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RESUMEN

La produccién de biomasa y la concentracion de indicadores bioldgicos y fisicoquimicos de
la calidad sanitaria del efluente de una laguna de oxidacion ubicado en el municipio de
Ciénega de Flores, N.L, fueron determinadas. Los resultados observados indican que en
promedio NH4" y PO+ pueden ser removidos 64.59 y 75% respectivamente en el sistema A,
a diferencia del sistema B el promedio NH4* y PO4 pueden ser removidos 59.36 y 43%,
respetivamente. Con respecto a los SST y SSV se obtuvo una remocién del influente al
efluente de 11% para los dos sistemas, lo que refleja la ineficiencia de las lagunas de
tratamiento para la remocion de SST. Mientras que las coliformes totales y fecales
disminuyeron en mas de 88 y 95%. La dominancia con respecto a los indicadores biologicos
cuantificados, adicionales a coliformes, fue protozoarios>microalgas>rotiferos con un
incremento en la concentracion de oxigeno disuelto en el efluente del sistema. En cuanto a la
dominancia de las especies de microalgas, se identificaron Chlorella sp, Chlorella miniata y

Chlorella sorokiniana.
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ABSTRACT

From August 2019 to September 2020, the actual study evaluated the concentration of
physical, chemical, and microbial indicators of wastewater quality in an oxidation pond
treatment system in Cienega de Flores N.L. Mexico. The results showed that NH4"y PO4
3 can be removed about 65 and 75% of the influent concentration, respectively. However,
removal of both nutrients was 59% for NH4" and 43 % for PO, in a second system that went
into operation on the beginning of 2020 in the same treatment facility. Regarding TSS and
VSS, an 11% removal was observed in this study showing the low ability of treatment ponds
to remove these wastewater indicators. In contrast to TSS and VSS, TC and FC removal was
higher than 95 % under continuous flow conditions. For biological indicators quantification,
in addition to TC and FC, the results suggested a relative dominance of protozoa > microalgae
> rotifers during the autumn and winter season; however, this condition changed to
microalgae>protozoa> rotifers on the summer of 2020. For the period of study, Chlorella
was the dominant genus with more than 50 % of microalgae diversity. Molecular analysis
showed that Chlorella sp, C. miniata and C. sorokiniana were part of phytoplankton in the

wastewater treatment system during the period of study.
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1. INTRODUCCION
El disefio basico de las lagunas facultativas se basa en utilizar energia no fosil en un proceso
natural de tratamiento de aguas residuales mediante comunidades microbianas simbidticas
(Ho et al., 2017). En estos sistemas las poblaciones de protozoos y rotiferos pueden
desempefiar un papel esencial en la eliminacion de materia organica y en la captura de la
biomasa activa representada por bacterias y microalgas (Sivewu et al., 2008; Pajdak-Stos
et al.,, 2017, Fialkowska, et al., 2019); ambas necesarias para realizar ciclos
biogeoquimicos especificos. Por ejemplo, las transformaciones de carbono, nitrogeno y
azufre son impulsadas por comunidades mutualistas aerobias, facultativas y anaerobias que
trabajan en una posicién especifica en la columna de agua (Paerl y Pinckneyvon, 1996;
Von Sperling, 2007; Belila et al., 2012). En la superficie del sistema, las bacterias aerobicas
consumen compuestos organicos que liberan CO.. En este entorno, las comunidades
quimioautotroficas oxidan el amoniaco a nitritos y nitratos. Las bacterias facultativas
habitan en la zona andxica de la laguna y realizan las transformaciones bioguimicas en una
relacibn mutualista con las microalgas. La zona andxico-anaerobica es el ambiente
bioquimico para las bacterias reductoras de sulfato que se ubican por encima de las
comunidades anaerdbicas donde el CO: se reduce a CH4 (Paerl y Pinckneyvon, 1996;
Maier, 2015). En la misma zona, los NOz"y NO- se convierten en N2O o NHz a traves de
la desnitrificacion o la desasimilacion reductora de nitratos, respectivamente (Maier, 2015).
La eliminacion de fosforo ocurre principalmente por precipitaciones quimicas, en
condiciones alcalinas, y por su acumulacion en bacterias que se alimentan de compuestos
de bajo peso molecular provenientes de regiones anaerdbicas (Metcalf y Eddy, 2014;
Vendramelli et al., 2016). Aparentemente, la diversidad de algas es una funcion de la carga
organica sobre las lagunas de oxidacion, con el aumento de la carga organica la diversidad
disminuye (Pearson, 2006). De hecho, la poblacion de algas que domina a medida que
aumenta la carga organica es Chlamidomonas. Mientras que el género méas abundante en
las plantas de tratamiento es, Chlorella, en una gama muy amplia de cargas organicas; sin
embargo, aparentemente prefiere cargas organicas bajas (Pearson, 2003). Por otro lado,
una de las técnicas para la identificacion de microalgas son las moleculares, por ejemplo,

los marcadores que se utilizan con frecuencia para la filogenia y estudios de identificacion



de algunos grupos de algas, como rbcL, ITS y tufA. (Vieira et al., 2016). Con respecto a
los microorganismos eucariontes la dominancia de las comunidades de protozoos y
rotiferos es un indicador de las caracteristicas de las aguas residuales en el efluente del
sistema (Metcalf y Eddy, 2014). Los protozoos son el grupo mas grande de organismos
fagotréficos que existen, muchos son anaerobios, son muy eficientes fagocitando particulas
en suspension por lo que son abundantes en efluentes con alta concentracion de materia

organica (Esteban et al; 2015).

En Nuevo Ledn, las lagunas de oxidacion son frecuentemente utilizadas para el tratamiento
de agua residual. Estos sistemas son comunes en paises en vias de desarrollo
especificamente en pequefias comunidades donde el &rea para su construccion esta
disponible a un precio razonable desde el punto de vista costo beneficio; sin embargo, la
asociacion entre biomasa activa e indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos es escaza en
la literatura cientifica por esta razon los objetivos del presente estudio fueron, en un sistema
de lagunas de oxidacion, lo siguiente: a) evaluar la remocion de indicadores fisicos,
quimicos y microbioldgicos del influente y efluente sistema; b) enumerar rotiferos,
protozoarios, microalgas, colifagos y coliformes totales y fecales de la biomasa activa
presente en el agua residual; y c) identificar molecularmente las especies de microalgas

dominantes.



2. HIPOTESIS
Las lagunas de oxidacién son eficientes en el tratamiento de aguas residuales en donde,

ademas de los procesos fisicos y quimicos y las asociaciones simbioticas son responsables

de la remocion de la carga orgéanica.



3. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar indicadores fisicos, quimicos y microbioldgicos en un sistema de lagunas de

oxidacion y su relacién con la biomasa activa durante el tratamiento de agua residual

municipal en un sistema de lagunas de oxidacion.

d)

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisica, quimica y microbioldgicamente el influente y efluente del
sistema de tratamiento.

Identificar las especies de microalgas presentes en un sistema de lagunas de
oxidacion para el tratamiento de aguas residuales municipales.

Evaluar la remocion de indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos de la calidad del
agua residual en el sistema de tratamiento.

Determinar la correlacion entre los indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos

durante el tratamiento del agua residual en un sistema de lagunas de oxidacion



4. ANTECEDENTES
4.1 Aguas residuales

Son efluentes que han modificado su composicion natural por la adicion de diferentes
contaminantes durante procesos antropogénicos, o naturales que tuvieron contacto con ella.
De esta menara, de acuerdo con su origen las aguas residuales pueden llegar a determinar
en forma general su composicion y posible recuperacién de compuestos quimicos; por
ejemplo, carbono, nitrégeno, fosforo y compuestos organicos, entre otros (Karia et al.,
2013). En este sentido y dependiendo de los contaminantes que contengan las aguas
residuales pueden ser clasificadas valorando a su vez el impacto ambiental de su descarga

a los cuerpos de aguas, comunmente superficiales.

4.2 Aguas residuales municipales

De acuerdo con el uso que haya dado origen a las aguas residuales serd su composicion;
sin embargo, los indicadores y contaminantes de mayor interés son solidos suspendidos y
materia organica biodegradable. Asi como, microorganismos patdgenos, nutrientes,
compuestos tdxicos, metales pesados y solidos inorgéanicos disueltos. De esta manera, las
aguas residuales pueden clasificarse en base a los tipos de contaminantes que contienen.
De acuerdo con lo anterior, las aguas municipales son aguas que provienen de residencias,
complejos habitacionales o comunidades urbanas o rurales. Comunmente, este tipo de
aguas son de color gris arenoso, su carga organica funge como alimento de diferentes tipos
de microrganismos entre ellos patdgenos humanos (Mara, 2003). Estudios publicados por
Henze y Comeaus (2008), explican que los principales contaminantes presentes en las
aguas residuales domesticas son bacterias, virus, protozoarios y huevos de helmintos.
Ademas de materia organica en diferentes formas quimicas; por ejemplo, fenoles, aceite,
grasas, solventes, pesticidas, detergentes y nutrientes; asi como, N, P, N y metales pesados,

entre los que se encuentran, Hg, Pb, Cd, Cr, Cu y Ni, por mencionar algunos.

4.3 Lagunas de oxidacion

Las lagunas de oxidacidn, también conocidas como lagunas facultativas, son disefiadas con
una profundidad de 1 a 2 m y un tiempo tedrico de retencién hidraulica entre 20 y 50 dias,
estos sistemas presentan ventajas importantes sobre los sistemas convencionales de
tratamiento (Mara et al., 1992). En primer lugar, las lagunas de oxidacion pueden

describirse como unidades autosuficientes, ya que su eficiencia depende del mantenimiento
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de las comunidades microbianas, algas, bacterias, protozoarios, virus, luz, oxigeno
disuelto, nutrientes, temperatura y un equilibrio adecuado de compuestos organicos. Estas
comunidades microbianas se desarrollan espontdneamente hasta alcanzar el punto de
equilibrio con la carga organica, removida por la biomasa activa. Por otra parte, la funcion
de las algas es producir el oxigeno requerido por microorganismos aerobicos y facultativos
para su respiracion. Las algas son organismos fotosintéticos por lo que la produccion de
oxigeno varia durante el dia, dependiendo de la luz solar. (Butler et al., 2017; Jaramillo
2014).

Bajo este escenario, las lagunas de oxidacion se caracterizan por ser unidades de
tratamiento bajo condiciones anaerdbicas, facultativas y aerobicas presentes en la columna
de agua. Su superficie es aerdbica y el fondo de la columna de agua es anaerébico. Ambas
regiones se conectan con un estrato facultativo donde las bacterias pueden prosperar bajo
ambas condiciones de concentracion de oxigeno. Por otra parte, las laguas de oxidacion
reducen la demanda bioquimica de oxigeno hasta en un 95% en promedio (DBO) de la

carga influente que por lo general esta dentro de un rango de 100 a 400 kg DBO / ha / dia.

4.4 Parametros fisicoquimicos

4.4.1 Temperatura

La temperatura juega un papel importante con respecto a la actividad fototrofica y
heterotréfica en las lagunas de oxidacion. Afectando la degradacion de desechos por
procesos aerébicos y anaerébicos en los sedimentos y columna de agua, asi como la
diversidad de la biomasa (Bitton, G. 2005, Atkins y Paula, 2014; Cho et al., 2015).

