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RESUMEN

Dentro de los diversos problemas ambientales y de salud publica, los relacionados con las
aguas residuales con metales pesados han presentado un incremento en los ultimos afos.
Entre los mas peligrosos se encuentran el mercurio, cromo y plomo que son descargados
con los efluentes de diversas industrias. Actualmente las plantas de tratamiento de aguas
residuales convencionales no son capaces de tratar las aguas con metales pesados, ya que
el sistema bioldgico colapsaria por la toxicidad de estos cationes inorganicos o, en el mejor
de los casos, no presentarian remocién alguna. Aunado a esto, las opciones fisicoquimicas
gue existen en la actualidad como adsorcidn con carbdn activado, intercambio idnico y
precipitacion quimica, siempre presentan alguna desventaja operacional, econémica o de
eficiencia. Derivado de esto, los humedales artificiales (HA) han sido evaluados en los
ultimos afios para la remocion de metales pesados, presentando considerables eficiencias
de remocidn, lo cual podria ser una opcién técnica y econdmicamente viable. No obstante,
las eficiencias observadas en estos sistemas de tratamiento, sélo han sido exploradas desde
el punto de vista de la fitorremediacidn, sin considerar el papel que desempeiian las
bacterias y el medio de empaque utilizado, ademads de que se sabe que existe sinergismo
entre estos componentes. En este orden de ideas, también existen microorganismos
tolerantes a metales pesados que pueden ser empleados en diversos sistemas de
tratamiento para incrementar la capacidad de remocién. Considerando lo anterior, en la
presente investigacion se evalud la remocién, acumulacién y distribucién de mercurio,
cromo y plomo en HA inoculados con cepas tolerantes a dichos compuestos. Basado en
calculos ingenieriles y bioensayos, se implementaron cuatro diferentes sistemas de
humedales empacados con roca volcanica. Dos de los humedales contenian plantas
Phragmites australis, de los cuales sélo uno contenia el indculo bacteriano proveniente del
aislamiento de humedales naturales. De los otros dos sin plantas, sélo uno fue inoculado.
Todos fueron operados bajo las mismas condiciones durante 151 dias, incluyendo
concentraciones de metales pesados tipicas de efluentes industriales reportadas en México.

Ademads, entre las condiciones de operacion se evaluaron dos tiempos de residencia



hidraulica (TRH), 2 y 4 dias. Los resultados indicaron que los HA con plantas e inéculo
bacteriano tolerante, presentaron mayor eficiencia de remocién, pero sobre todo
estabilidad al final de la operacidn en comparacién con los otros HA. En cuanto a la
operacion con los dos TRH, no se observaron diferencias al respecto para los cuatro tipos
de HA, exceptuando el caso de la remocidon de mercurio, en la que si se observé mayor
remocién del metal con TRH de 4 dias. Al final de los 151 dias de operacién y para ambos
TRH, se encontré que los HA con inéculo y plantas, acumularon alrededor del 23.5% del
cromo ingresado en la parte aérea de la planta, lo cual sélo fue observado en este tipo de
HA. Para este mismo HA, fue cuantificado alrededor del 25% del total de plomo ingresado
en la fraccién suspendida del efluente, lo cual tampoco se suscitd en los otros HA, en los
que incluso predomind la fracciéon disuelta. En lo que respecta a la acumulacién vy
distribucién del mercurio, en los dos HA con plantas (con indculo y sin inéculo) la mayor
cantidad de mercurio fue transferida hacia la atmdsfera, alcanzando 31.5% del total
ingresado durante la operacion con TRH de 2 dias y 40.5% con TRH de 4 dias. Con base en
los resultados descritos para el sistema de HA con plantas e inéculo bacteriano tolerante a
metales pesados, se ve conveniente su implementacidn a escala piloto para posteriormente
realizar una evaluacién técnica y econdmica sobre su posible aplicacion a escala real. Asi
mismo, se considera pertinente realizar estudios complementarios sobre la recuperacién
de plomo posterior a la sedimentacidn y la del cromo por procesos posteriores a la poda del
humedal. Finalmente, en cuanto al mercurio podria evaluarse su remocién con el mismo

sistema, pero bajo otras condiciones de operacion que eviten su volatilizacién.

Palabras clave: Remocién de metales pesados, humedales artificiales, inoculacién con cepas

tolerantes a metales pesados



ABSTRACT

Among the extensive environmental and public health problems, those related to
wastewater containing heavy metals have shown an increase in recent years. Amidst the
most dangerous are mercury, chromium and lead, which are discharged by effluents from
various industries. Nowadays the conventional wastewater treatment plants are not
capable to treat sewage containing heavy metals, since biological systems collapse due to
the toxicity of these inorganic cations or, do not register any removal. Likewise, current
physicochemical options as adsorption by activated carbon, ion exchange and chemical
precipitation, always have some operational, economic or efficiency disadvantage.
Constructed wetlands (CW) have been evaluated in the last years for their capacity to
remove heavy metals, with considerable efficiency, which could be a viable technique and
economical option. In spite of observed efficiencies for these treatment systems, these have
been only explored from the viewpoint of phytoremediation, without considering the role
of bacteria and the support media; also the synergy between these components is
unknown. Pursuant to this, microorganisms that are tolerant to heavy metals also exist.
They can be used in various treatment systems to increase the removal capacity.
Considering this, the removal, accumulation and distribution of mercury, chromium and
lead were evaluated in CW inoculated with heavy metal-tolerant strains. Four different
systems of wetlands packed with volcanic rock were implemented based on engineering
calculations and bioassays. Two wetlands were planted and two were unplanted. In each
case one was inoculated and the other not inoculated with heavy metal tolerant strains. All
CW were operated for 151 days under the same conditions, including typical heavy metal
concentrations from industrial effluents reported in Mexico. Two hydraulic retention times
(HRT) were evaluated, namely 2 and 4 days. Results indicated that the planted CW
inoculated with heavy metal tolerant bacteria showed higher removal efficiency, and mostly
higher stability at the end of the operation compared to the other treatments. Regarding
the operation with both HRT, no differences were observed, which applies for the four kinds

of CW, with exception of mercury removal, which was higher with HRT of 4 days. After 151



operation days and for two HRT, 23.5% of total chromium input had accumulated in the
aerial part of the plant biomass of the CW with vegetation and inoculum. In this CW, around
23.5% of total lead was quantified in the suspended fraction of the effluent; the latter was
not observed in the others wetlands, in which the dissolved fraction predominated. In both
planted CW (with inoculum and without inoculum) most of the mercury was transferred
into the atmosphere, reaching 31.5% of the total mercury input with HRT of 2 days and
40.5% with HRT of 4 days. Based on the described results for the system of planted and
inoculated CW, it seems advisable to implement the system at pilot-scale for ensuing a
technical and economic assessment before their application at large-scale. Likewise,
complementary studies should be done to investigate the recovery of lead after
sedimentation, and the recovery of chromium after plant harvest of the CW. Finally, with
regard to mercury, an evaluation of its removal with the same systems, but under other

operating conditions, to avoid its volatilization, should be conducted.

Key Words: Heavy metals removal, artificial or constructed wetlands, inoculation with

heavy-metal tolerant strains
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CAPITULO I. PROBLEMATICA

1.1. INTRODUCCION

En la actualidad, los problemas derivados de la contaminacién han adquirido mayor
relevancia derivada de su gran magnitud y diversidad. Esto ha provocado que la sociedad
en general, vaya tomando cada vez mayor conciencia de los riesgos actuales y potenciales
gue puedan ocasionar. Dentro de este dmbito, uno de los temas de mayor importancia es
el referente a la contaminacién del agua, ya que genera una gran preocupacién, sobre todo
en lo que respecta al tratamiento de aguas residuales contaminadas por procesos
industriales. Estos generan un gran impacto negativo en los ecosistemas, tanto desde el
punto de vista de salud publica como ambiental, debido a sus constituyentes fisicos,

guimicos y bioldgicos.

Dentro de los componentes arriba mencionados, destacan los que son de tipo
inorganico disuelto como los metales pesados, ya que alteran de manera significativa las
condiciones naturales de un ecosistema (Crites y Tchobanoglous, 2000; Manahan, 2007;
Masters y Ela, 2008). La rapida industrializacidn ha ocasionado el incremento de la
disposicion de los metales pesados en los ecosistemas, su uso extensivo durante las Ultimas
décadas, inevitablemente origina un incremento en el flujo de sustancias metalicas hacia
los ambientes acudticos, en donde son descargados en grandes cantidades a través de
aguas residuales de las industrias relacionadas con la mineria, producciéon de baterias,
papel, curtido de pieles, galvanoplastia, manufactura de circuitos integrados, entre otras

(Fuy Wang, 2011).

