40X. Filtro de fluoresceina. Las imagenes
fueron capturadas por el sistema Image Pro Plus Media Cybernetics®.

8.1 MICROSCOPIA CONFOCAL.

Una vez escaneadas las muestras a diferentes longitudes de onda, se
determind que la longitud de onda 6ptima para el andlisis de fluorescencia de los

metales es a 635 nm.

Laguna control.

Las muestras de sedimentos provenientes de la laguna control libre de

metales, presentaron tan solo pequefas particulas con fluorescencia.

Fig. 14 Microfotografia de sedimentos de laguna control negativo (libre de
metales). Microscopio confocal lasser Leica DMI 4000B®. Ampliacion 60X. A una longitud
de onda de 635 nm.
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Laguna tratada con cromo VI.

Los sedimentos de la laguna tratada con 153 mg/L de dicromato de potasio

(Cr VI), mostraron una gran fluorescencia presente en la biomasa.

Fig. 15 Microfotografia de sedimentos de laguna tratada con dicromato de potasio
(Cr VI). Microscopio confocal lasser Leica DMI 4000B®. Ampliacion 60X. A una longitud
de onda de 635 nm.

Laguna tratada con cadmio.

De igual forma, los sedimentos provenientes de la laguna tratada con
cloruro de cadmio, a una concentracién de 107 mg/L de cadmio presentaron una

importante fluorescencia.

Fig. 16 Microfotografia de sedimentos de laguna tratada con cloruro de cadmio.
Microscopio confocal lasser Leica DMI 4000B®. Ampliacién 60X. A una longitud de onda
de 635 nm.

-43-



9. DISCUSION

Al realizar el analisis de las muestras de la laguna control negativo en el
microscopio de epifluorescencia, no se observd fluorescencia significativa. Sin
embargo, al observarla por medio del microscopio confocal, se pudo localizar una
leve fluorescencia. Esta fluorescencia encontrada en el analisis confocal, muy
probablemente se deba a la fluorescencia que emiten las sales que conforman el
agua residual sintética con que fueron alimentadas. Como dicha fluorescencia fue
muy pequefia, se deduce que la interferencia con el analisis de las muestras de

lagunas tratadas con metales es minima.

En el analisis por microscopia de fluorescencia, pudimos observar la
existencia de fluorescencia en cristales y biomasa presentes en los sedimentos de
las lagunas tratadas con metales pesados, y aunque algunas sales que integran el
agua residual sintética presentaron una leve fluorescencia, como se comento
anteriormente, no interfirieron en el andlisis de los sedimentos de las lagunas
tratadas con metales. Por lo tanto, si la Unica diferencia entre el tratamiento de la
laguna control con las lagunas problema es la adicién del metal, se deduce que la

fluorescencia corresponde a la presencia del metal en estudio.

En las tres lagunas se logr6 observar la presencia de material con
apariencia mucoide. Dicho material muy probablemente corresponde a polimeros
extracelulares secretados por los microorganismos presentes en la laguna de
estabilizacion. Lo anterior, y el hecho de observar agregaciones de gran tamafio
de bacterias, aun después de haber sido sometidas a la agitacibn mediante vortex,
nos indica que las bacterias en el sedimento de la laguna se encuentran asociadas
por medio de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que les permiten
subsistir en forma de Biopeliculas. Esta afirmacion concuerda con los resultados

de varios autores, las cuales indican que el hecho de que las bacterias se
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agrupen en forma de Biopelicula les confiere una resistencia al estrés por metales

pesados (Harrison,Turner y Cery 2005).

Al comparar la fluorescencia naranja emitida por los cristales de dicromato
de potasio (Cromo VI) y la fluorescencia verde de los cristales de cloruro cromico
(Cromo IlI), con las fluorescencias naranja y verde presente en las muestras de la
laguna tratada con dicromato de potasio, nos indica que los microorganismos
estan utilizando el mecanismo de biorreduccion para destoxificar el ambiente
(Elangovan, 2006). Este mecanismo también puede ser confirmado, por los
cristales fluorescentes encontrados en dicha laguna, ya que una via de
precipitacion de cromo es a través de la reduccion de cromo VI a cromo lll, el cual
es menos soluble y tiene menor toxicidad, por lo que puede ser precipitado o
adsorbido por los microorganismos (Elangovan , 2006; Faisal, 2005; Horton et. al.
2006; Srivastava y Thakur 2006). Como en estudios anteriores se mostré que la
precipitacion de metales pesados no ocurre en ausencia de biomasa viva (Prieto,
2005), esto nos lleva a concluir que la biomasa activa en los sedimentos de la
laguna esté bioreduciendo el cromo VI a cromo lll, conduciendo a la formacién de

bioprecipitados.