4.4.2 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (EC) es una medida de la capacidad de una solucion acuosa para
transportar una corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la presencia de iones, sobre
su concentracion total, movilidad y valencia, y de la temperatura de medicion. Las
soluciones de la mayoria de los compuestos inorganicos son relativamente buenos medios
de conduccion. Por el contrario, las moléculas de compuestos organicos disociadas en
soluciones acuosas conducen de manera deficiente la corriente eléctrica. En lagunas de
oxidacion es posible la disminucion de la CE debido a la precipitacién de sales y/o a la

asimilacion por la biomasa (Guillen-Jimenez, et al., 2000).



4.4.3 Oxigeno disuelto

Los niveles de oxigeno disuelto en las aguas naturales y residuales dependen de las
actividades fisicas, quimicas y bioguimicas de un cuerpo de agua. El anélisis de oxigeno
es una prueba clave en la contaminacion del agua y el control del proceso de tratamiento
de residuos. El oxigeno disuelto, es fundamental para la realizacion de procesos aerobios
y estos pueden variar en funcién del dia y la profundidad. La evolucion diurna de una
laguna muestra que el contenido de oxigeno es mas elevado en el centro y en la superficie.
Durante la noche, las corrientes térmicas mezclan las capas estratificadas lo que garantiza
una produccion constante de oxigeno durante las mafianas (Pearl y Pinckney, 1996; Von
Sperling, 2007). Frecuentemente se tienen valores muy por arriba de la saturacion en la
capa superior de la laguna debido a la gran actividad fotosintética de las algas. La

saturacion por oxigeno se alcanza después de mediodia (\VVon Sperling, 2007).

4.4.4 pH
Debido a que la concentracion de los componentes quimicos depende de la concentracion
de iones de hidrogeno en la solucion, la concentracion de iones de hidrogeno es un
pardmetro importante de las aguas residuales. La manera de expresar la concentracion de
iones de hidrogeno en medios acuosos es pH, que se define como el logaritmo negativo de
la concentracion de iones de hidrégeno, pH= -log[H*]. En lagunas de oxidacion para
tratamiento de aguas residuales el pH vario no solo a través del afio sino también durante
el dia esperando los valores més altos durante el dia cuando la actividad fotosintética de
las algas requiera altos niveles de CO2 que no pueden ser abastecidos por su difusion desde
la atmosfera rompiendo el equilibrio de los carbonatos y simultaneamente generando OH"
e incrementando el pH (Tadesse, et al., 2004). Por otro lado, las aguas residuales con una
concentracion alta de iones de hidrégeno son dificiles de tratar por medios bioldgicos, y si
la concentracion no se modifica antes de la descarga, el efluente de las aguas residuales

puede alterar la concentracién en el agua natural que la recibe (Metcalf y Eddy 2014).

4.4.5 Solidos suspendidos
Los solidos se refieren a la materia suspendida o disuelta en agua potable, superficial o
salina, asi como en aguas residuales domésticas e industriales. En el caso de agua para

consumo humano con alto contenido de sélidos disueltos generalmente tienen una



palatabilidad inferior y pueden inducir una reaccion fisiologica desfavorable en el
consumidor. También debe sefialarse que las aguas altamente mineralizadas con alto
contenido de solidos en suspension tampoco son adecuadas para una amplia diversidad de
aplicaciones industriales. Por lo tanto, los analisis de sélidos son importantes para controlar
los procesos de tratamiento de aguas residuales y de esta manera de evaluar el

cumplimiento de la normatividad vigente.

Los solidos suspendidos totales (SST) e o el residuo no filtrable de una muestra de agua
natural o residual industrial o0 doméstica, se definen como la porcién de sélidos retenidos
por un filtro de fibra de vidrio que posteriormente se deshidrata a 103-105°C hasta peso
constante. Por otra parte, los solidos suspendidos volatiles (SSV) se determinan por su
evaporacion a mas de 550° C, los solidos inorganicos o fijos no evaporan hasta una

temperatura mucho mayor (APHA, 2005).

4.4.6 Demanda quimica de oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) se refiere a la medicion de oxigeno necesario para
oxidar mediante un compuesto quimico la materia organica de las aguas residuales
industriales o municipales (Jaramillo 2014). Se utiliza un agente oxidante como el
dicromato de potasio (K>Cr.O7) para oxidar quimicamente en condiciones de calor. Tanto
los componentes organicos como los inorganicos de una muestra estan sujetos a oxidacion,
pero en la mayoria de los casos el componente organico predomina (APHA, 2005). El
grado de oxidacién de la muestra puede verse afectado por el tiempo de digestion, la
concentracion del reactivo y la concentracion de DQO de la muestra. La prueba de DQO
tiene la ventaja de no estar sujeta a la interferencia de materiales tdxicos, ademas de
requerir solo dos o tres horas para completar la prueba, en lugar de cinco dias para la prueba
de DBOs (Khan, S. y Ali, J. 2018).

4.5 Microbiologia del agua residual

Las bacterias, arqueas y ciertos eucariotas como protozoos, algas y hongos estan presentes
regularmente en los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Akunna et al., 2018)
siendo la biomasa activa (lodo biolégico) en los sistemas de tratamiento de aguas residuales
gue remueve la materia organica. Por otro lado, la calidad del agua puede originar

diferentes comunidades microbianas, ya que inducen la presencia y cambio de abundancia



de algunas de ellas, asi como la desaparicion o disminucién poblacional de algunas otras
(Victor Manuel Luna Pabello, 2006).

4.5.1 Microalgas

Debido a su répido crecimiento, alto contenido de lipidos, fijacion de CO: y
biorremediacion de aguas residuales las microalgas han sido el tema de diversas
investigaciones. A través de su actividad fotosintéticas, fijan CO; y liberan O. que es
utilizado por bacterias aerdbicas para oxidar las cargas organicas del agua residual, la
concentracion de O puede alcanzar un méximo a media tarde y un minimo durante la
noche (Amenorfenyo et al.,, 2019). La actividad fotosintética incrementa el pH,
particularmente si el agua residual tratada tiene una alcalinidad baja; esto puede crear
condiciones para la eliminacion de nutrientes. A pH alto, el fésforo se precipita como
fosfato calcico y el ion amonio puede perderse como amoniaco (Bitton, G. 2005). Asi
mismo las especies de microalgas pueden eliminar los nutrientes de las aguas residuales
debido a su capacidad de usar nitrégeno inorganico y fosforo para su crecimiento (Sukla et
al., 2018). En cuanto a las especies mas comunes que se encuentran en los estanques de
oxidacion son Chlamydomonas, Euglena, Chlorella, Scenedesmus, Microactinium,
Oscillatoria y Microcystis. Su predominancia depende de diversos factores, por ejemplo;
las algas moviles tienden a predominar en aguas turbias debido a que pueden controlar su
posicién dentro de la columna de agua para utilizar de manera éptima la luz incidente para
la fotosintesis (Bitton, G. 2005). Por otra parte, las poblaciones de microalgas que domina
a medida que aumenta la carga organica son Chlamydomonas. Mientras que el género méas
abundante en las plantas de tratamiento es Chlorella, en una gama muy amplia de cargas

organicas; sin embargo, aparentemente prefiere cargas organicas bajas (Pearson 2003).

4.5.2 Cianobacterias

Las cianobacterias, también llamadas algas verdeazuladas, se consideran las Unicas
procariotas capaces de realizar fotosintesis oxigenada. Ademas, son importantes como
productores primarios, y desempefian un papel crucial en los ciclos biogeogquimicos de
oxigeno, carbono y nitrogeno por lo que son reconocidas por su alto potencial en
aplicaciones biotecnoldgicas Singh, 2020; Mehat et al., 2020). Diversos cientificos han

estudiado la capacidad de las cianobacterias para reducir la carga de contaminacion de



diferentes tipos de aguas residuales ya que desempefian un papel importante en la reduccion
de nutrientes de los sistemas de tratamiento basados en algas (Cuellar-Bermudez et al.,
2017; Chevalier et al., 2020). Por otro lado, investigadores han utilizado a las
cianobacterias como agente para eliminar una gran cantidad de foésforo de las aguas
residuales industriales, asi como para reducir NOs 2 SO4 %y CI (Azarpira et al., 2014). Se
sabe que las cianobacterias crecen bien en las aguas residuales; sin embargo, se desconocen
sus funciones precisas en el tratamiento de las aguas residuales, asi como el impacto de las

aguas residuales de estos organismos (Sukla et al.,2019)

4.5.3 Protozoos

Con respecto a los microorganismos eucariontes, la dominancia de las comunidades de
protozoos y rotiferos es un indicador de las caracteristicas de las aguas residuales en el
efluente del sistema (Metcalf y Eddy, 2014).

Los protozoos son el grupo mas grande de organismos fagotroficos que existe, se conocen
alrededor 20,000 especies, muchos son anaerobios, son muy eficientes fagocitando
particulas en suspension por lo que son abundantes en efluentes con alta concentracién de
materia organica (Esteban et al; 2015). Los ciliados son protozoarios que participan en los
procesos esenciales para la depuracion ya que estan involucrados en la transferencia de
compuestos organicos e inorganicos a través de redes tréficas, asi como en la eliminacion
de la materia organica disuelta o floculada. Ademas, mantienen el equilibrio de las
poblaciones bacterianas, al contribuir a la eliminacion de los patégenos bacterianos. Por lo
tanto, la presencia de estos organismos juega un papel en la clarificacion de los efluentes
(Serrano et al., 2015, Mara et al., 2003). En relacion con los diversos estudios realizados
en sistemas de lodos activados, las especies reportadas respecto a su diversidad, segun su
nicho ecoldgico, dentro de los reactores bioldgicos se dividen en dos grupos: a) los que
estan relacionados con los fléculos o biopeliculas (comunidades autdctonas); y b) los
relacionados con el licor de mezcla (poblaciones de transicion). La abundancia de los
ciliados en los tratamientos de aguas residuales depende de las condiciones fisicoquimicas,
por lo que los cambios ambientales inducen cambios en sus comunidades. La estructura,
abundancia y composicién de los grupos o especies en floculos o biopeliculas puede

proporcionar informacion sobre la eficiencia del proceso de depuracion (Serrano et al.,
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2015). En estanques de agua dulce, sus concentraciones pueden alcanzar hasta 5,000
organismos por litro si la densidad de materia organica suspendida es alta. Sin embargo, se
han observado concentraciones mucho mas altas en sistemas de acuicultura a
concentraciones de oxigeno disuelto superiores a 5 mg L' (Park et al., 2001).
Especificamente, en los estanques de tratamiento de aguas residuales, su concentracion

puede alcanzar hasta 12,000 células L™

4.5.4 Rotiferos

Los rotiferos son microorganismos aerobicos, pueden llegar a medir desde de 50 a 250 um
de longitud. Los rotiferos son los animales invertebrados multicelulares mas simples. Su
presencia en un efluente indica un tratamiento biologico aerdbico altamente eficiente. Estos
microorganismos son importantes para el tratamiento de aguas residuales porque su
principal fuente de alimento son las bacterias, asi como particulas organicas muertas, algas
y microrganismos de tamafio similar (Jiménez-Santos, et al., 2019). Se cree que los
rotiferos eliminan las bacterias que flotan libremente, reduciendo asi la DBOs y también la
cantidad de organismos patégenos en el agua. Sin embargo, los rotiferos pueden verse
afectados negativamente en estanques estratificados. Esto es debido a las altas
concentraciones de amoniaco no ionizado resultantes de pH elevados asociados con la

fotosintesis de las microalgas (Bitton, G. 2005).