Aunado a lo mencionado en el parrafo anterior, los metales pesados que se
encuentran disueltos y, por ende, biodisponibles, como el Cd, Cr, Pb y Hg, se consideran de

las sustancias mas peligrosas presentes en aguas residuales, ya que propician graves efectos



sobre la salud de los ecosistemas incluyendo a los seres humanos, pudiendo causar dafios

por toxicidad, teratogenicidad, carcinogénesis o mutagénesis (Brown, 2000; Dickson, 2006).

Un ejemplo de lo anterior es el efecto de autoinmunidad que provocan ciertos
niveles de mercurio y plomo en el cuerpo humano, donde el sistema inmune ataca a sus
propias células, dando como resultados secundarios la artritis reumatoide, dafio en los

sistemas circulatorio y nervioso, y dafios en general al cerebro (Amuda y col., 2007).

En paralelo con lo anterior y en lo que respecta a los procesos convencionales de
tratamiento de aguas residuales, especialmente los que emplean sistemas biotecnolégicos,
la presencia de los metales pesados, dada su naturaleza inorgdnica, provoca que en general
dichos contaminantes inorganicos no puedan ser metabolizados, sino se acumulen en los

organismos responsables de esos procesos bioldgicos (Barakat, 2011; Cheng y col., 2002).

Todo lo anterior representa un gran reto al momento de seleccionar y proyectar
tecnologias sostenibles para el tratamiento de las aguas residuales con metales pesados y
a su vez, constituye una oportunidad para el desarrollo pertinente y creativo de la ingenieria

ambiental (Ascuntar y col., 2006).

Ante la problematica expuesta, se han venido implementado tecnologias para la
remocion de metales en las aguas residuales, que consisten principalmente en adsorcién
con carbdn activado, precipitacidon en forma de hidréxidos o sulfuros, intercambio idnico
con resinas y filtracion con membranas que, en algunos casos, presentan altas eficiencias
de remocidn. Sin embargo, ademas de transferirlos a otra fase (lodos con altos contenidos
de metales pesados y de grandes volumenes), tienen altos costos de instalacion, operacion
(especialmente energéticos) y mantenimiento (Barakat, 2011). En este sentido, los sistemas
naturales, en especial los humedales artificiales, son una alternativa ya explorada en
algunas empresas que los generan ya que se han reportado buenas eficiencias de remocion,

tanto de contaminantes orgdnicos como inorgdnicos, sumado a sus bajos costos de



construccion operacion y mantenimiento, asi como los beneficios colaterales que se

generan (espacios verdes, hdbitats para vida silvestre, etc.) (Akratos y col., 2008).

Los humedales artificiales de flujo subsuperficial (HAFSS) presentan algunas ventajas
en comparaciéon con otros sistemas de tratamiento de aguas residuales, dentro de las que
se pueden mencionar la minima o nula necesidad de equipos mecdnicos, electricidad u
operadores calificados (EPA, 2000; Garcia, 2005). Aunado a lo anterior, las raices de
macrofitas, también contribuyen en la depuracion del agua por medio de la fitodepuracion
y provocan un mayor tiempo de residencia hidrdulico, dada la interaccién entre el agua y
las raices (DeLaune y Pezeshki, 2001), aspecto que permite que se lleven a cabo con mayor
eficiencia las reacciones bioquimicas y, por ende, la remocidn de los contaminantes dentro

de este tipo de sistemas (IWA, 2000).

Los sistemas de HAFSS presentan altas eficiencias de remocién de compuestos tanto
organicos como de metales pesados, debido a los procesos combinados que resultan de las
interacciones entre las plantas, el medio de empaque y las bacterias (Vymazal y Krépfelova,
2009). De los dos primeros, se han realizado numerosos estudios con el fin de lograr mayor
entendimiento, y con esto, entender y optimizar los procesos para la remocién de los
metales pesados presentes en el agua residual. Sin embargo, para un completo
entendimiento y optimizacién, resulta conveniente investigar, también, la intervencion de
las bacterias en el proceso, ya que desempefian un papel importante al acumular los
metales en su biomasa, especialmente si ésta es tolerante a dichos contaminantes en

estudio.

Existen recientes trabajos de investigacidn sobre aislamientos bacterianos
expuestos a soluciones con metales pesados (Carballo y col., 2009; Rathnayake y col., 2010;
Salgado-Bernal y col., 2012; Xie y col., 2010). Entre éstos, destaca el desarrollado por
Salgado-Bernal y col. (2012) quienes aislaron consorcios bacterianos provenientes de un
humedal natural, encontrandose cepas bacterianas que ademas de presentar tolerancia a

ciertos metales pesados, exhibieron remocién de los mismos en la fase acuosa.



Bajo este esquema, surge el interés del presente tema de investigacién, enfocado a
la remocion de los metales pesados a través de un sistema que simula un humedal artificial,
enfatizando en el andlisis de su remocion el efecto de la inoculacién con consorcios

bacterianos tolerantes.

1.2. OBJETIVOS y ALCANCES

1.2.1. Objetivo general

Estudiar la remocién de mercurio, plomo y cromo en humedales artificiales

inoculados con cepas tolerantes a metales pesados.

1.2.2. Objetivos especificos

» Implementar un sistema, a escala de laboratorio que simule un humedal artificial
capaz de remover mercurio, cromo y plomo en disolucion.

> Evaluar la remocién de metales pesados en humedales artificiales bajo la operacién
de dos tiempos de residencia hidraulica.

» Estudiar los destinos ambientales de los metales pesados de interés, dentro de un
humedal artificial.

» Evaluar el efecto de inocular humedales artificiales con cepas tolerantes a metales
pesados sobre la remocién, acumulacién y distribuciéon de mercurio, plomo y cromo

en los sistemas en estudio.



1.2.3. Alcances

La presente tesis se circunscribe al diseno, instalacidn y seguimiento de un sistema
a escala de laboratorio que simula un humedal artificial, inoculado con cepas tolerantes a
metales, para su remocidn de un agua residual sintética que los contiene en
concentraciones reportadas para efluentes industriales. Asi mismo, se evalta incluyen los
resultados del efecto de adicionar los microorganismos tolerantes sobre la acumulacion y
distribucién de los metales pesados dentro de estos sistemas de humedales artificiales a

escala de laboratorio.



CAPITULO Il. FUNDAMENTOS TEORICOS

En el presente capitulo se describen los aspectos tedricos relacionados con los temas

desarrollados a lo largo de la investigacion.

11.1. METALES PESADOS EN EL AMBIENTE

Los metales pesados (MP) constituyen un grupo cercano a los 40 elementos de la
Tabla Periddica, que poseen una densidad mayor a 5 g cm™3. Sin embargo, desde el punto
de vista ecotoxicoldgico, el rango distintivo es que a pesar de que muchos de ellos son
esenciales para el metabolismo como el V, Fe y Zn, se ha reportado que también tienen
efectos toxicos sobre las células, principalmente como resultado de su capacidad para
alterar o desnaturalizar las proteinas. Existe vasta informacion sobre los efectos a la salud
que pueden causar los MP, incluyendo un incorrecto desarrollo del cuerpo humano, cancer,
daino a los érganos internos y trastornos al sistema nervioso. En altas dosis, los MP pueden
causar dafios irreversibles a diferentes partes del cerebro y en casos extremos la muerte
(Barakat, 2011). En la Tabla 2.1 se mencionan los principales efectos que propician los MP
con mayor relevancia ambiental, asi como los efectos a la salud al alcanzar su concentracion

letal media (CLM).

Debido a la movilidad que presentan los MP en los ecosistemas acuaticos naturales
y a su toxicidad para las formas superiores de vida, los iones de MP presentes en aguas
superficiales y subterraneas son considerados como los contaminantes inorganicos mas
importantes en el ambiente (CEPIS, 2001). Aun cuando se encuentren en cantidades bajas,
sus caracteristicas recalcitrantes y su consiguiente persistencia en cuerpos de agua implican
que, a través de procesos naturales como la biomagnificacidén, su concentraciéon puede
llegar a ser téxica. Los MP pueden encontrarse en su estado elemental o en forma de sales
por medio de enlaces idnicos. De cualquier manera, los iones metalicos no pueden ser

mineralizados como la materia orgdnica (Cafiizares-Villanueva, 2000; Khan ycol., 2009).



Numerosas industrias, a través de alguno de sus procesos, generan efluentes con
concentraciones de metales pesados como el Hg, Pb y Cr superiores a las CLM presentadas
en la Tabla 2.1. En efecto, en la Tabla 2.2 se muestran las concentraciones de esos tres

metales, reportadas para los efluentes de las industrias que los generan en mayor cantidad.