La presencia de fluorescencia naranja en forma de cristales, puede deberse
a un aumento en el pH del ambiente motivado por la biomasa viva, o bien, la
biomasa ha desarrollado mecanismos para “secuestrar” estos cristales de cromo
VI, previniendo su dilucion en el medio y disminuyendo de esta forma la

biodisponibilidad del metal.

La existencia de fluorescencia en forma mucoide, nos sugiere presencia de
sustancias poliméricas extracelulares (biopolimero) a las cuales se han adherido
los metales. Esto concuerda con diversos autores que indican que un mecanismo
de defensa de las biopeliculas al estrés por metales pesados es a traves de la
adhesion del metal al biopolimero, disminuyendo la biodisponibilidad del metal
(Harrison, 2005; Qureshi et al 2001; Shiever y Volesky, 2000).
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Uno de los mecanismos que utilizan las bacterias para retener metales es
mediante bioadsorcién (Shiever y Volesky 2000). El andlisis microscopico permitio
observar fluorescencia presente en la biomasa, resultado que coincide con
aguellos obtenidos en estudios paralelos realizados por Prieto (2005), en donde se
logré demostrar la remocion de metales pesados a través de biomasa activa e
inactiva, lo cual nos indica que entre los mecanismos presentes en la remocion de

cadmio y cromo por los biofloculos esta la bioadsorcion.

La presencia de cristales de cadmio y cromo en diferentes tamafios y
formas podria explicarse de la siguiente manera: segun los resultados obtenidos,
la via més probable de remocion de cromo y cadmio se inicia por la bioadsorcion
de los metales en la biomasa, seguida de un proceso de microprecipitacion en la
superficie celular. Cuando la superficie celular comienza a saturarse del metal, las
células empiezan a perder sitios de unidon que les permitan el acceso a los
nutrientes por medio de difusion, por lo que las bacterias comienzan a acumular el
metal precipitado en nucleos o sitios de union, permitiendo el aumento de volumen
de los microcristales (Southam, 2000). Otra forma de bioprecipitacion podria estar
mediada por bacterias sulfato reductoras. Las BSR a través de su metabolismo,
liberan ligandos sulfuros producidos por la reduccién de sulfatos, los cuales
pueden reaccionar con los metales pesados induciendo la formacion de sulfuros
metélicos insolubles (Naz et al, 2005). Ademas, en el caso del cromo VI, las
bacterias sulfato reductoras lo pueden utilizar como aceptor de electrones,
reduciendo el cromo VI a cromo lll, el cual es menos soluble y por lo tanto
precipita (Arias & tebo, 2003; Beveridge et al, 1983; Fude et al, 1994).
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10. CONCLUSIONES

En estudios anteriores se habia logrado determinar que las lagunas de
estabilizacion enriquecidas con biofléculos y tratadas con cromo y cadmio,
presentaron mayor eficiencia que las lagunas convencionales, demostrando por
medio de espectroscopia de absorcion atémica la presencia de metales en los
sedimentos en fracciones inorganicas y organicas (Magafia, 2007). Ademas, se ha
sefalado que la precipitacion fisicoquimica de cadmio y cromo es practicamente
nula (Prieto,2005). Por lo cual, el hecho de encontrar fluorescencia idéntica a la
mostrada por los cristales de cromo o cadmio en las lagunas a través de
microscopia de fluorescencia, implica que uno de los principales mecanismos de
remocién de cadmio y cromo en lagunas de estabilizacion enriquecidas con

biofléculos es la bioprecipitacion.

De igual manera, en la laguna tratada con cromo VI, el hecho de conocer
qgue el cromo Il tiene menor solubilidad que el cromo VI y encontrar cristales con
fluorescencia color verde idéntica a la observada en los cristales control de cloruro
de cromo llI, implica la presencia mayoritaria de cromo lll en los sedimentos de la
laguna, y por lo tanto a reafirmar la hipétesis de que la biorreduccion es uno de los
mecanismos presentes en la remocion de cromo en lagunas de estabilizacion

enriquecidas con biofléculos.

La microscopia de fluorescencia, tanto en microscopio de epifluorescencia
como en el confocal, nos permitié6 demostrar la presencia de cadmio y cromo en la
biomasa, resultado que nos lleva a corroborar que la bioadsorcion es otro de los

principales mecanismos de remocion de metales presentes en las lagunas.