No obstante, lo anterior, se desconoce cudl es el papel principal de los rotiferos en las aguas
residuales y los géneros que predominan, ya que hasta hoy son escasos los estudios
realizados en lagunas de oxidacién. En ensayos a nivel laboratorio se ha demostrado su
papel en el tratamiento de agua residual. Fiatkowska et al. (2008) demostré que el Lecane
inermis es capaz de reducir significativamente la densidad de bacterias filamentosas. Asi
como su supervivencia al ser transferidos en un cultivo de lodo activado, estos se
multiplicaron rapidamente al alimentarse de bacterias filamentosas. Al reducir el nimero
de bacterias filamentosas, los rotiferos mejoraron las propiedades de sedimentacién del
lodo. Otro estudio demostrd que el nimero de rotiferos aumentaba con la temperatura.
Observaron que la efectividad de remocion fue baja al exponer los rotiferos a una

temperatura de 8°C, pero los rotiferos pudieron sobrevivir a esta temperatura. Los rotiferos
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redujeron el nimero de bacterias en un 95% a una temperatura de 20° C (Pajdak-Stos y
Fiatkowska 2012).

4.5.5 Bacterias

Son microorganismos unicelulares, pueden tener diversas formas y tamarios. Son los
principales organismos responsables de la estabilizacion de la materia orgénica, algunas
bacterias son patdgenas, causando principalmente enfermedades intestinales (Von
Sperling, 2007). Las principales enfermedades transmitidas por el agua y las bacterias
patdgenas asociadas se enumeran en la Cuadro 1 (Schroeder, E., y Wuertz, S., 2003). Las
primeras cinco enfermedades enumeradas son todas similar, excepto por la gravedad, en
que la diarrea es el sintoma principal. Para todas las enfermedades diarreicas, la
deshidratacion es una complicacion importante. Incluso sin tratamiento, mantener a los
pacientes hidratados da como resultado una alta tasa de recuperacion. La sexta enfermedad,
el sindrome urémico hemolitico, también es diarreica, pero una toxina producida por el
patdgeno ataca el revestimiento intestinal, destruye los globulos rojos y, a menudo, provoca
insuficiencia renal. La enfermedad Ilamada legionelosis, la Ulcera péptica causada por
bacterias normalmente no se clasifican como enfermedades transmitidas por el agua. Sin
embargo, el agua es o puede ser un modo de transmisién en cada caso y las tres

enfermedades estan ampliamente distribuidas por todo el mundo.

Los de coliformes totales pertenece a la familia Enterobacteriaceae e incluye las bacterias
aerobicas y anaerobias facultativas, gramnegativas, no formadoras de esporas, en forma de
bacilos que fermentan lactosa con produccion de gas en 48 horas a 35 ° C. Este grupo
incluye a las Proteobacterias, por ejemplo, Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella y
Citrobacter que han sido usadas por mucho tiempo como indicadores de la calidad del
agua, sin embargo, son mas sensibles que los virus o los quistes protozoarios a los factores
ambientales y a la desinfeccion (Gerba y Pepper, 2015). En las plantas de tratamiento de
agua, los coliformes totales son uno de los mejores indicadores de la eficiencia del
tratamiento de la planta (Bitton, G. 2005).
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Cuadro 1. Principales enfermedades transmitidas por el agua y las bacterias patdgenas
asociadas. Adaptado de Schroeder, E., y Wuertz, S., 2003.

Enfermedad Bacteria Caracteristicas
Colera Vibrio cholerae Diarrea severa, deshidratacion
Salmonelosis Salmonella spp. Diarrea acuosa a menudo con

calambres abdominales, nauseas,

vomitos, fiebre y escalofrios

Fiebre tifoidea

Salmonella typhi

Fatiga, dolor de cabeza, dolor

abdominal y fiebre.

Gastroenteritis o

Campylobacter jejuni

Diarrea acuosa a menudo con

Campylobacteriosis calambres  abdominales, ndauseas,
vomitos, fiebre y escalofrios.
Disenteria o shigelosis Shigella spp. Diarrea  sanguinolenta, calambres

abdominales, dolor rectal. La mayoria
de las especies virulentas produce la
sindrome

toxina que causa el

hemourémico.

Colitis hemorragica y

sindrome urémico hemolitico

Escherichia coli O157:H7

Afeccidn sistémica grave que ocurre
principalmente en nifios menores de
10 afios.

Leptospirosis

Leptospira spp

Causa fiebre e infeccién en el rifion,

puede resultar en insuficiencia renal.

Legionelosis

Legionella pneumophilia

Neumonia aguda, fiebre, dolor de

cabeza, tos, poco esputo.

Ulcera péptica y cancer

géstrico

Helicobacter pylori

Ulceras y dolor en el revestimiento del

estémago o duodeno. Céncer

Los coliformes fecales incluye las bacterias que pueden fermentar lactosa a 44 ° C este

grupo lo conforman bacterias como E. coli o Klebsiella. La presencia de coliformes fecales

indica la presencia de materia fecal de animales de sangre caliente. Sin embargo, no se

pueden diferenciar las fuentes de contaminacion humana y animal. Algunos investigadores
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han sugerido el uso exclusivo de E. coli como indicador de contaminacion fecal, ya que se

puede distinguir facilmente de otros coliformes (Gerba y Pepper, 2015).

4.5.6 Virus

Los virus son moléculas infecciosas, parasitos obligados, entre 20-200 nm, solo pueden
reproducirse invadiendo una célula huésped. La estructura de los virus es extremadamente
simple, comprenden de ADN o ARN rodeado por una capa de proteina. Una vez que un
virus ingresa a una célula huésped, el virus se replica miles de veces; estos nuevos virus
abandonan la célula huésped vy, al hacerlo, la destruyen (Akunna et al., 2018). Los virus
son en su mayoria muy especificos en su eleccion de hospedadores; los virus que infectan
plantas no pueden invadir las células animales Las aguas residuales domésticas contienen
muchos virus que infectan al humano como, rotavirus y norovirus, que son las principales

causas virales de diarrea y muchas otras enfermedades.

Para identificar la presencia de virus en aguas residuales se utilizan los bacteriéfagos,
debido a sus similitudes con los virus humanos entéricos. Los bacteriéfagos son virus
especificos que infectan bacterias; por ejemplo, los colifagos, que infectan a E. coli.
Normalmente no estan presentes en grandes cantidades en las heces de humanos o
animales, pero pueden ser abundantes en las aguas residuales (Gerba y Pepper, 2015),
debido a su rapida tasa de reproduccion en las células bacterianas. Su importancia es como
indicadores de contaminacion de aguas residuales, asi también como un indicador adicional

de eficiencia de tratamiento (Von Sperling 2007).

4.5.7 Mecanismos de inactivacion de microorganismos

Varios factores pueden afectar la inactivacion viral en la laguna de oxidacion, por ejemplo,
la radiacién solar, la temperatura, el pH, la adsorcién a sélidos suspendidos, metales
pesados, la actividad de algas y bacterias y la accion de ciertos productos quimicos, en
particular el amoniaco y el sulfuro. Un estudio conducido por Oragui (2003) evalu6 el
efecto de la toxicidad del amoniaco sobre la inactivacion del rotavirus. Observaron que el
ion amonio fue mas toxico para los rotavirus en un pH de 6.9 a diferencia a la exposicion

a la luz solar, UV, calor, pH 9, etc.
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4.6 Tratamiento de aguas residuales afectadas por el cambio climatico

Se considera que el cambio climético es uno de los principales desafios para los sistemas
de aguas residuales urbanas en las proximas décadas. Se estima que el cambio climatico
tiene un doble efecto en las plantas de tratamiento. Los procesos que ocurren se ven
afectados posteriormente por el cambio climético; los eventos son cada vez mas extremos
y desagie més temprano del deshielo conducirdn a méas desbordes de alcantarillado sin
tratar, mas inundaciones, asi como eutrofizacion; y cambios en los ciclos de los metales en
ambientes acuaticos, etc. Debido a la mayor escasez de recursos hidricos, la reutilizacion

de aguas residuales serd mas necesaria (Zouboulis et al., 2015; Duarte et al., 2020).

4.7 Ciclos biogeoquimicos

4.7.1 Ciclos del nitrégeno

El nitrégeno es parte fundamental de las proteinas, asi su importancia para los seres vivos.
El nitrogeno atmosférico llega al agua a través de las descargas eléctricas y por la accion
reductora de ciertas bacterias. Las plantas y las algas lo toman como nitratos durante la
sintesis de proteinas y lo incorporan en sus tejidos. Cuando mueren los microrganismos,
las proteinas se descomponen primero en amonio, luego en nitritos y por Gltimo en nitratos.
En la atmosfera el nitrogeno se encuentra en forma de nitrégeno molecular (N2) con una
pequefia cantidad de 6xido nitroso (N20). Especificamente el nitrégeno en la forma de N>
no es aprovechable para las plantas y debe transformase ya sea en NHz 0 en NOs™ este
proceso es denominado fijacién de nitrégeno. Este proceso ocurre durante tormentas
eléctricas cuando el N2 se oxida, y se combina con agua y se precipita como HNO3 Desde
el punto microbiolégico, determinadas bacterias y algas son capaces de fijar el nitrdgeno
en condiciones anaerdbicas; particularmente, ciertas bacterias nitrificantes son capaces de
transformar el NOs™ en NO2" y N2, completando el ciclo de este elemento (Maier, 2015).
Cuando los organismos vivos mueren o excretan productos residuales, el nitrogeno es
ligado a moléculas organicas complejas transformandose en amoniaco (NH3) por la accion
de las bacterias (Holmes et al., 2019). Entonces, en medios aerobios, las bacterias
nitrificantes (Nitrosomas) convierten el amoniaco en nitrito (NO2), y las Nitrobacterias
convierten el nitrito a nitrato (NOz). Este proceso es denominada nitrificacion y se

representa en las dos siguientes ecuaciones de reaccion (Metcalf and Eddy, 2014):
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Nitrosomas

2NH; + 30, ——— 2NOj + 2H* + 2H,0 (1)

Nitrobacterias

2NO; + 0, —————— 2NO35 (2)

La desnitrificacion es la reduccion biologica de NOz a NO2™ a Nitrogeno o a 6xido nitroso.
Este proceso es realizado por bacterias anaerobias facultativas que utilizan el NO3z 0 el NO-
como aceptor de electrones cuando no hay oxigeno. Generalmente, el producto final de la
desnitrificacion es el N2. La desnitrificacion es importante porque elimina el nitrato fijo del
ecosistema y lo devuelve a la atmdsfera en una forma bioldgicamente inerte N> (Holmes et
al., 2019). Esto es particularmente importante en el tratamiento de aguas residuales para
eliminar nitratos del efluente de aguas residuales, reduciendo asi las posibilidades de que
el agua descargada de las plantas de tratamiento cause eutrofizacion y otras consecuencias

indeseables. Este proceso se representa en las siguientes ecuaciones:
NO3 - NO; - NO—-> N,0 - N, (3)
2NO3 - 10; » 12N* > N, - 6H,0 (4)

Una vez incorporado a la litosfera, el nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento
de algas y bacterias, en cantidades insuficientes puede afectar el tratamiento de las aguas
residuales. Especificamente en el caso de amoniaco que es el resultado del nitrégeno
organico y que da origen mediante su oxidacion a nitritos y nitratos. Con relacién al
nitrégeno total, este se presenta como: nitrdgeno organico, amonio, amoniaco, nitritos y
nitratos. Por otro lado, el nitrbgeno amoniacal predomina en soluciones acuosas como ion
NH4* 0 NH3(g). Cabe resaltar que el pH juega un papel importante, para el ion NH4+ a pH
mayores a 7, su concentracion sera mas abundante (Jaramillo 2014). La reaccion que

ejemplifica este proceso es la siguiente:
NH; + OH S NH; T +H,0 (5)

Las condiciones de equilibrio entre NH4™y NH3 se presentan en la Figura 1. En la cual se
puede observar que a un pH de 7 el NH4* comienza a convertirse a NH3(g) y a pH 11
practicamente todo el NH4" pasa a ser NHz(g) lo cual significa que una fraccion importante
de este gas se ha perdido por volatilizacién como ha sido observado por diferentes
investigadores (Poatch et al., 2002; Rockne y Brezonik, 2006; Sun et al., 2016).
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Figura 1. Equilibrio entre NH4* y NH3 como una funcién del pH del medio acuoso a 25 °C.