Tabla 2.1. Efecto tdxico y concentracién letal media de los metales pesados con mayor
relevancia ambiental y de salud publica. Tomado de Babel y Kurniawan (2004)

Metal pesado Efecto toxico CLM, mg L
Arsénico Manifestaciones cutaneas y enfermedades vasculares 0.05
Cadmio Desdrdenes renales y carcinogénico humano 0.01

Dolor de cabeza, nduseas, diarrea, vomitos y

Cromo . L 0.05
carcinogénico humano

Cobre Dafios al higado, Enfermedad de Wilson e insomnio 0.25

Zinc Depresion, letargo y daino neuroldgico 0.20

Plomo Enfermedades en el sistema nervioso central y circulatorio 0.006

Mercurio Problemas reumatoides y enfermedades en el sistema 0.0003

nervioso y circulatorio

Tabla 2.2. Concentraciones de metales pesados reportadas en los efluentes de diversas
industrias que los manejan en/para su proceso de produccion
Metal que concentracion

Principal industria o proceso Referencia
generan mg L!

Curtido de PI,EIeS 4 Cr 5-75 Barrera, 2003

galvanoplastia

Subproducto de mineria, Pb 7-130 Lavado y col., 2010

refinerias, baterias y plomo

Mineria, amalgamacion Hg 0.0005-0.2 Loredo y col, 2003




I.2. METODOS CONVENCIONALES PARA LA REMOCION DE METALES PESADOS DE LAS
AGUAS RESIDUALES

Ante la problematica, tanto ambiental como de salud publica, derivada de los
efectos potenciales que producen las descargas de aguas residuales con presencia de
metales pesados, las normativas! en materia aplicables son sumamente estrictas, tanto a
nivel nacional como internacional, estableciendo limites maximos permisibles cada vez
menores (Fu y Wang, 2011). Dentro del campo de la Ingenieria Ambiental, se han
implementado varias tecnologias para la remociéon de metales pesados, de las cuales a

continuacion se realiza una breve descripcion.

11.2.1. Precipitacion con hidroxidos

En la actualidad, la precipitacién con hidréxidos es la técnica mas utilizada a nivel
industrial para la precipitacién de los metales pesados. Se basa en adicionar hidréoxidos de
calcio o sodio, propiciando un pH de 8 a 11, lo cual conlleva a que los metales contenidos
en el agua residual reaccionen con los hidréxidos, dando lugar a hidréxidos metalicos, los
cuales pueden ser removidos por floculacidn y sedimentacion (Huisman y col., 2006). Al
respecto, autores como Charemtanyarak (1999) y Chong y col. (2009) reportan buenos
resultados de esta tecnologia en pruebas experimentales de aguas residuales tanto

sintéticas como provenientes de complejos industriales.

A pesar de lo mencionado en el parrafo anterior, se sabe que la precipitacién con
hidroxidos presenta dos grandes limitaciones. En primer lugar, los lodos producidos que
contienen los hidréxidos metdlicos exhiben una densidad muy baja, por lo que abarcan
grandes volumenes, presentando dificultades técnicas y econdmicas para su deshidratacion

y reutilizacién o disposicidon controladas (Polprasert, 1996). La segunda limitacion es que

! Normativa: Conjunto de normas aplicables a una determinada materia o actividad. Normatividad no est3
registrada en el DPD (Diccionario Panhispdnico de Dudas, 2005)



algunos de los hidroxidos metalicos son de naturaleza anfdtera y la mezcla de ellos puede

provocar que el pH éptimo de alguno provoque la solubilidad de otro (Dickson, 2006).

11.2.2. Precipitacion con sulfuros

La solubilidad de los sulfuros metalicos, es menor que la de los hidréxidos metalicos
y no presentan naturaleza anfétera como los segundos. Ozverdiy Erdem (2006) mencionan
gue el mecanismo de remocidn que gobierna la remocién de los iones metdlicos se presenta

a valores bajos de pH (<3), y se ilustra en la siguiente ecuacion:

M2 () + HaSg) = MS(spb+ 2Haq) (2-1)

Con base en este principio, en los ultimos afios se ha venido implementado el uso
de bacterias sulfato-reductoras (BSR) que, a través de la reaccién (2-2), producen H,S

factible para unirse a los iones de interés, esto es:

35042 + 2CH3CH(OH)COOH — 3H,S + 6HCO3" (2-2)

en la ecuacion anterior(CH3CH(OH)COOH) corresponde al compuesto microbiano (sin

considerar el nitrégenos, fésforo y arsénico).

Autores como Alvarez y col. (2007) y Morling (2010) han utilizado reactores
biolégicos secuenciales (SBR, por sus siglas en inglés) y reportan buenas eficiencias de

remocion, tanto de materia organica como de metales pesados.

Sin embargo, cabe destacar que el proceso de precipitacion con sulfuros es
peligroso, ya que los iones metalicos en soluciones acidas pueden evolucionar a H,S que es
un gas toéxico, aunado a que los sulfuros metalicos tienden a formar precipitados coloidales,
lo cual puede provocar problemas en las etapas de sedimentacion (Fu y Wang, 2011).

11.2.3. Intercambio idnico



El proceso de intercambio idnico para la remocién de metales ha sido utilizado por
muchas clases de industrias, ya que presenta atractivas ventajas como la capacidad para
tratar grandes voliumenes y presentar altas eficiencias de remocién. No obstante, las
ventajas que se mencionan se refieren al uso de resinas sintéticas (Alylz y Veli, 2009), que

son sumamente costosas.

Ante esto, lo ideal es llevar a cabo el proceso de intercambio idnico utilizando resinas
inorganicas de origen natural como la zeolita. Investigadores como Doula (2009) han
trabajado y reportado que, a pesar de obtener resultados aceptables (eficiencias de
remocion entre 25 y 50 %), la capacidad de remocidon de metales pesados de las zeolitas es
limitada en comparacién con las resinas sintéticas, ademds de que aun se necesita mucha

investigacion para la aplicacion de zeolitas a escala industrial (Motsi y col., 2009).

11.2.4. Adsorcidn

Actualmente la adsorcién es una opcidon econémica y efectiva para el tratamiento
de metales pesados en las aguas residuales. El carbdn activado es la principal materia prima
utilizada por este método, dada su gran area superficial (Jusoh y col., 2007; Kang y col.,
2008). Sin embargo, en la actualidad se experimenta el agotamiento de la fuente del carbén
activado comercial, propiciando que se incremente su precio de adquisicion, por lo que se
empieza a limitar su utilizacion como adsorbente, ademas de la problematica derivada de

su disposicidn final.

11.2.5. Filtracion con membranas

La filtracidn con membranas es una tecnologia que puede remover los iones de
metales pesados con gran eficiencia, pero es sumamente costosa y compleja en su
funcionamiento y operacion, aunado a que con el transcurso del tiempo presenta
“ensuciamiento” o colmatacidn, que da lugar a un bajo flujo por unidad de area o flux en

inglés (Fuy Wang, 2011).
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11.3. SISTEMAS DE HUMEDALES ARTIFICIALES

Los primeros estudios sistematicos sobre los humedales artificiales se realizaron en
el Siglo XX, en la década de los cincuenta en el Instituto Max Planck en Alemania. En los
afos setenta y ochenta se dio su construccién y ya para la década de los noventa esta
tecnologia, inicialmente desarrollada para el tratamiento de aguas residuales municipales,
se extendid para el tratamiento de escurrimientos superficiales o escorrentias y para drenes
agricolas, asi como para algunas aguas residuales industriales. Asi mismo, autores como
Giraldi y col. (2003), Kadlec y Knight (1993) y Kadlec y Wallace (2009), dan cuenta de una
buena historia del empleo de humedales naturales y artificiales para el tratamiento de

aguas residuales.

Como se menciond en la introduccion, los humedales artificiales se clasifican en dos
grupos segun el tipo de flujo que presenten. Estos son de flujo libre superficial (HAFLS) y de
flujo subsuperficial (HAFSS). Los primeros son similares a las lagunas de estabilizacién, por
lo que el agua residual es depurada al transitar libremente a través del humedal, con la
inclusion de que éste contiene plantas acuaticas, emergentes o flotantes. Por su parte, los
de flujo subsuperficial consisten en hacer pasar el agua residual a través de un medio poroso
o empaque (arena, grava, tezontle?, arcilla o combinacidon de éstas) que sirve de soporte
para las raices de las plantas emergentes. Cabe aclarar, que independientemente del
aspecto hidraulico (flujo continuo, intermitente o por lotes), lo que marca la diferencia

entre los HAFLS y los HAFSS es la presencia del medio de empaque.

En efecto, la presencia de dicho material de empaque proporciona una mayor area
superficial disponible para el establecimiento de microorganismos dentro del sistema, los
cuales se desarrollan en forma de biopelicula (biomasa adherida a un medio de soporte).