La morfologia de la biomasa observada a través de la microscopia nos
indica que los microorganismos presentes en los sedimentos de las lagunas de

estabilizacion facultativas, se encuentran asociados en forma de biopeliculas, Lo
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cual les confiere mayor resistencia y adaptacién a estrés causado por metales

pesados.

En resumen:

1. Se observé una importante fluorescencia en la superficie de la
biomasa, lo cual implica bioadsorcion.

2. Se observo la presencia de microcristales de cadmio y cromo en
la biomasa, lo que implica la presencia de bioprecipitacion como
uno de los principales mecanismos de remocion de dichos
metales. Probablemente, primero se presentd bioadsorcién y en
seguida la precipitacion de los metales.

3. Se aliment6 exclusivamente con dicromato de potasio (cromo VI),
y se observd mayoritariamente en cristales y biomasa cromo lll, lo
cual implica que casi todo el cromo VI fue biorreducido a cromo lll.

4. La presencia de sustancias mucosas fluorescentes, nos indica una

adsorcion o acomplejamiento de cadmio y cromo en sustancias

poliméricas extracelulares (EPS).
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11. GLOSARIO

Ambiente.- Conjunto de elementos fisicos, quimicos, biolégicos capaces de
causar efectos directos e indirectos a corto o largo plazo sobre los seres
Vivos.

Aclimatacion.- Cambios fisiologicos graduales que presenta un organismo en
respuesta a cambios lentos de duracion relativamente grande en el
ambiente.

Acuifero.- Formacion geoldgica subterrdnea compuesta de grava, arena o piedra
porosa, capaz de almacenar agua subterrdnea y permitir que la misma
fluya hacia pozos y/o arroyos.

Adaptacidén.- Ajuste de un organismo a su medio; caracteristica que capacita al
organismo a sobrevivir en su medio.

ADN.- Acido desoxirribonucléico. Moléculas de las células que contienen la
informacion genética codificada en orden especifico de sus nucleotidos
constituyentes y que son responsables de la transferencia de esta de
generacion en generacion.

Adsorcion.- Propiedad que tienen algunas substancias de aumentar la
concentracion, sobre su superficie, de otras substancias, por lo general
gases o cuerpos disueltos.

Aerobio.- Proceso bioldgico que se desarrolla solamente en presencia de oxigeno
molecular.

Aglutinacion.- Coleccion en grupos de células o en particulas distribuidas en un
liquido.

Agua residual.- Agua contaminada procedente de hogares o de la industria.

Agua subterranea.- El agua subterranea es parte de la precipitacion que se filtra
a través del suelo hacia los estratos porosos y en ocasiones los satura
de agua. Se mueve lentamente hacia los niveles bajos, generalmente

en angulos inclinados (debido a la gravedad) y, eventualmente, llegan a
los manantiales, los arroyos, lagos y océanos.

Agua superficial.- Agua naturalmente expuesta a la atmosfera, como en los rios,
lagos, reservorios, pozos, flujos, mares, estuarios, etc.

Agua virtual.- Es la cantidad de agua que se utiliza o integra a un producto, bien o
servicio.
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Algas.- Tipo de protista que realiza la fotosintesis; Eucarionte fotosintético, puede
ser unicelular, filamentosa o pluricelular pero carece de los tejidos
encontrados en los vegetales.

Anaerobio facultativo. Organismo que puede crecer en presencia de oxigeno
molecular o sin él.

Anaerobio.- Que solamente crece o metaboliza en ausencia de oxigeno
molecular.

Anién.- lon portador de carga negativa.

Atmosfera.- Capa gaseosa que rodea a la tierra y que tiene diferentes niveles de
concentracion de diversos elementos, entre los que distacan el
nitrégeno, oxigeno y gases inertes

Bacterias.- Dominio de organismos procariontes caracterizados por paredes
celulares que contienen péptidoglicanos.

Bioacumulacién.- Asimilacion celular de substancias por medio de transporte
activo hacia el interior de la célula; Acumulacion neta, con el paso del
tiempo, de sustancias persistentes en un organismo a partir de fuentes
tanto bidticas (otros organismos) como abioéticas (suelo, aire y agua).

Bioadsorcion.- Acumulacién de substancias en la superficie o interface celular;
Interaccion quimica de cationes metalicos, dando por resultado la
formacion de complejos, con ligandos celulares, generalmente ubicados
en las capas externas de las células microbianas.