4.7.2 Ciclo del fosforo

El fosforo es otro nutriente esencial para el crecimiento de algas y bacterias capaz de
inducir la eutrofizacion en los cuerpos de agua incluso cuando el nitrégeno no esta
disponible en cantidades suficientes para él crecimientos de los microorganismos ya que
este puede ser fijado de la atmdsfera. En aguas residuales el fésforo puede alcanzar una
concentracion promedio de 4 a 15 mg/L, por lo que su descarga puede causar eutrofizacion
si no se remueve previamente. Las formas quimicas en que se encuentra este nutriente son
ortofosfatos (P43, HPO42, HPO4, H3POa) y polifosfatos, moléculas que tienen dos o més
atomos de P, los cuales pueden hidrolizarse en forma muy lenta a PO43; en soluciones
acuosas, esta es la estructura quimica para la cuantificacion de los POs3 y el fosforo
organico mediante los métodos estandar de analisis. Sin embargo, debemos sefialar que los
PO, son la forma mas perjudicial para producir eutrofizacion (Jaramillo 2014). La Figura
2 presenta el equilibrio de las diferentes formas de ortofosfato como funcion del pH. En
esta figura es posible observar que en medios alcalinos las formas predominantes son
HPO42 por lo a pH alcalino (pH >8) la precipitacion de ortofosfato es posible como ha sido
observado por Vendramelli et al. (2016), Huang et al. (2015) y otros investigadores
(Duefias et al., 2003; Brunce et al., 2018; Lei et al., 2018).
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Figura 2. Equilibrio de ortofostato en solucion acuosa a 25° C como funcion del pH.

4.7.3 Equilibrio del CO2 en medio acuosos

El diéxido de carbono (CO-) es el acido débil més importante en el agua. Debido a la
presencia de CO en el aire y su produccion a partir de la degradacion microbiana de la
materia organica. Por otra parte, los productos de su ionizacién como, ion bicarbonato
(HCO3) y el ion carbonato (COs?) tienen una influencia importante en la quimica del agua.
La Figura 3 muestra el equilibrio de las diferentes formas quimicas que pueden estar
presentes en el agua. Como es posible observar aproximadamente a pH 8 la principal forma
de carbonato es HCO3™ la cual puede competir con HPO4™ para reaccionar con Ca*? para
precipitar (Barcelo et al., 2001; Lei et al., 2018).
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Figura 3. Balance de carbonatos en medio acuoso como funcién de pH a25°C
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5. METODOLOGIA

5.1 Sitio de estudio

El sitio de estudio esta ubicado en el municipio de Ciénega de Flores, N.L. (Figura 4)
aproximadamente a 22 km al noreste de la cuidad de General Escobedo. Ubicandose
geograficamente a los 25°56°06” Latitud norte y 100°10°02” de longitud oeste. Por lo que
de acuerdo con esta ubicacion recibe una radiacion solar entre los 11.2 y los 22 MJ/m?2-dia
en promedio durante el mes de enero y julio, respectivamente. Con una temperatura
méaxima diaria promedio de 33 °C. La mayor cantidad de precipitacion ocurre en la primera
mitad del mes de septiembre mientras que de finales de noviembre a principios de enero

por lo general no se presentan lluvias.

En la cabecera municipal, el tratamiento del agua residual ocurre en dos sistemas de lagunas
de oxidacion conectadas en serie de aproximadamente 0.5 ha cada una y 1.5 m de
profundidad. En el sistema de tratamiento (Figura 4) el agua pasa inicialmente por una
rejilla que retiene los solidos de gran tamafio como bolsas de platico y empaques de
alimentos, entre otros; siguiendo su trayecto por dos canales desarenadores (Figura 5a) que
descargan en una primera laguna de oxidacién del Sistema A, justo enfrente de los canales
desarenadores, o al final de estos se desvia al sur hacia el Sistema B (Figura 5b). En ambos
sistemas la primera laguna de oxidacion esta conectada en serie a una segunda (Figura 5c).
Esta figura presenta las condiciones en que se encontraba la laguna de oxidacion del
sistema A un poco tiempo después del final del estudio. La descarga de ambos sistemas
dirige su flujo hacia un pequefio carcamo. En el caso del Sistema A, el flujo se desvia
nuevamente al sur para que a corta distancia pase por un carcamo de cloracién (Figura 5d)
que recibe también el efluente del Sistema B. A partir de este sitio, el agua residual pasa
por un aforador Parshall y de ahi a su descarga al Rio Salinas (Figura 5e) con un gasto que

puede fluctuar entre 2 y 8 L/s.

5.2 Periodo de muestreo del Sistema Ay B
a) Sistema A. El primer muestro se realiz6 el 29 de agosto del 2019 y el siguiente el
26 del siguiente mes. A partir de esta fecha las muestras fueron colectadas cada 15 dias
con excepcion del 16 de abril y el 5 de agosto del mismo afio que se prolongaron por 26

y 34 dias con respecto al muestro anterior, los sitios de monitoreo fueron E1, AS1 y
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AS2. Hasta el 30 de enero de 2020 el sistema fue monitoreado en 13 ocasiones bajo
condiciones de flujo continuo, a partir de esa fecha y hasta el 23 de septiembre de 2020,
las lagunas de oxidacion estuvieron bajo condiciones de estancamiento, las muestras de
aguas residuales siguieron siendo colectadas de los sitios ya mencionados en 13

ocasiones mas para dar un total de 24 muestreos y 72 muestras colectadas.

b) Sistema B. Del 30 de abril al 21 de septiembre de 2020 el sistema B fue monitoreado
en los sitios BS1y BS2, descarga de la primera y segunda laguna, respectivamente, bajo
condiciones de flujo continuo, el total de muestras colectadas fueron 39, siguiendo las
fechas de monitoreo del Sistema A para el periodo de estancamiento o cero flujos de

entrada.

5.3 Muestreo del agua residual
Las muestras de agua residual se colectaron de acuerdo con lo mencionado anteriormente,

utilizando envases de plastico previamente esterilizados con capacidad de 1 L que se

Figura 4. Ubicacion del Sistema A y B de lagunas de oxidacion donde la presente investigacion

serd realizada.
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Figura 5a. Rejilla de remocion de solidos y canales desarenadores del sistema de tratamiento donde

fue realizado el presente estudio.

colocaron en hieleras para mantener su temperatura a 4 °C, aproximadamente, durante el
traslado al laboratorio de Remediacion Ambiental y Analisis de Suelos, Aguas y Plantas

para su analisis.

Figura 5b. Primera laguna de oxidacion del sistema Ay B donde el presente estudio fue realizado,

actualizada al 3 de marzo de 2021.
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Figura 5c. Vista de la segunda laguna de oxidacién del sistema de tratamiento donde el presente

estudio fue realizado, actualizada al 3 de marzo de 2021.

5.4 Caracterizacion del agua residual
Para llevar a cabo la caracterizacion fisica, quimica y microbioldgica del influente y
efluente se realizaran los analisis que se presentan en el Cuadro 2 de acuerdo con los

estandares recomendados en APHA (2005).

2 Carcamo de recepcion Carcamo de cloracion

Figura 5d. Descarga del Sistema B y carcamo de recepcion del efluente y de cloracion del sistema

de tratamiento donde el estudio fue realizado.
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B

Figura 5e. Aforador Parsll y descargade agua residual tratada en el cauce del Rio Salinas,

Ciénega de Flores N.L.

5.4.1 Determinacion de amonio (NH4*) por colorimetria

El amonio reacciona con fenol e hipoclorito en medio alcalino produciendo azul de
indofenol, que se determina colorimétricamente. El fenol se puede reemplazar con
salicilato de sodio que es menos toxico que el primero. Las mediciones se realizan a 540
nm o a 630 nm. Con 540 nm se extiende el rango de concentraciones, a 630 nm el método
resulta mas sensible, aun para pequefias cantidades, porque la absorbancia aumenta a mas
de doble.

Cuadro 2. Anélisis fisicoquimicos y microbioldgicos para el agua.

Anélisis Metodologia
Amonio Formacion de indofenol
Ortofosfatos Método de acido ascorbicos
DQO Colorimétrico de flujo cerrado
Determinacion de Solidos SSTy SSV
pH Meétodo electrométrico
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CE Método electrométrico

oD Método electrométrico
Microbioldgicos (C. fecales, C. Conteo de UFC/100mL
totales, Colifagos) UFP/100mL

5.4.2 Determinacion de POg43
Este método se basa en la relacién del fosforo contenido en la muestra como ortofosfatos

con el &cido molibdico para formar el acido 12-molibdofosforico segun la reaccion:
H3sPO4 + 12 (NH4) 2M0O4 + 21 H+ <> (NH4)3PO40 12M003 + 21 NH4+ +12 H,0

El acido 12-molibdofosforico es reducido por el cloruro de estalo a azul de molibdeno,
compuesto de composicion desconocida que contiene una mezcla de Mo (VI) y Mo (V),
cuantificado a 690 nm. La intensidad del color azul formado depende de la concentracion
de fosfatos adicionados al heteropoliacido. EI método es aplicable cuando el contenido de
fosforo en las muestras se encuentran entre 0.01 mg P2 L y 6.0 mg P2 L. El fosforo
contenido en la muestra debe de estar como ion PO43 ya que el método
espectrofotométrico es especifico para este ion. La materia organica de la muestra es
destruida por medio de una digestion con persulfato de amonio y acido sulfdrico,

rompiendo las ligaduras organicas de las de fosforo (C-P y/o C-O-P), e hidrolizando a PO4
3

5.4.3 Determinacion de demanda quimica de oxigeno (DQO).

Las muestras se oxidan mediante digestion con acido sulfdrico y dicromato de potasio
(K.Cr.07) en presencia de sulfato de plata y sulfato de mercurio (I1). La plata actia como
catalizador para oxidar la materia organica mas resistente. ElI mercurio reduce la
interferencia causada por la presencia de iones cloruro. La cantidad de dicromato utilizada
en la oxidacion de la muestra se determina midiendo la absorbancia del Cromo (l1)
formando a una longitud de onda de 600+20 nm para una maxima concentracion de 1000

mg L. Las mediciones de la absorbancia se efectiian utilizando celdas de cuarzo.
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5.4.4 Determinacion de solidos suspendidos totales (SST).