Esto se ve reflejado en las altas tasas de remocidn para los contaminantes biodegradables

2 Tezontle es una palabra de origen nahuatl para designar a rocas de origen volcanico muy ligeras y porosas,
de tetl, piedray tzontli, cabello (ligeras como los cabellos) (Cabrera, 2002)

11



disueltos, medidos como demanda bioquimica de oxigeno (DBO), que presentan los HAFSS
(0.85 d* a 20°C) en comparacion con los de flujo libre superficial (0.09 d! a 20°C) (IWA,
2000; Kadleck y Knight, 1993; Wood, 1995). Aunado a esto, la presencia subsuperficial del
agua residual, evita que se presenten olores y vectores desagradables, lo cual abate algunas

desventajas de estos sistemas de tratamiento.

Dentro de los de tipo subsuperficial, existen los de flujo horizontal y vertical. Los
primeros son reactores de flujo continuo que requieren cierta pendiente para garantizar un
gradiente hidraulico que permita el flujo del agua y las caracteristicas de su disefio permite
gue exista remocidn de nitrégeno, debido a la ocurrencia de condiciones aerobias, andxicas

y anaerobias.

Por su parte, los humedales de flujo subsuperficial vertical son dosificados de
manera intermitente por lo que son reactores de flujo semicontinuo. Esto propicia una
mayor transferencia de oxigeno por conveccién, lo cual ayuda a evitar la colmatacién, ya
gue se mineralizan mas eficientemente los compuestos suspendidos volatiles, ademas de
gue es necesario para su degradacién y para la nitrificacién (Langergraber y col., 2007;

Lightbody y col., 2009).

En la Figura 2.1 se observa la constitucion y patrén de flujo que diferencian a los tres

tipos de humedales artificiales utilizados para el tratamiento de aguas residuales.

Como se menciond anteriormente, también pueden ser operados como sistemas
por lotes (batch en el idioma inglés) en el que puede existir tiempo de residencia hidrdulica
(de reaccion o de permanencia del agua dentro del sistema para sistemas batch) pero sin

cargas organicas ni hidraulicas.
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Figura 2.1. Diferentes tipos de humedales artificiales usados en el tratamiento de aguas
residuales. A) de flujo libre superficial, B) de flujo vertical subsuperficial y C) de
flujo horizontal subsuperficial. Modificado de Tilley y col. (2014)

11.3.1. Remocidn de metales pesados empleando humedales artificiales

Los humedales artificiales de flujo subsuperficial (HAFSS) han demostrado ser
sistemas eficientes para el tratamiento de diversos tipos de agua residual. Autores como
Hadad y col. (2006), Jayaweera y col. (2008) y Khan y col. (2009), describen casos en los que
los HAFSS son utilizados por el sector industrial para remover metales pesados de las aguas
residuales, concluyendo buenos resultados de su implementacion, aunado a las ventajas
econdmicas y operacionales que presentan (Kadleck y Wallace, 2009; Kivaisi, 2001; Vymazal

y Kropfelova, 2009). Esto da lugar a que investigaciones recientes se basen en explorar sus
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ventajas y profundizar en el analisis de su funcionamiento, con la finalidad de obtener una
mejor comprensidon de sus procesos y poder incursionar en nuevas aplicaciones dentro del

tratamiento de las aguas residuales.

Un ejemplo de lo arriba mencionado, es el estudio realizado por Khan y col. (2009),
quienes implementaron un sistema de humedal artificial para tratar los efluentes de la zona
industrial de Swabi, localizada al suroeste de Pakistan. El sistema de tratamiento consistio
en siete celdas arregladas en linea, con un area total de 4,145.72 m?, un tiempo de
residencia hidrdulico de 40 h y las plantas utilizadas fueron macrofitas de la regién. Los
contaminantes de interés en el estudio, fueron Pb, Cd, Fe, Ni, Cr y Cu, cuyos porcentajes de

remocidn se muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Eficiencias de remociéon de metales pesados, por medio del sistema de humedales
implementado por Khan y col. (2009)

Pb cd Fe Ni Cr Cu
Influente del humedal, mg L 1.56 0.62 0.27 2.76 0.35 1.45
Efluente del humedal, mg L 0.78 0.05 0.07 1.63 0.07 0.75
Eficiencia de remocidn, % 50 91.9 74.1 40.9 89 48.3

Con base en los resultados obtenidos, los autores concluyen que los humedales
artificiales son una tecnologia eficiente y sostenible para la remocién de metales pesados,
ademas de presentar la gran ventaja de costo-beneficio. No obstante, la remocidn de dichos
contaminantes se la atribuyen solamente a la fitorremediacién y a las precipitaciones que
pueden ocurrir dentro del sistema, sin considerar la intervencién de los consorcios

microbianos y del material de empaque de los humedales.

Otro estudio relacionado con el uso de humedales artificiales para el tratamiento de

metales pesados, es el realizado por Cheng y col. (2002) quienes analizaron durante 14
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meses el comportamiento de un humedal artificial de flujo vertical subsuperficial con
vegetacién de la especie Cyperus alternifolius, empacado con grava y arena que en
promedio propiciaban una porosidad del 35%. Con la finalidad de inocular el sistema, el
humedal fue alimentado con agua residual tratada por un sistema lagunar anaerobio
convencional. Posteriormente los autores procedieron a alimentarlo con agua sintética
cuya composicién ademads de contener las mismas caracteristicas del primer influente,
contenia metales pesados. La composicion del agua residual utilizada durante la dltima fase

experimental se indica en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Composicién del agua residual sintética utilizada por Cheng y col. (2002) para alimentar
el humedal artificial evaluado en su investigacién

Compuesto quimico miligramos disueltos en 1 L de agua residual
KH,PO,4 3.5
Na,COs3 2.1

KCl 3.51
NH.CI 5.95
NacCl 3.75
MgSQO4 1.25
CeH1206 22.5
Aly(SO4); 10.79
Cd SO, 0.009
Cu SO, 1.04
MnSQO, 0.302
PbSO,4 0.0103
ZnS0Oq 4.25

Los autores destacan que las concentraciones de metales pesados en el efluente se
encontraron por debajo de los limites de deteccidn del método analitico, exceptuando los
valores de Mn, para el cual se presentaron porcentajes de remocion arriba del 80%, lo cual
permitia, al igual que para los otros metales, que se cumpliera con los limites maximos
permisibles que establece la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en

inglés). En paralelo con lo anterior, los autores determinaron la cantidad de metales
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pesados acumulados en la vegetacion y adsorbidos por el medio de empaque,
estableciendo el término Relacion de Acumulacion (RA), el cual se calculé mediante la

siguiente ecuacion:

_ Concentracion de metal en la planta, mg kg™ x masasecade la planta, kg
Concentracién de metal en influente, mg ™" x volumen del humedal, L

(2-3)

Finalmente, los autores mencionan que la acumulacion de metales pesados que
presentd la especie C. alternifolius respecto a la cantidad ingresada, fue de 13.5% para el
Al, 6.6% para el Cd, 32.3% para el Cu, 37.2% para el Mn, 14.6% para el Pb y 5.1% para el
caso del Zn. Todos los resultados expuestos por Cheng y col. (2002) dan indicios del
potencial que pueden tener los sistemas de humedales artificiales para la remocién de
metales pesados del agua residual, ya que ademas de la fitorremediacién se suscitan otros
procesos dentro del sistema de tratamiento que involucran a los otros componentes de los

humedales artificiales.

Por su parte, Buddhawong y col. (2005) estudio la ruta y destino del arsénico y zinc
dentro de humedales artificiales, relacionando la presencia de ambos compuestos en la
vegetacidn y el sustrato, con el potencial redox y las concentraciones de hierro disuelto.
Para ello, construyé humedales artificiales a escala de laboratorio con dimensiones de 0.5
m de longitud, 0.3 m de ancho y 0.3 m de altura, resultando en un volumen total de 45 L.
La vegetacidn utilizada fue Juncus effusus plantadas en grava de 2-5 mm de didmetro, con
volumen efectivo de agua residual dentro del humedal de 14 L, cabiendo destacar que el
contenido de hierro en la grava fue de 43 mg kg™. Los reactores fueron alimentados de
manera discontinua y presentaban tres puntos de muestreo, uno en la parte superior, uno
en la parte media y uno en el fondo de la estructura. Aunque el autor no menciona las
concentraciones de Asy Zn en el influente, en sus resultados sefala que el arsénico decrecid
alo largo del tiempo para los tres puntos de muestreo de cada reactor. Ademas 95 % del As
fue removido del agua por la accién conjunta del medio de empaque y la vegetacion. En lo

gue respecta al comportamiento del Zn, éste decrecio rapidamente, observandose que las
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concentraciones de hierro disuelto aumentaron proporcionalmente a dicho decremento.
Por su parte, los valores de redox oscilaron entre 430 y 600 mV, sin mostrarse diferencias
entre los tres niveles de toma de muestras. A pesar de que Buddhawong y col. (2005)
mantiene mucha informacién de manera implicita, los resultados que reporta dan indicios
del potencial de los humedales artificiales para la remociéon de As y Zn por medio del
intercambio catidnico que propician los constituyentes del medio de empaque coadyuvado

por la asimilacion de la vegetacion.