Biocombustible.- Los biocombustibles son combustibles no fésiles que se
obtienen a partir de materias organicas de origen agricola.

Biodegradable en substancias inorganicas por la accion de microorganismos.

Biofloculo.- Masa floculada formada por la acumulacion de particulas
suspendidas de origen biolégico.

Biomagnificacion.- Tendencia de algunos productos quimicos a acumularse a lo
largo de la cadena trofica, exhibiendo concentraciones sucesivamente
mayores al ascender el nivel trofico. La concentracion del producto en el
organismo consumidor es mayor que la concentracion del mismo
producto en el organismo consumido.

Biomasa.- Volumen o masa total de los organismos vivientes de una comunidad o
ecosistema.

Biometilacion.- Adicion de un grupo metilo (-CH3) a una molécula por proceso
bioldgicos.
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Biomineralizacién.- Formacién de precipitados metéalicos insolubles, via la
generacion microbiana de ligandos.

Biopelicula.- (biofilm), Comunidad microbiana que suele formarse como una
pelicula viscosa sobre una superficie; Es un consorcio de
microorganismos adheridos a superficies, embebidas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que les ayuda a retener el
alimento y a protegerse de agentes externos toxicos. Se forman
espontaneamente en presencia de humedad y pueden vivir con
minimas trazas de nutrientes. Se adaptan a un medio adverso mientras
lo cambian a su alrededor y se le vuelven a adaptar, esta cualidad se
basa en la activacion de diversos grupos de genes.

Biopolimero.- Son sustancias poliméricas extracelulares, constituidas
principalmente por polisacaridos (polimeros de azucares).

Bioquimioadsorcion.- Inclusién, por intercambio catidnico, de un cation metalico
dentro de la estructura cristalina de un material previamente depositado.

Bidsfera.- Parte del sistema terrestre que comprende todos los ecosistemas y
organismos Vivos presentes en la atmaosfera, la tierra (biosfera terrestre)
o los océanos (biosfera marina), incluida la materia organica muerta
derivada de ellos, como la basura, la materia organica del suelo y los
detritos oceanico

Cadmio.- El cadmio es un elemento divalente del Grupo II, subgrupo 2 de la tabla
periddica, con numero atémico de 48 y densidad de relativa de 8.65.

Cambio climatico global.- Son el conjunto de cambios que se manifiestan en los
patrones climaticos a nivel mundial, como resultado de las alteraciones
gue ocasionan las actividades humanas.

Carcinogénicos.- Se dice de una sustancia que causa o induce cancer.
Cation.- lon portador de carga positiva.
CEPIS.- Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria y ciencias del ambiente.

Ciclo hidroldgico.- Sucesion de etapas al pasar de los mares a la tierra y volver a
los mares en un constante movimiento

Coagulacion.- Proceso por el cual dos 0 mas particulas se combinan para formar
una de mayor tamafio; Consiste en la desestabilizacion de las particulas
coloidales, empleando productos quimicos (coagulantes) que
neutralizan la carga eléctrica de los coloides.

Coliformes fecales.- Son microorganismos con una estructura parecida a una
bacteria comun que se llama Escherichia coli y se transmiten por medio
de los excrementos. Tradicionalmente se les considera como
indicadores de contaminacion fecal.
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Coliformes.- Bacilos aerobios o anaerobios facultativos, gramnegativos y no
formadores de esporas que fermentan la lactosa con produccion de
acido y gas dentro de las 48 horas a 35°C.

Coloide.- Sistema de dos fases en el cual las particulas de una fase, que fluctian
en tamafio de 1 a 1000 milimicras, estan dispersas en la segunda fase.

Compuestos orgénicos.- Sustancias que estdn compuestas de varios
elementos, pero el principal es una cadena de atomos de carbono que
estan tanto en los seres vivos como en los minerales.

Contaminacién.- Son las modificaciones o alteraciones dafiinas que sufren las
condiciones ambientales por la presencia de elementos o agentes
(fisicos, quimicos, bioldgicos) nocivos.

Cromo.- Elemento quimico de masa atémica 51,996 y niumero atémico 24. Es un
metal denso, duro y brillante, presente en la naturaleza combinado en
minerales de los que el principal es la cromita. Tiene aplicaciones en
siderurgia. El cromo y sus compuestos son toxicos.

DBO.- Demanda bioquimica de oxigeno. Oxigeno consumido en la degradacion
de sustancias oxidables del agua por la accion microbioldgica, medido
en condiciones estandarizadas. Se expresa en miligramos de oxigeno
por litro. Un valor DBO elevado indica un agua con demasiada materia

Detritus.- Residuos que provienen de la descomposicion de fuentes organicas y
minerales.