Los sélidos suspendidos totales se cuantificaron filtrando una muestra de 100 mL de agua
y posteriormente secando el filtro hasta peso seco constante a 105 °C con base en la
metodologia descrita por la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA 2005). El
célculo de la concentracion de SST (mg/L™) en las muestras fue con base a la Ecuacion 6.

sop — (A= B)x1000 ]
~ mL de muestra filtrada (6)

Donde A es el peso del filtro mé&s residuo en mg y B es el peso del filtro también en mg.

5.4.5 Determinacion de solidos suspendidos volatiles (SSV).

Los solidos suspendidos volatiles se cuantificaron filtrando una muestra de 100 mL de agua
y posteriormente secando el filtro hasta peso seco constante a 105 °C con base en la
metodologia descrita por la Asociacion Americana de Salud Pdblica (APHA 2005). El

calculo de la concentracion de SSV (mg/L) en las muestras fue con base a la Ecuacién 7.

Ssy = (A—B)x 1000 .
"~ mL de muestra filtrada ™

Donde A es el peso del filtro mas residuo en mg y B es el peso del filtro mas residuo secado

después de la calcinacién también en mg.

5.4.6 Conductividad eléctrica y otros parametros fisicos.

Se determind mediante la utilizacion de un multipardmetro HI-98194 Multiparameter
Waterproof Meter, este genera una diferencia de voltaje entre dos electrodos sumergidos
en agua. La caida en el voltaje debida a la resistencia del agua es utilizada para calcular la

conductividad en mS/cm.

5.5 Cuantificacion de coliformes totales y fecales

Estos indicadores fueron cuantificados mediante el método de filtracion por membrana en
agar mEndo Less (Difco, Detroit, MI) y agar de mFC (Difco, Detroit, M) para coliformes
totales y fecales, respectivamente. Se siguié la metodologia propuesta por método estandar

para agua potable y agua residual (APHA 2005).

Se utilizaron 1 mL de diluciones de 10y 10 con las muestras de la entrada del sistema y

1 mL de diluciones 102y 10 con las muestras del efluente del sistema. Estas diluciones
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fueron preparadas con solucion salina trisma pH 7.4 y se aforo con agua bidestilada en
proporcién 1:10 de la solucién madre.

Las alicuotas antes mencionadas fueron filtradas con una bomba de vacio Rocker modelo
Rocker600. Para ello se utilizaron filtros de membrana de nitrocelulosa de 47 mm de
didmetro con un tamafio de poro de 0.45 um la cual se colocé sobre el medio de cultivo,
una vez filtrada la muestra. Las coliformes totales se incubaron por 24 h a 37 °C vy las
coliformes fecales a 45 °C. Los resultados se expresaron en unidades formadores de

colonias (UFC) en 100 mL de muestra (Ecuacion 8)

UFC enumeradas

UFC 100mL™! = 100 (8
m mL demuestra filtradas x ®)

5.6 Cuantificacion de colifagos nativos
Los colifagos nativos se cuantificaron por el método de doble capa descrito por Adams
(1959). Se incubd un alicuota de las muestras de agua durante 24h a 37 °C utilizando E.

coli 15597 ATCC como hospedero. Los resultados se expresaron como UFC/100 mL.

Previo al andlisis, se replico E. coli en caldo soya la cual se incubo por 24 h a 37 °C.
posteriormente se tomaron alicuotas de un mililitro de la colonia y se incubé en caldo soya
por tres horas. Las muestras de agua del efluente del sistema fueron analizadas sin diluir.
Mientras que, las muestras del influente fueron analizadas sin diluir y con una dilucion de

10L. Estas diluciones se prepararon utilizando una solucién salina de base trizma.

Se tomaron alicuotas de 0.5 de E. coli y de 1 mL de las muestras y se colocaron en tubos
de ensayo en bafio maria (45 °C) preparados con 7.5 g de caldo de soya tripticaseina y 2.5
g de agar bacteriolégico. El contenido de los tubos de ensayo fue vertido en cajas Petri con
agar soya de tripticaseina. Las muestras se incubaron por 18 h a37 °C.

Despueés de la incubacion se enumeraron los sitios donde los fagos lisaron las células
bacterianas. Los resultados fueron reportados como unidades formadoras de placa en 100
mL (UFC 100mL™). Los calculos se realizaron con la Ecuacion 9.

UFp 100mL-1 UFC enumeradas
p m =

1
volumen de muestra filtrada x 100 )
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5.7 Cuantificacion de protozoarios, rotiferos y microalgas.

Para la cuantificacion de depredadores se utilizo la cAmara de Sedgwick- Rafter; para cada
muestra, se tomd un volumen de 1 mL y se colocd de la siguiente manera: se lleno
lentamente girando la parte posterior del cubre objeto de tal forma que no quedaran gotas
de agua dejando reposar por cinco minutos para permitir que los microorganismos se
depositarén en el fondo de la camara; posteriormente, se cuantificaron con un aumento de
100-200X en un microscopio invertido (Primovert, Zeiss). Se tomaron un total de 15
cuadrantes de la camara realizando el conteo en forma de S, el nimero de organismos
encontrados en cada cuadrante se identificd visualmente y se registro en el formato
correspondiente a la cdmara (S/R). Las lecturas se realizaron por duplicado. Los calculos

se realizaron con la Ecuacion 10 (Hotzel, G. et al.,1999).

Nx1,000 mm3

C [Células mL™] = T

(10)

N = Numero de células

L = Longitud del campo (mm)

W = Ancho del campo (mm)

D = Profundidad del campo (Camara Sedgwick-Rafter) (mm)

S = Numero de campos contados.
5.8 Aislamiento y cultivo de microalgas

A partir de las muestras de agua residual colectadas se realizaron filtrados utilizando filtros
de 0.7 um y 1.5 um vertiendo 100 ml de agua residual. Las microalgas quedan retenidas
en los filtros, los cuales se limpiaron con agua destilada y se colocaron en un matraz con
medio Bristol. Posteriormente, el filtro se colocd en una caja Petri con medio Bristol y agar.

Después de dos semanas se observé el crecimiento de microalgas.

Las cepas se aislaron mediante diluciones en microplaca, postreramente se inocularon
matraces de 250 ml con medio Bristol, agregando antifiingico (Benomyl — 40 pg ml?) y
antibiético (Ampicilina— 500 pg ml-t, Cefotaxima - 100 pg ml™). Para la lluminacion se
utilizaron lamparas fluorescentes a 400 umol (fotones) m?s™ y bombeo constante de aire

estéril a 2800 cm® min'?, sin agitacion, a una temperatura de 24 °C.
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5.9 Identificacion de microalgas

5.9.1 Extraccion de ADN

A partir de los cultivos de microalgas se tomaron 100 mg de biomasa fresca.
Posteriormente se realizd la extraccion de ADN, siguiendo el protocol6 del kit DNA
Reagent Plant, GENEzol™

5.9.2 Amplificacion de aislados por PCR

Para la amplificacion de la region ITS1- 5.8S - ITS2 se utilizo el oligonucleétido iniciador
sentido de la region ITS1-5.8S-ITS2 5’-AGGAGAAGTCGTAACAAGGT-3" y el
oligonucledtido  iniciador  antisentido de la region  ITS1-5.8S-ITS2  5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3 para obtener un fragmento de 650pb
aproximadamente, que corresponde a la region ITS1-5.8S-1TS2. El producto de PCR se
visualizé en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed (Biotium).

Cuadro 3. Concentraciones de la mezcla para la reaccion de la region ITS.

Inicial Final Region ITS
Buffer 10 X 1X 2.5 uL
dNTP’s 10 mM clu 0.4 mM 0.5 uL
MgCl, 3mM 1.75 uL
Oligonucledtido iniciador
) 100 ng/pL 5 ng/uL 1uL
sentido
Oligonucledtido
o S 100 ng/pL 5 ng/pL 1pL
iniciador antisentido
DNA Taq polimerasa 5U/ uL 0.625 U 0.125 pL
HONF | o | eeeen 16.125 pL
DNA 20ng/pL | - 2 uL
Volumen total 25 L
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Cuadro 4. Condiciones de amplificacion de la region ITS.

Condiciones de amplificacion

Desnaturalizacion )
S 95°C/1min
Ciclo inicial
Desnaturalizacién 95°C/20s
25 Alineamiento 53°C/30s
ciclos Extension 72°C/20s
Extension final 72 °C /1 min
4°C o0

5.10 Analisis estadisticos

Un andlisis de varianza fue realizado para determinar diferencias significativas entre sitios
de muestreo y condiciones de flujo y no flujo en la entrada de los sistemas de tratamiento
usando el paquete Estadistico para Ciencias Sociales 17.0 (SPPS Inc., Chicago, ILL). Los
pardmetros que presentaron diferencias significativas fueron analizados con la prueba de
Tukey (p< 0.005) para comparar sus valores promedio. Adicionalmente también fueron
calculados los coeficientes de correlacion de Perason (r) para determinar la relacion entre

las diferentes variables analizadas durante el periodo de estudio.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Parametros Climatoldgicos
El comportamiento de la temperatura y precipitacion que ocurrié durante el periodo del
estudio (Informacidn proporcionada por la Comision Nacional del Agua, Sede Monterrey,

N.L.), 29 de agosto 2019 al 21 de septiembre 2020, se presenta en la Figura 6.

En esta figura se puede observar la alta precipitacion (360 mm) ocurrida el 5 de septiembre
del 2019 debido al paso del huracan Dorian, previo al descenso de las temperaturas del aire
durante el otofio; las menores temperaturas, promedio diario, fue del 1° de Octubre al 12
de diciembre del 2019, de hecho, el promedio mas bajo (4°C) ocurri6 el 12 de noviembre,
a los 75 dias despues del primer muestreo. Por el contrario, la temperatura promedio mas
alta fue 33.5 °C, el 12 de julio del 2020, para un promedio de 24.21 °C en el periodo de

estudio.

50 ;4 Fuerade rango (360 mm) 40

Temperatura (°C)

Lamina de Precipitacion (mm)

Figura 6. Comportamiento de la temperatura y precipitacién durante el periodo de estudio, la linea
punteada representa el maximo o el minimo segln su posicion con respecto a la linea sélida
(promedio diario). Informacion proporcionada por la Comisién Nacional del Agua, Sede
Monterrey, N.L.
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6.2 Temperatura del aire y de las muestras del agua residual (r).

La comparacion entre la temperatura del aire (promedio, la maxima y minima diaria) del
dia del muestreo y la temperatura in situ de las muestras de agua colectadas en AS1 fue
realizada utilizando coeficientes de Pearson. Los valores estimados entre estos parametros
fueron de 0.91 a 0.94 que nos indica una alta correlacion, como es posible observar al
comparar la Figura 6 y 9, en ambas graficas los valores mas bajos se presentan en el otofio-
invierno, aumentan durante la primavera para alcanzar su maximo en verano. De esta

manera se comparo la forma en que tienden a variar ambas variables en el tiempo.