Otro estudio relacionado con la capacidad de los humedales artificiales para la
remocién de metales es el de Liu y col. (2007), quienes probaron las eficiencias de remocién
de Cd, Pby Zn, usando 19 especies vegetales distintas. La experimentacién consistio en 19
humedales rectangulares de 2 m? de area superficial, utilizando como medio de empaque
25 cm de arena con 2.47% de materia orgdnica, lo cual propicia una capacidad de
intercambio catiénico de 12.4 cm kg*. El agua residual para la alimentacion de los reactores
fue preparada en laboratorio con concentraciones de 0.5 mg Lt de Cd, 2 mg L' de Pby 5
mg L de Zn, siguiendo la metodologia de Demirezen y Aksoy (2004). Por su parte, las 19
especies vegetales que se utilizaron (una por cada humedal) provenian de siete familias

diferentes, lo cual se muestra en la Tabla 2.5.

Después de cuatro meses de operacidén, el autor determind la cantidad de metales
pesados acumulados en cada una de las especies vegetales, a través de una digestidn con
H,02, HF, HNO3 y HCIO4 seguida por su medicién con espectrometria de absorcién atémica.
Los resultados del estudio denotaron que, para los tres metales analizados, el porcentaje
de remocidn (traslocado del agua hacia la planta) oscilé entre 40.5 y 90%. Asi mismo, la
especie que presentd el mayor porcentaje de traslocacién fue Isachne gobosa con mas del
90%, seguida por las especies Cyperus iria y Cyperus difformis que presentaron en promedio

85% de traslocacion para los tres metales pesados.
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Tabla 2.5. Familias y especies de vegetacion utilizadas en los humedales artificiales estudiados

por.Liu y col. (2007)

Codigo usado por el autor

Familia

Género y especie

A

B
C
D

I @O =m m

o =z Z

nw ™ O T

Polygonaceae

Polygonaceae

Compositae
Compositae
Cyperaceae
Cyperaceae

Cyperaceae

Leguminosae
Pontederiaceae

Amaranthaceae

Gramineae
Gramineae
Gramineae
Gramineae
Gramineae
Gramineae
Gramineae
Gramineae

Gramineae

Polygonum lapathifolium
Polygonum hydrpiper
Eclipta prostrata
Aster sunulatus
Cyperus iria
Cyperus difformis
Fimbristylies miliacea
Aeschynomene indica

Monochoria vaginalis

Alternanthera philoxeroides

Echinochloa crus-galli
Echinochloa candata
Echinochloa oryzicola
Zizania latifolia
Digitaria sanguinalis
Eleusine indica
Phragmites communis
Isachne globosa

Oryza sativa L.

En contraste, las especies que acumularon la menor cantidad de los contaminantes

inorganicos fueron Echinochloa candata y Eleusine indica con menos del 41%. El estudio

realizado por Liu y col. (2007) denota la importancia del papel que desempefan las

hidrofitas dentro de los humedales artificiales en la remocién de metales pesados. Asi

mismo, permite conocer las diferencias en cuanto a capacidad de acumulacién entre

diferentes familias y especies vegetales.

Al igual que Lui Dong y col. (2007) y Khan y col. (2009), hay numerosos estudios en

todo el mundo como los de Carballo y col. (2009), Rathanayake y col. (2010), Ruiz-Lépez
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(2009), Yalcuk y Ugurlu (2009) que denotan la eficiencia de los humedales artificiales para
la remocidn de metales pesados por medio de la fitodepuracién. Sin embargo, el papel que
desempeiian los consorcios microbianos en este proceso, aun no se ha estudiado a
profundidad, lo cual limita la explotacién de las ventajas potenciales de los sistemas de

humedales artificiales.

11.3.2. Consideraciones para el disefio de los humedales artificiales

En lo que respecta al dimensionamiento de los humedales artificiales, es habitual la
modelacién de estos sistemas como reactores quimicos basados en ecuaciones cinéticas de
primer orden (Kadlec y Knight, 1996; Kadlec y Wallace, 2009), las cuales, en condiciones de
estado estacionario y flujo piston ideal, predicen un perfil exponencial de las
concentraciones de los contaminantes no conservativos y se denomina modelo K-C. Con
esto es posible definir la concentracion requerida en el efluente (C:) por medio de la
siguiente ecuacion fundamental para el dimensionamiento de los humedales artificiales de

flujo subsuperficial (HAFSS):

Ct = Co.exp(-Kr.t) (2-4)
donde:
C: = concentracidn del contaminante en el efluente, mg L
Co = concentracion del contaminante en el influente, mg L
Kt = constante de degradacién del contaminante, t*

t =tiempo de residencia hidraulico, t

En la ecuacion 2-4, se puede observar la dependencia que tiene la concentracion del
contaminante en el efluente con el tiempo de residencia hidrdulica (TRH o t), ya que a

medida de que el TRH se incremente, mayor sera la remocidn que se logre, es decir, menor

serd la concentracién del contaminante en el efluente (Ct).

19



Lo mencionado en el parrafo anterior, implica que si se incrementa cada vez mas el
TRH, C; tiende al valor de cero. Sin embargo, existira una concentracién final minima, que
por lo general no es cero, y el valor de la concentracién en el efluente se convierte en un
valor asintético conforme el TRH siga aumentando. Es asi como se introduce un nuevo
parametro asintético a la ecuacidn 2-4, que considera que aunque el TRH sea infinito, la
concentracién en la salida del humedal nunca serad cero. Este parametro se denomina
concentracién residual o de fondo (C°), lo que da lugar a un nuevo modelo K-C°, establecido

por Kadleck y Knight (1996):
Ct—C° = (Co— C%).exp(-Kr.t) (2-5)

Con las relaciones que establecen las dos ecuaciones anteriores, Reed (1995)
formuld la ecuacién actualmente utilizada para dimensionar los humedales artificiales de
flujo subsuperficial, en la cual el pardmetro a obtener es el area superficial necesaria para

lograr la concentracién deseada en el efluente:

Q C

Area superficial del humedal = ——< In| =% (2-6)
K, *h*n | C,

donde

Q = Gasto de entrada al humedal, volumen tiempo™
h = Profundidad del medio de empaque, longitud

n = porosidad que exhibe el medio de empaque, adimensional
Determinada el area con la ecuacion anterior, sdlo resta definir las dimensiones de

la longitud y el ancho del humedal, las cuales normalmente se obtienen utilizando las

relaciones longitud:ancho (L:W) recomendadas en la literatura.

20



Aunado a lo anterior, los humedales artificiales, al igual que todos los sistemas de
tratamiento de aguas residuales, tienen que considerar en su disefio los aspectos de carga
hidraulica y orgdnica, ya que en ellas intervienen variables determinantes para el adecuado
desarrollo de los microorganismos y correcto acoplamiento de las estructuras que
componen al sistema de tratamiento. Tanto la carga hidraulica como la organica se
encuentran en funcién del tiempo de residencia hidrdulico (TRH), del gasto de disefio (Q) y
del area superficial del humedal. Adema3s, la carga organica se refiere a la relacién que existe
entre la cantidad de sustrato orgdnico suministrado en el agua de alimentacién, con la
cantidad de microorganismos que utilizan dicho sustrato para realizar sus funciones
bioquimicas, por lo que dicha carga también se encuentra en funcién de la DQO (u otra
medida del material orgdnico presente). Debido a que la Ecuacidon 2-4 solamente es
aplicable cuando Co se refiere a un contaminante no conservativo, y la importancia que
conlleva disefiar los humedales artificiales con las cargas hidrdulicas y organicas adecuadas,
a continuacién se menciona una pequefia resefia de estudios enfocados a la variacion del
TRH, que finalmente redunda en la variacidn de las cargas hidrdulicas y organicas, con la
finalidad de proporcionar las bases hidraulicas necesarias para el desarrollo de la parte

experimental del presente trabajo de investigacion.