DQO.- Demanda Quimica de Oxigeno. Es la cantidad de oxigeno requerida para
oxidar la materia organica e inorganica contenida en el agua después
de corregir la influencia de los cloruros; Representa la cantidad de
oxigeno consumida por las substancias reductoras presentes en el
agua, sin intervencién de organismos vivos. El valor de la DQO es
siempre mayor al de la DBO debido a que existen compuestos
susceptibles a la oxidacion que no son biodegradables.

EAM.- Estadisticas del agua en México.

Efluente.- Salida o flujos salientes de cualquier sistema que despacha flujos de
agua.

EPS.- Sustancias poliméricas extracelulares (Extracellular polymeric substances)
Son sustancias excretadas por las bacterias formadas por polisacaridos
o fibras glicoproteinaceas entrelazadas, formadas alrededor de una
célula o grupo de células. Juegan un importante rol en la agregacion
cellular, adhesion cellular, formacion de biopeliculas y proteccién de
células de ambientes hostiles.
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Espasmo.- Los espasmos son contracciones de las manos, los dedos pulgares,
los pies o los dedos de los pies que se observan algunas veces
acompafnadas de calambres musculares, fasciculaciones vy
convulsiones. Los espasmos por lo general son breves, pero pueden
ser severos y dolorosos

Especie.- Grupo de organismos con caracteristicas genéticas similares, que se
pueden reproducir entre si y dar una descendencia fértil.

Evaporacién.- Conversion gradual de un liquido en gas sin que haya ebullicion

Facultativo.- Tratamiento biolégico de aguas residuales que consiste en la
combinacion de procesos anaerobios y aerobios.

Floculacion.- Agrupacion de las particulas coloidales desestabilizadas, formando
agregados de mayor tamano denominados “fléculos”, los cuales
sedimentan por gravedad.

Fluorescencia.- Propiedad que poseen algunas sustancias de transformar la
radiacion recibida en otra de frecuencia diferente y generalmente menor
que la absorbida; el fenobmeno presenta particular interés cuando la
radiacion absorbida es invisible (ultravioleta) y la emitida visible.

Fotosintesis.- Conjunto de reacciones que realizan todas las plantas verdes (que
poseen clorofila), las cianoficeas y algunas bacterias, y a través de las
cuales se sintetizan glucidos o hidratos de carbono por accioén de la luz,
diéxido de carbono atmosférico y agua, en presencia de clorofila y
otros pigmentos.

Helminto.- Paréasito vermiforme intestinal, redondo o aplanado.

Heterétrofo.- Organismo que no puede sintetizar compuestos organicos a partir
de substancias inorganicas y, por tanto, debe consumir alimentos
organicos

Hidrésfera.- Parte del sistema climatico que comprende las aguas superficiales y
subterraneas en estado liquido, como los océanos, los mares, los rios,
los lagos de agua dulce, el agua subterranea, etc.

Hongos.- Son organismos heterotrofos, unicelulares y multicelulares, la mayoria
aerobios estrictos, pueden crecer con muy poca humedad y toleran un
medio ambiente con pH relativamente bajo; Descomponedor
saprotrofico, cuyo cuerpo esta compuesto por filamentos llamados hifas
gue forman una masa denominada micelio.

IMTA.- Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua.
INEGI.- Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

Influente.- Fluido que entra a un sistema.
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Intrusion salina.- Fendmeno en el cual el agua del mar se introduce por el
subsuelo hacia el interior del contintente, ocasionando la salinizacion
del agua subterranea.

lon.- Atomo o grupo de atomos portadores de carga eléctrica, ya positiva (cation)
0 negativa (anion).

Laguna de estabilizacion.- Es una masa de agua relativamente poco profunda
contenida en un estanque de tierra de configuracion controlada, cuya
finalidad es el tratamiento de agua residual.

Ligandos.- lones o moléculas que rodean a un metal en un complejo.

Litosfera.- Capa superior de la parte sélida de la Tierra, tanto continental como
oceanica, que comprende todas las rocas de la corteza terrestre y la
parte fria, principalmente elastica, del manto superior.

Lodos.- Producto residual proveniente del tratamiento de aguas residuales. Segun
el tipo de tratamiento y la naturaleza de los contaminantes eliminados,
seran lodos de naturaleza predominantemente inorganica u organica.