6.3 Monitoreo del Sistema A.

6.3.1 Parametros fisicos

La Figura 7 presenta los resultados observados para pH durante el presente estudio y el
Cuadro 5 los valores promedio estimados. En el primer periodo de muestreo, flujo continuo,
el pH increment6 en promedio de 7.54 en E1 a 7.88 en AS1 y a 8.15 en AS2, siendo
estadisticamente significativa (p<0.05) la diferencia entre estos valores, los cuales

aproximadamente coinciden con el pH promedio observado en un sistema de tratamiento.

Cuadro 5. Comparacion de medias para los parametros fisicos observados en el Sistema A
y B durante el periodo de estudio bajo condiciones de flujo.

Sistema A Sistema B

El AS1 AS2 A (%) El BS1 BS2 | A (%)
pH 7.562 7.79¢ 8.11°¢ 354 7.422 7.53%® 7.85¢ 37.14
CE (mS/cm) 1.08? 1.042 0.992 -8.33 1.08? 1.092 1.03? -4.62
OD (mg/L) 1.712 2.10® 2.40° 40.03 2700 | 2.47% [ 1.70° | -37.04
T (°C) 25.832 22.182 21.052 -18.50 29.37% | 27.41% | 27.36° -6.84
SST (mg/L) 91.818 80.362 81.272 -11.48 89.33% | 67.79% | 69.112 -22.63
SSV (mg/L) 67.722 71.102 66.36a -2.00 60.11* | 60.11* | 60.112 1.00

En este estudio los promedios estimados fueron 7.6 para la entrada de una laguna anaerdbica,
de 7.4 a 7.6 en su saliday en el rango de 7.8-8 en la descarga de la laguna facultativa. Con

respecto al comportamiento de CE (Figura 8), temperatura (Figura 9), OD (Figura 10), SST
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Cuadro 6. Coeficientes de Pearson entre los parametros fisicos, quimicos y microbiologicos

analizados en el sistema A bajo condiciones de flujo.

A B Cc D E F G H | J K L M N N
A 1
B 0.33 1
C -0.40 027 1
D -0.34 048 013 1
E -0.12  0.10 010 051 1
F -0.01 022 0.08  0.40 0.66 1
G -069 -045 021 0.6 0.23 0.01 1
H -0.64 -034 018 0.26 0.05 -0.19 060" 1
| -0.63 -0.30 026 0.38 0.19 0.01 0.80 058 1
J -050 -0.33 025 021 0.16 -0.02  0.73 047 063 1
K -036 -023 021 013 0.01 -0.08  0.60 032 043 088 1
L -0.30  0.05 0.88 033 0.17 0.15 0.12 018 030 025 020 1
M .C .C .C .C .C .C .C .C .C .C .C .C .C
N -022 -073 057 -069 -042 -029 0.58 019 034 041 032 -041 1
N -0.14 -069 056 -0.73 -069 -057 038 013 015 037 027 -046 08 1

A: pH, B: OD: C: CE, D: Temperatura, E: SST, F: SSV, G: DQO, H: Ortofosfato, I: Amonio, J: C. Totales, K: C. Fecales,

L: Colifagos, M: Rotiferos, N: Protozoarios, N: Microalgas.

Cuadro 7. Coeficientes de Pearson entre los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos

analizados en el sistema A bajo condiciones de no flujo.

A B C D E F G H | J K L M N N
A 1
B -0.24 1
C -0.85 -0.01 1
D -0.03 041 -0.15 1
E -0.11  -0.01 0.23 -0.38 1
F 021 -0.05 -0.20 -0.31 0.50 1
G -0.68  0.50 0.48 0.33 0.19 -0.22 1
H -0.61 0.7 0.54 0.01 0.25 -0.27 0.64 1
| -0.60 -0.15 0.56 -0.26 0.05 -0.19 0.40 0.52 1
J -0.60  0.43 0.47 0.28 0.16 -0.29 0.71 0.62 0.40 1
K -0.66  0.41 0.53 0.28 0.23 -0.24 0.86 0.65 0.36 0.84 1
L .C .c .c .c .C .c .C .c .c .c .c c
M .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c
N -0.33  -0.03 0.35 -0.61 0.52 0.28 -0.12 0.45 0.29 0.58 0.52 c .c 1
N 012 -015 -0.14 0.06 0.13 -0.03 -0.29 0.17 -0.06 0.12 0.11 c .c 040 1

A: pH, B: OD: C: CE, D: Temperatura, E: SST, F: SSV, G: DQO, H: Ortofosfato, I: Amonio, J: C. Totales, K: C. Fecales,

L: Colifagos, M: Rotiferos, N: Protozoarios, N: Microalgas

(Figura 11) y SSV (Figura 11) en ninguno de los casos se observd diferencia estadistica

(p>0.05) de los valores promedio entre los sitios de muestreo para el periodo de estudio en
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la Laguna A. El valor promedio de CE fue 1.08 mS/cm en Eldisminuyendo a 0.99 mS/cm
en AS2 mientras que, en el segundo periodo de muestreo, cuando la operacion del sistema se
interrumpio, estos valores cambiaron a 1.08 y 1.03 mS/cm, respectivamente, no siendo

estadisticamente diferentes (p >0.05) a los determinados en el primer periodo.

Los valores observados por Adhikari y Fedler (2019), Bansah y Suglo (2016) y
Ogunfowokan et al. (2016), también en lagunas de oxidacion, fluctuaron entre 0.53 a 1.3
mS/cm, de la entrada a la salida del sistema. En el presente estudio se observo una
disminucion de CE de influente al efluente teniendo una correlacion negativa (p<0.05) con
el pH (-0.40 bajo condiciones de flujo y -0.85 sin flujo) lo cual puede ser atribuido a la
asimilacion de sales por la biomasa o algin proceso quimico como la transformacion de NH4*
a NHzs (Poatch et al., 2002; Rockne y Brezonik, 2006; Sun et al., 2016) o a la formacion y
precipitacion de sales como puede ser el caso de ortofosfatos o carbonatos de calcio (Barcelo
et al., 2001; Lei et al., 2018). Con respecto a la temperatura del agua para los dos periodos
de muestreo, con flujo y sin flujo, esta fue 26.7 °C (Figura 9) en el influente disminuyendo a
23.6 y 22.6 °C en AS1 y AS2, respectivamente, aproximadamente 2 °C menos que la
temperatura promedio para el periodo de estudio. En la Figura 9 es posible observar como
evolucionan las temperaturas del agua durante el afio, alcanzando més de 30 °C durante el
verano y por debajo de los 15 °C en el inicio del invierno con valores mas bajos en AS2. De
cierta manera, reflejando la evolucion de la temperatura promedio diaria del aire (Figura 6)
durante el periodo de estudio, sin tener una relacion significativa (p<0.05) con los pardmetros
fisicos evaluados (r < 0.41). Con respecto a los valores observados para OD (Figura 10) estos
fueron en promedio diferentes 1.71, 2.1 y 2.4 mg/L en E1, AS1 y AS2, respectivamente
(p<0.05), bajo condiciones de flujo. Cuando el flujo influente fue suspendido, las
concentraciones fueron 2.32, 2.16 y 156 para los mismos sitios de muestreo,
respectivamente, siendo significativas estas diferencias (p<0.5), con r = 0.41 para

temperatura del agua. Similar a la temperatura sus valores mas bajos ocurrieron en otofio-
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Figura 7.- Comportamiento del pH durante el monitoreo en el sistema de tratamiento A, con y sin

flujo (=) en los tres puntos de muestreo (0E1; OAS1y A AS2).
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Figura 8. Comportamiento del CE durante en el sistema de tratamiento A con y sin flujo (=) en los
tres puntos de muestreo (oE1; OAS1y A AS2).

invierno. Es importante mencionar que las muestras fueron colectadas a las 9 de la mafana,
lo cual no coincide con el periodo de maxima concentracion de oxigeno en estos sistemas
gue comunmente se presenta después del mediodia (Ratsey, H. 2014). Un estudio realizado

por Faleschini et al. (2017) encontraron que las concentraciones de OD disminuyeron durante
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el transcurso del estudio siendo las concentraciones mas bajas en invierno y verano con 1.27
mg/L y 2.5 mg/L, respectivamente. Con respecto a los SST (Figura 11) los valores promedio
obtenidos fueron 92, 80 y 81 mg/L, sin diferencia estadistica entre los sitios de muestreo,
para una remocion del influente al efluente de 11% lo que refleja la ineficiencia de las lagunas
de tratamiento para la remocion de SST (Bansah, K., y Suglo, R., 2016), aparentemente esta
condicidn se debe a la produccion de microalgas favorecida por la radiacion solar y nutrientes

del agua residual.
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Figura 9. Comportamiento de la temperatura del agua durante condiciones con y sin flujo (—) en el
sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (0E1; 0AS1 y A AS2).

Esta baja remocion de solidos suspendidos también fue observada en la eliminacion de los
SSV (Figura 12) que en promedio fue del 2%. Un factor adicional que debe ser considerado
en la baja remocién de SST y SSV fue que la Laguna A fue retirada de operacion durante el
mes de enero para eliminar los lodos de tratamiento sedimentados en el fondo de la laguna
producidos durante su operacion.
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Figura 10. Comportamiento de las concentraciones de OD en las muestras de agua colectadas durante
condiciones de flujo y sin él (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en oE1; OAS1y A AS2.
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Figura 11. Comportamiento de los SST en las muestras de agua colectadas durante condiciones de
con y sin flujo (—) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (0E1;

0AS1 yAAS2).
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Figura 12. Comportamiento de los SSV en las muestras de agua colectadas durante condiciones de

300 400

con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en oE1; 0AS1 y A AS2.

6.3.2 Parametros quimicos

Por otra parte, los parametros quimicos que se evaluaron fueron DQO, PO42 y NH4*. En la
Figura 13 se puede observar el comportamiento de DQO a trasvés del Sistema A y en el
Cuadro 8 los valores promedio estimados. La DQO disminuy6 de una concentracion de 801
mg/L en E1 a 349 mg/L en AS1y a 249 mg/L en AS2 para alcanzar 68% de remocion,

Cuadro 8. Comparacion de medias para los parametros quimicos (mg/L) observados en el
Sistema Ay B durante el periodo de estudio.