Numerosos autores como Platzer y Mauch (1997); Langergraber y col. (2007);
Prochaska y Zouboulis (2009), mencionan que los humedales artificiales de flujo vertical
subsuperficial (HAFVS) disefiados con cargas hidraulicas de 0.05 a 0.060 mm3mm™2 d'y
orgénicas de 10 a 40 g DBO m2d! presentan remociones alrededor del 90% para los sélidos
suspendidos totales (SST), demanda quimica de oxigeno (DQO) y nitrégeno amoniacal
(NH4*). En lo que respecta a la remocién de fésforo inorganico, medido como ortofosfatos
(PO4*), los porcentajes de remocidn oscilan entre 20 y 30%. Cabe mencionar que estos
resultados fueron obtenidos en agua residual doméstica sometida a sedimentacién

primaria antes de entrar a los sistemas de humedales.
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Entre los autores mas citados por los diferentes investigadores en el area de
tratamiento de aguas residuales por medio humedales artificiales, se encuentran Wood y
col. (1995) quienes pertenecen al area de especialistas de la Asociacién Internacional del
Agua (IWA por sus siglas en inglés) y mediante sus investigaciones recomienda como carga
organica para el disefio de humedales artificiales de flujo vertical 7.5 g DBO m=2d™. Asi
mismo, sefalan una relacién largo:ancho de 0.25:1-5:1 y un tiempo de residencia hidraulico
de 2 a 7 dias.

Por su parte, Healy y col. (2006) y Winter y Goetz (2003) mencionan que los
humedales artificiales de flujo vertical subsuperficial deben ser disefiados con un valor de
carga orgdnica que se encuentre entre 6 y 12 g DBO m2d. Con este valor garantizado, las
otras condiciones en el disefio como la porosidad, relacidn largo:ancho y tipo de vegetacion
pueden ser variables. En la Tabla 2.6 se mencionan las cargas hidrdulicas utilizadas por
diversos autores en el disefio de humedales artificiales de flujo vertical subsuperficial y los
porcentajes de eficiencia de remocién obtenidos. Del mismo modo, la Tabla 2.7 se refiere a

las cargas organicas.

1.4. BACTERIAS TOLERANTES A METALES PESADOS

Para el presente trabajo, es importante tener como antecedentes tanto la
interaccion de los microorganismos con los metales pesados, como los estudios
relacionados con la tolerancia y/o capacidad de remocién hacia éstos, que pueden
presentar algunas bacterias.

Los procesos por los cuales los organismos interactian con los metales pesados son
muy diversos. Sin embargo, Cafiizares-Villanueva (2000) menciona que existen en la
practica tres categorias generales de procesos biotecnoldgicos para el tratamiento de
residuos liquidos que contienen metales tdxicos: la biosorcién, la precipitacion extracelular
y la captacién a través de biopolimeros purificados y de otras moléculas especializadas,
derivadas de las células microbianas. Estos procesos no son excluyentes y pueden involucrar

fenémenos fisicoquimicos y bioldgicos.
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Tabla 2.6. Eficiencias de remocion de materia organica obtenidas en humedales artificiales

a diferentes cargas hidraulicas

Autor Localizacién Carga hidraulica Remocidn Remocion
mm3mm2d? DQO % DBO %
. . 18 83 93.8
Masiy col., 2007 Italia 150 94 95
Langergraber y col., 2007 Austria <27 93.8 98.2
Zhao y col., 2009 China 120 N.r. 90
Wood, 1995 USA 2a30 N.r. 92
Kadleck y Knight, 1996 USA 80-300 N.r. 70-95
Vymazal y Kropfelova, 2009 Republica Checa <200 N.r. >80
20 40 N.r.
Kantawanich y Brix, 2009 Dinamarca 50 65 N.r.
80 90 N.r.
E:E’éﬂiﬁ’;‘gg;”o y Luna- México 72 >90 N.T.
Vacca y col., 2005 Alemania 60 90.5 N.r.
Prochaska y col., 2009 Grecia 17 88.5 N.r.
Platzer y Mauch, 1997 Alemania 45-60 >90% N.r.

N.r. No reportado

Tabla 2.7. Eficiencias de remocion obtenidas en humedales artificiales a diferentes cargas

organicas
Carga orgdnica
Autor Localizacion gDBO m2d?  gDQO m?d? TRH (d) Remocion (%)
. . 21 N.r. N.r. 91
Lideritz y col., 2001 Alemania 10 N NT. 95
Brix y Arias, 2005 Dinamarca N.d. <20 N.r. 92
Winter y Goetz, 2003 Alemania <20 N.r. N.r. 93.5
Zhao y col., 2009 China N.d. 1055 N.r. 75
Puigagut y col., 2006 Espafia 22.8a29.8 N.r. N.r. 88
Salas, 2010 México 20 N.r. N.r. 90
, . N.r. 23.1 0.011 36
Garcia y col., 2008 México NLr. 54 0.056 30
20 N.r. 1.5 96.13
. 40 N.r. 1.5 88.315
Prochaska, 2009 Grecia 40 NLT. 3.0 92.05
20 N.r. 3.0 96.78
, 7.6 N.r. 11 22.95
Yalcuk y Ugurlu, 2009 Turquia 11 NT. 3 26.20
Guido, 2008 México 14.6 N.r. N.r. N.r.
. . N.r. 2.9 1.5 83
Massi y col., 2007 Italia NT. ) 3 94
Platzer y Mauch, 1997 Alemania 10a40 N.r. N.r. >90

N.r. No reportado
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En la Figura 2.2 se muestran las posibles interacciones que se suscitan cuando

microorganismos entran en contacto con los metales pesados presentes en solucién.

oS

Adsorcidn / intercambio idnico
Reacciones Redox / transformaciones
Precipitacién

Pared celular

Adsorcion, intercambio iénico
y unién covalente
Atrapamiento de particulas
Intracelular Reacciones redox
Precipitacidn
Metalotioninas

Péptidos de metal gamma-glutamil

cistaina

Enlazamiento no especifico / quelacién

Compartamantalizacién en organelos

Reaccionas Redox / transformacioneas

{Polisacaridos, mucilago, capsulas, etc.)
Intercambio idnico

Atrapamiento de particulas
Enlazamiento no especifico
Precipitacian

Reacciones extracelulares

Precipitacidon por productos excretados
e.g. oxalato, sulfuro

Formacién de complejos vy quelacion
Sideraforos

Membrana celular / espacio periplasmico

Difusidon y transporte ("captaciéon v expulsién™)

Figura 2.2. Mecanismos de interaccién entre metales pesados y microorganismos.

La

localizacion de algunos procesos puede variar entre grupos y cepas. Tomado

de White y col. (1995)

Existen investigaciones a nivel experimental sobre la remocién de metales pesados

por parte de los organismos procariéticos. Un ejemplo de esto es el trabajo de Orellana

(2009), quien evalud la produccion de sulfuro de hidrégeno por parte de un consorcio de

bacterias sulfato-reductoras. El autor reporta que se utilizaron concentraciones de sulfatos

de 10, 20 y 30 mg L' y &cido lactico como fuente de carbono suministrado en

concentraciones de 70, 50 y 20 mg L respectivamente. La mejor produccién de sulfuro de

hidrégeno se obtuvo con la combinacion de 70 mg L' de dcido lactico y 30 mg L't de sulfatos,

el cual se redujo hasta una concentracion 11 mg Lt en el transcurso de 12 horas.
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Rathnayake y col. (2010) estudiaron la tolerancia de dos especies de bacterias Gram
positivas, colonizadoras de suelos pristinos, hacia los metales Zn, Cd y Cu. En su trabajo
aislaron dos especies de bacterias: Bacillus thuringiensis y Paenibacillus polymixa, para
posteriormente someterlas a diferentes concentraciones de los metales en un rango de 0-
8 mg L! e identificar las concentraciones letales medias para cada una de las dos especies

bacterianas.

Los autores reportan que ambas especies de bacterias Gram positivas resultaron
altamente sensibles a la presencia de Cu, lo cual es principalmente cierto para el consorcio
del género Paenibacillus que presentd una concentracion letal media de 0.011 £0.003 mg
L'L. En la Tabla 2.8 se presentan las concentraciones letales medias determinadas para cada

especie bacteriana y para cada metal pesado estudiado.