Lux.- Es la cantidad de iluminacion que emite una fuente de luz de un Watt a un
metro de distancia sobre un metro cuadrado de superficie de color
blanco.

Luz U.V.- Luz ultravioleta; la porcion del espectro electromagnético cuya longitud
de onda es menor que la de la luz visible pero mayor que la de los
rayos X, es decir, varia entre los 400 y 100 nm.

Metales pesados.- Elementos quimicos metalicos con masas atomicas y
densidad relativamente elevadas.

Micronutrientes.- Elemento esencial necesario, en pequefias cantidades, para el
crecimiento de los seres vivos; tal como boro, cobre zinc y cromo.

Microorganismos.- Cualquier organismo vivo demasiado pequefio para ser
observado a simple vista, como las bacterias, los virus, los protozoos,
las algas unicelulares y numerosas especies de hongos.

Necrosis.- Muerte celular patologica.

Nutriente.- Término genérico para cualquier substancia que pueda utilizarse en
los procesos metabdlicos del organismo.

OElIl.- Organizacion de Estados Iberoamericanos para la educacion la cienciay la
cultura.

OPS.- Organizacion Panamericana de la Salud.
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Persistencia.- Capacidad que tienen algunas substancias de permanecer en el
ambiente por tiempo prolongado sin degradarse por la accién del sol,
por microorganismos, o por los cambios de su estructura quimica.

pH.- (potencial de Hidrogeno). Logaritmo negativo de la concentracion de ion
hidrogeno por virtud de la cual se expresa el grado de acidez o
alcalinidad de un liquido.

Pneumonitis.- Inflamacién del pulmon.

Precipitacion.- Fenbmeno por el cual una substancia soluble se transforma en
otra insoluble.

Protozoarios.- Son organismos maoviles microscopicos, unicelulares, eucaribticos,
heterétrofos, fagotrofos, depredadores o detritivoros, que viven en
ambientes humedos o directamente en medios acuaticos. Actian como
purificadores de los efluentes de procesos biolégicos de tratamientos de
aguas residuales al consumir bacterias y particulas.

Reduccion.- En términos quimicos, es cualquier reaccién quimica en la que hay
ganancia de uno o mas electrones en un atomo o en un anion;
Disminucion algebraica en el nUmero de oxidacion de una substancia.

Remocion.- Accién de remover, o depurar.
Renal.- Relativo o concerniente al rifidn.

Residuos peligrosos.- Son aquellas sustancias en cualquier estado fisico que
por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, inflamables,
toxicas y bioldgico-infecciosas, y por su forma de manejo pueden
representar un riesgo para el equilibrio ecologico, el ambiente y la salud
de la poblacion en general.

Resistencia.- Es la capacidad de ciertos microorganismos de soportar
perturbaciones generalmente dafinas para ellos.

Rinitis.- Inflamacion de la mucosa nasal.

S.S. — Sdlidos Suspendidos. Son los residuos no filtrables del agua natural o
residual, desecados a temperatura normalizada, después de haberlos
lavado con un disolvente organico con el fin de eliminar aceites.

Sedimentacion.- Proceso de tratamiento de aguas residuales, para separar
soélidos en suspension de las mismas. Se baba en la diferencia de peso
especifico entre las particulas sélidas y el liquido donde se encuentran.

Toxicidad.- La capacidad o la propiedad de una sustancia de causar efectos
adversos sobre la salud.

ToOxico.- Sustancias que pueden causar perturbacion o dafio sobre una especie.
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Transporte activo.- Transferencia de usa substancia hacia dentro o hacia fuera
de una célula a través de su membrana contra un gradiente de
concentracion por un proceso que requiere gasto de energia.

UNESCO . - United Nations Educational Scientific and Cultural Organization.
Organizacion de las Naciones Unidas para la educacion la ciencia y la
cultura.

UNFPA.- United Nations Population Fund. Fondo de Poblacion de las Naciones
Unidas.

Uso Consuntivo.- Es el uso del agua que no se devuelve en forma inmediata al
ciclo del agua.

Uso sostenible.- Es la utilizacién de los recursos naturales, contribuye a que se
respete la funcionalidad y la capacidad de renovacién natural de los
ecosistemas de los cuales son parte.

Volatil.- Capaz de evaporarse a temperatura y presion normales.

Vortex.- Aparato de laboratorio para homogeneizar muestras por medio de
remolino producido por el giro de una masa de fluido mas o menos
cilindrica.

Xenobidtico.- Compuesto externo a un organismo Vivo que interaccionan con él,
generalmente a través de alteraciones metabolicas.
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