Sistema A Sistema B
Parametro El AS1 AS2 A (%) El BS1 BS2 | A (%)
(mg/L)
DQO 800.542 349.81°¢ 249.63¢ -68.81 | 1003.33* | 320.33" |487.22° -51.43
NH4* 36.412 17.72% 12.89° -64.59 | 23.772 6.07 9.66° -59.40
PO4? 13.802 4.44¢ 3.32¢ -75.94 10.392 2.76™ 2.44¢ -76.51

con diferencia significativa (p<0.05) entre sitios de muestreo, bajo condiciones de flujo. Es
importante sefialar que DQO presentd una correlacion negativa con pH (r=-0.69) y positiva
para PO4 (r= 0.60) y NH4* (r= 0.80). En el caso de su relacion negativa con el pH podria

ser consecuencia de la reduccién de disponibilidad de nutrientes, amonio (Figura 14) y
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ortofosfato (Figura 15) para la biomasa activa y por consecuencia para la degradacion de
materia orgéanica ya que el primero puede precipitar al unirse al Ca (Vendramelli et al., 2016;
Huang et al., 2015) y en el caso del NH4" a convertirse en amoniaco para volatilizarse a pH
alcalino (Poatch et al., 2002; Rockne y Brezonik, 2006; Sun et al., 2016). Esta condicion fue
también evidente en el periodo de estancamiento, cuando estos nutrientes tuvieron también
una relacion negativa con el pH del agua (Cuadro 5) asi como la CE que mostrd también una

relacién negativa con el pH el cual se mantuvo por encima de 8, estando cercano a 10 en el

mes de junio.
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Figura 13. Comportamiento de la DQO en las muestras de agua colectadas durante condiciones de

con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (oEl;

0AS1 yAAS2).
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Figura 14. Comportamiento de NH4* en las muestras de agua colectadas durante condiciones de con
y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (oE1; 0AS1

yAAS2).

En relacién con la remocion de DQO, Farzadkia et al. (2014) observo una concentracion de
entrada a un sistema de lagunas de oxidacion de 577 mg/L disminuyendo a 137 mg/L en el
efluente, para un porcentaje de remocion de 76.31%. Con respecto a NH4" (Figural4), los
valores que se obtuvieron fueron 36.4 mg/L, 17.2 mg/L y 12.9 mg/L en los sitios de muestreo
para alcanzar 64% de remocion (p<0.05), bajo condiciones de flujo. Mientras que, para el
segundo periodo de muestreo, bajo condiciones de estancamiento, la concentracion promedio
en AS1 y AS2 fue de 11.05 y 12.16 mg/L, respectivamente. Chalatsi y Gratziou (2015)
evaluaron diferentes sistemas de tratamiento en los que observaron concentraciones para el
efluente de 1.96 mg/L, 8.18 mg/L y 12.36 mg/L, para una eficiencia de remocion de 90, 35.57
y 55.27 %, respectivamente. EI NH4* present6 una correlacion negativa con pH (r=-0.64) y
positiva para DQO (r= 0.80) y PO4 (r= 0.58) bajo condiciones de flujo. Con relacién a PO4
% (Figura 15), la concentracion inicial fue de 13.8 mg/L disminuyendo significativamente
(p<0.05) a 4.44 mg/L en AS1 y 3.31 mg/L en AS2 bajo condiciones de flujo para una
remocién de 75%. Cuando no se presento flujo en el sistema las concentraciones fueron 4.15
y 3.60 mg/L en los mismos sitios de muestreo, respectivamente. De acuerdo con los
coeficientes de Pearson (Cuadro 5y 6) su relacion fue significativa en ambos periodos de

muestreo para pH y DQO.
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Figura 15. Comportamiento de PO, en las muestras de agua colectadas durante condiciones de con

y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (0E1; 0AS1

yAAS2).

6.3.4 Parametros microbiol6gicos

Los promedios de las densidades de microorganismos calculados durante el presente estudio
se presentan en el Cuadro 9. En la Figura 16 se puede observar las maximas concentraciones
de rotiferos en AS1 y AS2, las cuales fueron 88 y 152 rotiferos/mL, respectivamente.
También se puede observar que frecuentemente estos organismos no fueron detectados en
las muestras colectadas, desde mediados de otofio en AS1 e inicios de invierno en AS2,
posterior a esas fechas solo fueron enumerados ocasionalmente, cuando no entraba flujo al

sistema.

Para protozoarios (Figura 17) se observo un descenso significativo (p<0.05), de un promedio
de 649 en AS1 a 476 en AS2 bajo condiciones de flujo; mientras que durante el periodo de
influente cero se observaron 386 (AS1) y 411 células/mL (AS2). Con respecto a los

coeficientes de correlacion, los protozoarios se correlacionaron negativamente con la
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Figura 16. Comportamiento de Rotiferos en las muestras de agua colectadas durante condiciones de

400

con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (CAS1

yAAS2).

Cuadro 9. Comparacion de medias para los parametros microbiolégicos observados en el

Sistema Ay B durante el periodo de estudio.

Sistema A Sistema B
Parametro El AS1 AS2 A El BS1 BS2 A
(%) (%)
CT 7.73x107 | 8.31x1060¢ | 3.42x10°¢ 95.6 8.9x107 | 5.4x106c | 3.1x10°¢ | 96.5
CF 3.35x107 | 4.68x106 | 1.36x10° 95.9 3.1x107 | 2.4x10% | 6.5x10% | 97.9
Protozoarios | ------- 693.72 476.4° 313 | - 26.752 231.42
Microalgas | ------- 276.92 2179 | | e 437.42 341.92

temperatura del agua, para condiciones de flujo (r = -0.69) y de estancamiento (r =-0.61), asi

como para OD en el primer periodo de muestreo, esto puede ser observado al comparar la

tendencia de los datos en sus graficas donde los valores altos de protozoarios tienden a estar

asociados con los valores bajos de temperatura. Sin embargo, fueron positivas para DQO en
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el primer periodo y en el segundo con SST, CT y CF. Se debe indicar que tanto los valores
de rotiferos y protozoarios del presente estudio estan de acuerdo con observaciones realizadas
por Amengual-Morro et al. (2012) y Perl y Pickney (1999) en otros cuerpos de agua
superficiales y sistemas de tratamiento. También es importante sefialar la escasa informaciéon

que existe en relacion con ambos grupos de organismos en sistemas de lagunas de oxidacion.
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Figura 17. Comportamiento de Protozoarios en las muestras de agua colectadas durante condiciones
de con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (0AS1

yAAS2).

Por otra parte, las microalgas (Figural8) disminuyeron, no significativamente (p>0.05), 21%
al pasar de 277 en AS1 a 218 en AS2 bajo condiciones de flujo. Mientras que para el segundo
periodo de muestreo la concentracion promedio en AS1 y AS2 fueron de 292 y 298
células/mL, sin diferencia significativa para sitio y periodo de muestreo. Las concentraciones
de microalgas presentaron una correlacién negativa con OD, temperatura, SST, SSV y
positiva para protozoarios bajo condiciones de flujo. Los analisis para coliformes totales y
fecales se presentan en la Figura 19 y 20 en todas las muestras colectadas se observo una
reduccidn en la concentracion influente (p<0.05) superior al 96%. El porcentaje de remocion
reportado por Chalatsi y Gratziou (2015) y Ghazy, et al., (2008) para coliformes totales varia
entre 71 y 95% a diferencia de coliformes fecales que pueden alcanzar hasta el 95%. De

acuerdo con la normatividad mexicana para descargas a aguas residuales a cuerpos de aguas
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superficiales (NOM-003-ECOL-1997) estos resultados sobrepasan los limites permisibles de
1, 000 UFC/100mL.
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Figura 18. Comportamiento de Microalgas en las muestras de agua colectadas durante condiciones

con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de muestreo (0AS1
yAAS2).
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Figura 19. Comportamiento de Coliformes totales en las muestras de agua colectadas durante
condiciones de con y sin flujo (=) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de
muestreo (0E1; OAS1 y A AS2).
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Figura 20. Comportamiento de Coliformes fecales en las muestras de agua colectadas durante
condiciones de con y sin flujo (—) en la entrada del sistema de tratamiento A en los tres puntos de
muestreo (0E1; 0AS1 y A AS2).

Con relacion a las concentraciones para colifagos nativos (Figura 21) se obtuvo un 98 y 99
% de remocion para AS1 y AS2, respectivamente, lo cual es muy superior al 36.9 %
observado por Ghazy, et al. (2008).

6.4. Sistema de tratamiento B
Este periodo comprende del 30 de abril 2020 a septiembre 2020 cuando las muestras fueron
colectadas también de los sitios BS1 y BS2 bajo condiciones de flujo continuo.

6.4.1 Parametros fisicos

Durante el periodo de monitoreo se analiz6 el comportamiento de pH, OD, CE, temperatura,
SST y SSV. La Figura 21 muestra el comportamiento del pH de en el Sistema de Tratamiento
B. En esta figura se observa que el pH incrementé significativamente (p<0.05) en promedio
de 7.48 a 7.6 en BS1y a 7.9 en BS2, siendo consistentemente méas bajo que los observados
bajo condiciones de flujo en el Sistema A. Los valores observados coinciden con los valores
de pH en sistemas de tratamiento estudiados por Ensink et al. (2007), Veeresh et al. (2010)

y Hafiz et al. (2017) los cuales variaron de 7.23 a 7.7 en la descarga de una laguna facultativa.
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Cabe destacar, que, aunque con menor significancia, pH siguié manteniendo correlacion
negativa con CE como se observd en el Sistema A, su correlacion también fue significativa,

negativa, con PO, 3, DQO, CT y CF. Con respecto a las concentraciones de OD (Figura 22),
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Figura 21. Comportamiento del pH en E1 (o), BS1 (¢) y BS2 (A) durante el periodo de muestreo
bajo condiciones de flujo continuo.
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Figura 22. Concentraciones de OD en E1 (o), BS1(¢0) y BS2 (A) después del 30 de abril 2020 bajo
condiciones de flujo.

estas fueron 2.69, 2.47 y 1.71 con correlacion positiva significativa para DQO, CT y CF; lo
cual no coincide con el periodo de minima y maxima concentracion de oxigeno que va de
1.22 a 1.41 mg/L en este tipo de sistemas (Olano et al., 2019; Mtethiwa et al., 2008). Un

estudio realizado por Machibya y Mwanuzi, (2006) mencion6 que las concentraciones de OD
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cambiaron durante el monitoreo del efluente durante un determinado tiempo, reportando las
concentraciones mas bajas al medio dia y las més altas por la mafiana y la tarde con 3.39
mg/L y 3.50 mg/L, respectivamente. Con relacion a la CE (Figura 23) en la entrada del
sistema su valor fue de 1.079 mS/cm a 1.086 mS/cm en BS1 y disminuyendo a 1.026 mS/cm
en la descarga de la segunda laguna de tratamiento. Los valores observados por otros estudios
(Wallace et al., 2016; Mtethiwa., et al. 2008; Olano et al., 2019) fluctuan entre 0.660 a 0.800
mS/cm en la descarga del sistema. Durante este periodo de monitoreo la temperatura
promedio en el influente fue de 29.3 °C disminuyendo a 27.4 y 27.3 °C en BS1 y BS2,
respectivamente (Figura 24). Muy diferentes a las temperaturas a la salida del sistema de
lagunas de oxidacidn reportados por Mtethiwa., et al. (2008); Letshwenyo et al. (2020) que
variaron de 23 a 27 °C. En un estudio conducido por Abis y Mara, (2006) mencionaron que
las temperaturas tomadas de los estanques fueron de 3 a 18°C, las cuales se comportan de
manera similar a la reportados por Mtethiwa., et al. (2008) y Letshwenyo et al. (2020) que
variaron de 23 a 27 °C. En otro estudio conducido por Abis y Mara, (2006) mencionaron que
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Figura 23. Comportamiento de la conductividad eléctrica en las muestras colectadas del Sistema B
en los sitios E1 (o), BS1(¢) y BS2 (A).
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Figura 24. Temperaturas observadas en los sitios de monitoreo E1 (o), BS1(¢) y BS2 (A) durante el
presente estudio.

las temperaturas tomadas de los estanques fueron de 3 a 18°C, las cuales se comportan de

manera similar a la temperatura promedio de la atmosfera. En el caso del presente estudio los
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Figura 25. Comportamiento de los SST en el Sistema B (oE1; ¢BS1 y ABS2) bajo condiciones de
flujo.

valores fueron altos con respecto al promedio del periodo de estudio probablemente porque
solo comprende las muestras colectadas en primavera, verano y una parte de otofio. Con
respecto a los SST los valores obtenidos fueron 84, 68 y 69 mg/L (Figura 25) en los sitios de

muestreo de la entrada a la salida del sistema la remocion alcanzada fue 18%. Mientras que
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los SSV en los tres sitios de muestreo tampoco mostraron diferencia significativa (p>0.05).
Bansah, K. y Suglo, R. (2016) mencionan sobre la ineficiencia de estos sistemas de

tratamiento para la remocion de solidos suspendidos.