Tabla 2.8. Concentraciones letales medias de Cd, Cu y Zn para el género Paenibacillus y |la especie
B. thuringiensis (Rathnayake y col., 2010)

Bacteria Cd #* (mglL?) Cu?(mglL?) Zn % (mglL?)
Paenibacillus 1.77+0.16 0.011 + 0.003 7.02£0.44
polymixa
Bacillus. thuringiensis 1.53+0.01 0.082 + 0.004 2.98+0.2

Una investigacidon que resalta para el presente proyecto de tesis, es el trabajo de
Salgado-Bernal y col. (2012), quienes evaluaron la resistencia a metales pesados y su
remocion del agua que presentaron 13 aislados bacterianos provenientes de un humedal
natural, ubicado en Cuba, de la especie Typha dominguensis. Los metales y sus
concentraciones, que le fueron suministrados a las cepas bacterianas fueron 207, 414y 621
mg L! de Pb; 104, 208 y 312 mg L' de Cr; 67.4, 134.8 y 202.2 mgLtdeCdy 2,4y 6 mg L?

de Hg. Los resultados de Salgado-Bernal y col. (2012) sefialan que para el caso del plomo, la
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mayoria de los aislados resultaron resistentes y presentaron remocion del metal. Con
respecto al cromo, cuatro aislados lograron tanto tolerancia como remocién del metal. Por
otra parte, dos aislados resultaron resistentes al cadmio, sin remover el metal de la fase
acuosa y de manera similar al caso del plomo, los resultados del mercurio indican que la
mayoria de los aislados removieron el metal de la solucidn. En sintesis, los autores sefialan
que los 13 aislados mostraron resistencia a mas de un metal, ademas de que por lo menos
seis de ellos presentaron la propiedad de remover los cationes de la solucidén acuosa. Este
resultado plantea el mejoramiento del proceso depurativo de los metales pesados a través
de humedales artificiales, que contengan cepas bacterianas tolerantes que en conjunto con

la vegetacion, sean agentes biorremediantes.

26



CAPITULO Ill. METODOLOGIA

En el presente capitulo se describe en secuencia la metodologia empleada para la obtencién
de los resultados enfocados al cumplimiento de los objetivos del trabajo de tesis

previamente planteado.

l11.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para la parte experimental se trabajd a escala de laboratorio con ocho reactores,
que simulan humedales artificiales, alimentados con agua residual sintética con un
contenido conocido de metales pesados. Cuatro de los reactores contenian plantas, de los
cuales dos fueron inoculados con cepas bacterianas especificas y los otros dos se
mantuvieron sin inoculacién. De los otros cuatro reactores sin plantas, dos fueron
inoculados con las cepas bacterianas y los otros no. Acorde a esto, se trabajé por duplicado
con cuatro tipos de reactores que resultan de las combinaciones entre inoculacién y

vegetacion presente, tal y como se muestra en la Tabla 3.1 y Figura 3.1.

Tabla 3.1. Conformacion de los ocho humedales artificiales en funcidn de la presencia de
la inoculacidn y presencia de vegetacién

Con inéculo Sin indculo
TRH Con planta Sin planta Con planta Sin planta
RIV RI RV RC
2d X X X X X X X X
ad X X X X X X X X
RIV = Reactor con indculo y con vegetacion RV = Reactor con vegetacion
RI = Reactor con indculo RC = Reactor sin indculo y sin vegetacion

En la Tabla 3.1 se indica que el experimento considerd dos factores: tipo de reactor

y tiempo de residencia hidraulico (TRH), teniendo como variable de respuesta o
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dependiente, el porcentaje de remocidn de cada metal pesado. Para el primer factor, los
niveles son: reactor inoculado con vegetacion (RIV), reactor inoculado (RI), reactor con
vegetacion (RV) y reactor sin indculo y sin vegetaciéon (RC). Para el segundo factor, los TRH
son 2 y 4 dias. Este andlisis estadistico, en apariencia, presentaba un arreglo factorial 24 de
tipo mixto, ya que contiene como factor aleatorio el TRH y como fijo el tipo de humedal

artificial, lo cual da un total de 8 observaciones por réplica, 16 observaciones en total.

Phragmites australis
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Dimensiones del Medio de empaque:

reactor: *Escoria volcanica
o¢: 20 cm '¢=4.1 mm
eAltura =34 cm *n=38%

Figura 3.1. Conformacion de los cuatro tipos de humedales artificiales implementados y
caracteristicas constructivas de cada uno de ellos

No obstante, el apego a la aleatorizacion completa del disefio factorial, implicaba
tener 16 unidades experimentales de manera concomitante, lo cual experimentalmente
resulté complicado por la cantidad y dimensiones de los reactores, volimenes de agua,
acumulacién de residuos, y tiempos analiticos. Ademas y de suma importancia, los

humedales artificiales fueron operados durante 151 dias, teniendo 34 mediciones de la
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remocién del metal pesado de interés cada 4 dias (intervalo aplicable para los dos niveles
del factor TRH). Esta consideracion por su naturaleza de temporalidad, también restringio

la aleatorizacién entre bloques del disefio factorial.

Aunado a lo arriba mencionado, el experimento propuesto (Tabla 3.1) se encontraba
en el contexto de parcelas subdivididas con mds de dos factores (que es un caso especifico
del disefio factorial), en el cual las mediciones u observaciones de cada 4 dias también se
consideran como un factor (Montgomery, 2012; Jones y Nachtsheim, 2009). Asi, el arreglo
en parcelas subdivididas para los 3 factores fue el siguiente: 8 parcelas completas, derivadas
de la combinacién de cada uno de los niveles de los factores (tipo de reactor con 4 niveles
y TRH con 2 niveles). Dado que se tuvieron 34 observaciones o mediciones en el tiempo,
este fue el numero de subparcelas para cada una de las parcelas completas (Webster y
Payne, 2002). Asi, se tuvieron 272 observaciones en total por cada réplica, y considerando
qgue el experimento fue por duplicado, en total se tuvieron 544 observaciones para cada

metal pesado. Este arreglo se muestra de manera objetiva en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Disefio experimental de “Parcelas subdivididas con mas de un factor” basado de
Webster y Payne (2002); Montgomery (2012)

Subparcelas Parcelas completas con dos factores (Tipo de reactor y TRH)

Dia de RV RC RIV RI RIV RI RV RC
observacion TRH4d TRH4d TRH4d TRH4d TRH2d TRH2d TRH2d TRH2d

1 X X X X X X X X X X X X X X X X
2 X X X X X X X X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X X X X X
4 X X X X X X X X X X X X X X X X

34 X X X X X X X X X X X X X X X X
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Lo anterior corresponde a un experimento balanceado, ya que los tratamientos son
replicados igualmente. Mas adelante se describen los analisis estadisticos aplicables a los

experimentos realizados.

lI.2. DISENO y CONSTRUCCION de los HUMEDALES ARTIFICIALES a ESCALA de
LABORATORIO

111.2.1. Dimensiones y medio de empaque

Los humedales artificiales, a escala de laboratorio, fueron construidos con cilindros
de cloruro de polivinilo de 39 cm de atura y 20 cm de didmetro. Los contenedores fueron
llenados con roca volcanica (tezontle) con didmetro de particula de 3.8-4.5 mm y porosidad
de 38% (EPA, 2000). Esta porosidad ha demostrado, en diversos estudios, propiciar un buen
funcionamiento por parte de los humedales artificiales al coadyuvar en evitar el fendmeno
de colmatacion, tanto de manera experimental como tedrica. Ademas, dados los objetivos
del proyecto, el tezontle fue lavado y esterilizado en autoclave previo a su disposicidn en
los reactores.

Durante toda la experimentacién, se mantuvo una columna de agua cinco
centimetros por debajo del nivel del tezontle, resultando un volumen de llenado de 4.06 L
y una relacion altura/diametro de 1.7, proporciones sugeridas para este tipo de sistemas a

escala de laboratorio (Puigagut y col., 2006; Winter y Goetz, 2003).

111.2.2. Vegetales utilizados y pruebas de fitotoxicidad

La especie vegetal utilizada en cada uno de los humedales a escala de laboratorio
fue la especie Phragmites australis, que es una hidrofita emergente propia de la region
donde se realizd la experimentacién. Asi mismo, ha demostrado coadyuvar en los procesos
de remocidn que se presentan dentro de los humedales, aunado a que es menos sensible a
variaciones en las condiciones ambientales y fluctuaciones en la alimentacion de los

sistemas de tratamiento (Bonanno, 2011; Cui, 2010; Ordufia-Bustamante y col., 2011). Cabe
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mencionar que para el caso del humedal que contenia vegetales y microorganismos
tolerantes (HAIV), la raiz y el rizoma fueron esterilizados por medio de NaClO (10%) y C,HeO

(70%) (De Souzay col., 1999).

Para conocer los niveles de metales pesados que pueden tolerar las plantas, se
realizé un bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga L. sativa, evaluando los efectos
fitotdxicos de la mezcla de metales pesados de interés. La metodologia fue la descrita por
Sobrero (2004), la cual permite evaluar dicha fitotoxicidad de manera estatica, tanto en el
proceso de germinacién de semillas, como en el desarrollo de las plantulas de lechuga a
través de mediciones de longitud de la radicula e hipocétilo. En términos generales, el
bioensayo consistié en suministrar la mezcla de metales pesados (Cr, Pb y Hg) sobre papel
filtro y algodén contenidos en cajas petri. Las diferentes concentraciones probadas se
describen en la Tabla 3.3. Las pruebas de germinacion se realizaron por triplicado para cada
concentracion y cada réplica contenia de manera dispersa 10 semillas de L. sativa. Una vez
incubados los especimenes de L. sativa se procedié a observar las inhibiciones en
germinacién y/o desarrollo del hipocdtilo y radicula para contrastar los resultados contra el

control (concentracién cero de metales pesados).