6.4.2 Parametros quimicos.

Por otra parte, los pardmetros quimicos que se evaluaron fueron DQO, ortofosfatos y amonio.
En la Figura 26 se puede observar el comportamiento de DQO a trasvés del Sistema B. El
cual disminuydé (p<0.05) de un promedio de 1,003 mg/L en E1 a 487 mg/L en BS1 y a 320
mg/L en BS2 para alcanzar 51% (Cuadro 8) de remocion, con correlacion altamente
significativa con PO43; mientras que para NH4" fue 0.50. Machibya y Mwanuzi (2006)
reportaron para un sistema de lagunas de oxidacion una concentracion influente de 301 mg/L
que disminuy6 a 112 mg/L en el efluente, el porcentaje de remocién fue de 62 %. Por otro

lado, Letshwenyo et al. (2020) observ6 500 y 90 mg/L de la entrada a la salida también
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Figura 26. Concentraciones de DQO en las muestras de agua colectadas de E1(o), BS1(0) y BS2

(A) durante el periodo de estudio.

en lagunas de oxidacién. Con respecto a los valores NHas"que se obtuvieron en el presente
estudio (Figura 27) fueron 23.78 mg/L, 6.07 mg/L y 9.66 mg/L, en los sitios de muestreo
para alcanzar 59% de remocion, estadisticamente significativa (p<0.05). En un estudio
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Figura 28. Comportamiento de PO4en las muestras colectadas en E1(0), BS1(¢) y BS2 (A ) durante

el presente estudio.

conducido por Mbwele et al. (2016) reportd una concentracion de 6.58 mg/L para la descarga

del sistema. Con relacion a PO42, la concentracion inicial fue de 10.37 mg/L disminuyendo

a 2.76 mg/L en BS1 y 2.24 mg/L en BS2 (Figura 28) para una remocion del 76%. Por otra

parte, los valores observados por estudios conducidos por (Wallace et al., 2016) resultaron

en una remocion para PO4 de 43%.
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6.4.3 Parametros microbiologicos.

Para las concentraciones de rotiferos en BS1y BS2, los resultados que se obtuvieron fueron
6 y 7 rotiferos/mL, respectivamente. Sin embargo, para protozoarios (Figura 29) se observo
un descenso de un promedio de 267 en BS1 a 231 células/ml en BS2, siendo consistentemente
mas bajos que los observados en el Sistema A, bajo condiciones de flujo. Por otra parte, las
microalgas también disminuyeron al pasar de 437 en BS1 a 342 células/ml en BS2 que

contrariamente a los protozoarios estos promedios fueron mas altos que los del Sistema A.
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Figura 30. Concentracion de protozoarios en ei sistema ue tratamiento B, sitios BS1(0) y BS2 (A).
Los analisis para coliformes totales (Figuras 30) muestran una reduccion en la concentracion
influente superior al 96% y 98% para coliformes fecales. De acuerdo con la normatividad
mexicana para descargas de aguas residuales a cuerpos de aguas superficiales (NOM-003-
ECOL-1997) estos resultados sobrepasan los limites permisibles de 1, 000 UFC/100mL. Con
relacién a las concentraciones para colifagos nativos se obtuvo un 76 y 100 % de remocion
para BS1y BS2, respectivamente. Con relacién a las concentraciones para colifagos nativos
que se presentan en la Figura 31, y en la que se compara las concentraciones de los sitios E1,
AS1 y BS1 se observa como en AS1 tendieron a descender durante el periodo de
estancamiento, probablemente a consecuencia del alto pH, superior a 8 y en algunos casos a

10 durante los meses de verano. Los sitos de monitoreo AS2 y BS2 no se reportan ya que las
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concentraciones fueron inferiores a los niveles de deteccion del método de doble capa
utilizado para su deteccion.
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Figura 31. Comportamiento de la densidad de coliformes totales en E1, BS1y BS2 durante el periodo

de estudio.
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Figura 32. Concentraciones de colifagos nativos en los sitios de muestreo E1 (A), AS1(®) BS1(o)
durante el periodo de estudio.
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Cuadro 9. Coeficientes de correlacion de Pearson para el Sistema B bajo condiciones de

flujo continuo.

A B Cc D E F G H | J K L M N N
A 1
B -0.24 1
Cc -0.40 -0.10 1
*
D -0.17 031 034 1
E -0.19 038 039 049 1
* *%
F -0.02 -0.05 044 012 068 1
* *%k

G -059 049 016 046 065 023 1
H -050 038 015 048 048 001 0.76 1
| -0.11 0.06 004 044 027 -006 050 0.8 1

* *% *%k
J -0.44 067 012 062 069 022 079 067 044 1
K -047 055 028 05 073 035 084 065 042 084 1
L -0.63 058 020 043 027 -001 067 060 040 072 0.75 1

*%k *% *% *%k * *% **
M 056 028 -026 040 001 -038 -025 -050 0.09 004 015 -0.08 1
N 005 -005 -004 -020 037 040 069 048 038 030 040 0.01 -0.09 1
*% *

N -0.16 -0.08 -0.05 -007 020 020 -0.01 -022 -029 018 024 -019 -015 -043 1

A: pH, B: OD: C: CE, D: Temperatura, E: SST, F: SSV, G: DQO, H: Ortofosfato, I: Amonio, J: C. Totales, K: C. Fecales,
L: Colifagos, M: Rotiferos, N: Protozoarios, N: Microalgas

6.5 Identificaron de microalgas

Se obtuvieron 28 aislados de microalgas de las muestras colectadas en las lagunas de
oxidacion durante los 12 meses del presente estudio. Los cuales fueron identificados por
medio de PCR (Figura 32), amplificando la regién ITS1- 5.8S - ITS2. En ella se puede
observar un producto de 700 pb, similar a lo reportado por Hadi et al., (2016). Podemos
sefialar que los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados para identificar género o
especie de microalgas. Los asilados se secuenciaron en Psomagen, Inc. Por otro lado, la
secuencias que se obtuvieron se analizaron a comparacion en la base de datos del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) con el programa BLAST-nucleotide. De

los 28 asilados solo se identificaron 15 los cuales fueron la siguientes: Chlorella sp, Chlorella
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miniata y Chlorella sorokiniana (Cuadro 10). Lo anterior sugiere que el 54% de los géneros

de las microalgas presentes en las lagunas de oxidacion es Chlorella.

Figura 34. Amplificacion de la region ITS1- 5.8S - ITS2 por PCR. Imagen de la electroforesis en
gel de agarosa en donde se observa los productos de la PCR de 700 pb; M indica el marcador de peso

molecular 100pb (Genscrip), (-) control negativo.

Cuadro 10. Identificacion molecular de los aislados de la laguna de oxidacién, incluido el
porcentaje de identidad, el nimero de acceso y el nombre de la especie identificada en la base

de datos GenBank (basada en la secuencia de la region ITS).

Regién ITS
Aislados Especie ) %)-de ] Aoceso
identificacion GenBank
5 Chlorella sp 92.96% MNG658362.1
7 Chlorella sp 86.63% KY645969.1
8 Chlorella sorokiniana 96.36% LR215766.1
11 Chlorella sp 96.88% MT810116.1
15 Chlorella miniata 100% KU291890.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY645969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3XBX8SGS016

16 Chlorella miniata 92.46% KU291890.1
18 Chlorella sorokiniana 96.36% LR215790.1
19 Chlorella sp 90.38% KM061459.1
20 Chlorella sp 95% MN658362.1
22 Chlorella sorokiniana 100% JX014220.1
23 Chlorella sp 99.33% MN658362.1
24 Chlorella sp 95.88% MN658362.1
25 Chlorella sorokiniana 91.26% MN658362.1
26 Chlorella sp 96.72% MN658361.1
29 Chlorella sp 100% MN658362.1

Chlorella sp se pudo observar tanto en AS1 como en la descarga de sistema, a diferencia de
Chlorella miniata esta predomino en AS1, Chlorella sorokiniana se observo en la descarga
del sistema. Chlorella es una de las especies que predomina en las aguas residuales. Singa,
Retal., (2017) menciona que las aguas residuales con un medio de crecimiento rentable para
la produccion de biomasa, asi como para la eliminacion de nutrientes para evitar la
eutrofizacion, mencionado que la especie Chlorella puede remover un 87.9 y 98.4 de
nitrégeno y fdsforo totales. En un estudio realizado por Eladel et al., (2019) observo el
comportamiento de Chlorella sorokiniana en condiciones controladas utilizando como

medio de cultivo agua residual. Los resultados observados mostraron 74.2, 83.3 y 78% de

remocion de NOs-N, NHs-N y fosforo total, respectivamente.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM061459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3XCUDGNS016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN658362.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3XCZ4E0N016

7. CONLCUSIONES

El presente estudio ha descrito la eficiencia de tratamiento de lagunas de oxidacion, la
correlacion que existe entre los pardmetros evaluados. Conceptualmente es posible sefialar
que la remocién de la materia organica es funcion de la presencia de nutrientes y por
consecuencia de la biomasa activa. Las lagunas de oxidacion para el tratamiento de agua
residual municipal, las cuales pueden remover aceptablemente indicadores como DQO,
coliformes totales, fecales y colifagos nativos, asi como nutrientes responsables de la
eutroficacion de los cuerpos de agua superficial. Sin embargo, también los resultados
observados muestran los bajos niveles de remocidn de SST que contrastan con los porcentajes
de remocion de los indicadores microbiol6gicos observados. En relacion con los
protozoarios, rotiferos y microalgas. Los resultados del presente estudio indican que los
rotiferos no son una parte importante de la biomasa activa en sistemas de lagunas de
oxidacion para tratamiento de agua residual, sin embargo, su papel como indicador de
toxicidad del efluente debe ser evaluado en posteriores estudios. Adicionalmente, es
importante sefialar la correlacion positiva entre microalgas y protozoarios, en especial
durante el periodo de bajas temperaturas; también, la mayor concentracién de protozoarios
en el sistema con mayor tiempo de operacion y a su vez el incremento de microalgas al
disminuir estos organismos. Los analisis moleculares sugieren que el género dominante en
las lagunas de oxidacién bajo estudio es Chlorella, también su resistencia a las altas cargas

organicas y a los compuestos derivados de su degradacion como NH4* y NHa.
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