Tabla 3.3. Concentraciones de metales pesados en las mezclas aplicadas durante las
pruebas de toxicidad tanto del consorcio microbiano como en las semillas de L.
sativa

Nivel de
Concentracion

Combinacién de concentraciones de metales pesados, mg L!

Cromo Plomo Mercurio

0 0.0 0.0 0.0

1 0.52 0.82 0.003
2 3.50 5.50 0.02
3 10.50 16.50 0.06
4 21.00 33.00 0.12
5 42.00 66.00 0.24
6 70.00 110.00 0.40
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111.3. USO DE CEPAS TOLERANTES A METALES PESADOS

La inoculacidon se realizd en los humedales artificiales RIV y Rl con un consorcio
bacteriano conformado por cinco cepas designadas, aisladas y clasificadas genéticamente
por Salgado-Bernal y col. (2012) como TAN117, TAN119, TAN1113, TAN1115 y TAN217.

Todas del género Bacillus y Gram positivas.

Estas cepas se encontraban en medio agar nutritivo a 4 °C en posicion inclinada y
fueron resembradas en condiciones de asepsia en un nuevo medio previamente esterilizado
para obtener cepas viables, para posteriormente inocular los humedales artificiales con los

procedimientos descritos a continuacion.

111.3.1. Prueba de tolerancia a metales pesados por parte del consorcio bacteriano

Para determinar el grado de inhibicién bacteriana y conocer la concentracién letal
(CL) o efectiva (CE), se realizd un bioensayo con las cinco cepas seleccionadas, con base en
los estudios de Salgado-Bernal y col. (2012). De manera similar a las pruebas de
fitotoxicidad, las concentraciones probadas de los cationes fueron las descritas en la Tabla
3.3, ya que se encuentran cercanas a las maximas reportadas para efluentes industriales de

industrias propias de la rama.

En términos generales, se prepard por triplicado Caldo Nutriente por cada
concentracion de la mezcla de metales pesados a probar (Tabla 3.3). Posteriormente se
procedid a inocular, con asadas, tomando el indculo por picadura de cada Agar Nutriente
gue contenia a las bacterias de interés. Luego de 40 horas de incubacién a 32 °C y 55 rpm
se realizd la cuantificacién de organismos procariéticos por medio del vertido en placa para
obtener los resultados en unidades formadoras de colonias (UFC). La CL so y/o CEsp se
calcularon relacionando las mencionadas UFC con su respectiva concentracion de metales

pesados.
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111.3.2. Inoculacidn de los humedales artificiales

Una vez que se seleccionaron las cepas del consorcio microbiano y se realizaron las
pruebas de toxicidad, se dividié el volumen efectivo del reactor (4.05 L) entre el nimero de
cepas que conforman el consorcio. Entonces cada porcidén de volumen estuvo compuesta
por una de las cepas, en su respectivo caldo nutritivo disuelto en agua sintética. Cabe

mencionar que en esta etapa el agua sintética aun no contenia los metales pesados.

Posteriormente, los humedales (RIV y RI) fueron inoculados vertiendo una por una
las fracciones de volumen de manera aleatoria. Los dos humedales sin inoculacién (RV y RC)
también fueron llenados con la misma agua solucidn, pero sin el indculo bacteriano. La
concentracion de DQO de dicha solucién para cada uno de los humedales artificiales fue de

aproximadamente 700 mg L.

Finalmente, a partir del tercer dia de la inoculacion y de manera diaria, se tomaron
muestras de agua para realizar la prueba de UFC, hasta que conocer en qué tiempo los

reactores se encontraban colonizados.

111.4. OPERACION DE LOS SISTEMAS DE HUMEDALES ARTIFICIALES

111.4.1. Caracteristicas del agua de alimentacién

Los reactores operaron de forma discontinua (“batch”, en inglés), con agua residual
sintética con contenido de fuente de carbono (expresada como 500 mg L de DQO),
nitrégeno (30 mg L1), fosforo (6 mg L) y potasio (30 mg L2), utilizando sacarosa (C12H22011)
sulfato de amonio ((NH4)2S0a), fosfato de sodio (NasPOa4) y nitrato de potasio (KNOs)
respectivamente (Orduia y col., 2011); que fueron disueltos en agua de la llave. A esta
solucion le fueron anadidas las cantidades de sales necesarias de nitrato de cromo,
Cr(NO3s)s, nitrato de plomo, Pb(NOs);, y cloruro mercurico HgCl,, para conseguir las

concentraciones deseadas (21 mg L de Cr, 0.11 mg L de Hg y 28 mg L de Pb. Estas
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concentraciones fueron definidas con base en los resultados de las pruebas de fitotoxicidad
y de tolerancia del consorcio bacteriano hacia los metales pesados, ademds de considerar
las concentraciones caracteristicas de metales pesados que contienen los efluentes de

industrias propias de la rama (Tabla 2.2).

111.4.2. Operacion de los humedales artificiales y toma de muestras

Como se ha mencionado, los humedales artificiales operaron de forma discontinua,
por lo que las variables carga organica y carga hidrdulica no son aplicables, ya que contienen
al flujo volumétrico en su estructura matematica. Por su parte, la variable tiempo de
residencia hidraulico no es aplicable en cuanto al concepto de volumen dividido por el gasto
volumétrico. No obstante, por definicion, también se refiere al tiempo de permanencia del
agua en un sistema, que es particularmente como se maneja en el presente trabajo, que a
la vez se interpreta como el tiempo de recambio de agua que precisamente es la frecuencia
con la que el volumen total, de cada uno de los reactores, es removido y sustituido con
nueva agua de alimentaciéon. Ademads, los resultados de este tipo de operacion son
representados por la ecuacion de balance de masa en estado estacionario. En este sentido,

los tiempos de recambio de agua a probar en la presente investigacién son 2 y 4 dias.

A lo largo de la fase experimental se tomaron muestras del influente y efluente,
cuantificando los parametros de pH, temperatura, pOR, DQO, SSV, UFC y la cantidad de
metales disueltos. Las primeras tres determinaciones se realizan con lo establecido en la
normativa mexicana (DOF, 2000), la DQO por el método que estipula la NMX-AA-030-SCFI-
2001, la determinacién de SSV por la NMX-AA-034-SCFI-2001 y las UFC por la metodologia
descrita de Aquiahuatl y Pérez (2004). Por su parte, la determinacion de metales se realizé
mediante espectrometria de absorcién atémica, en un equipo Perkin-Elmer Optima 4300DV
siguiendo el protocolo del Método 3005A de la EPA (1996). En este método se indica que
las muestras tienen que ser filtradas previas a su medicion en el espectrometro de

absorcién atdmica, por lo que se aprovechd para filtrar en filtros de membrana Millipore®
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de 0.45 pum de diametro, y asi obtener las muestras de metales en suspensién para su

posterior determinacion por el método establecido en el DOF (2002) y EPA (1996).

Finalmente, para el cdlculo del balance de masa, también se determind la cantidad
de metales pesados contenidos en el medio de empaque y en los precipitados que existan,
através de la ISO 11466:1995. Con el mismo objetivo, la biomasa vegetal fue retirada de los
reactores y se le determind la cantidad de metales al separar la parte aérea de la raiz para
conocer si existid hiperacumulacién. La metodologia a seguir es la descrita en Liu y col.

(2007).

111.4.3. Nomenclatura de los humedales artificiales
Para facilitar el andlisis de los resultados de los experimentos, los humedales

artificiales fueron denominados dependiendo de sus caracteristicas:

RC Reactor control, sélo medio de empaque

RV Reactor con vegetales

RI Reactor sin vegetales inoculado con cepas tolerantes
RIV Reactor con vegetales inoculado con cepas tolerantes

111.5. BALANCE DE MASA

En relacién al objetivo enfocado a estudiar la acumulacién y distribuciéon de los
metales pesados dentro de los humedales artificiales, se calculé un balance de masa con
cada metal. En la Figura 3.2 se muestra en términos generales el balance de masa aplicable
a cada metal, considerando las caracteristicas de los humedales artificiales. El recuadro
verde representa la masa total influente que al ingresar al humedal tiene como destinos

ambientales el efluente, el tezontle y la biomasa vegetal, representados con recuadros
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amarillo intenso. De éstos, la biomasa vegetal se subdivide en la parte aérea y la parte
subterranea (rizoma y raiz) y el efluente se subdivide en su fraccidn disuelta y suspendida.
Cada una de estas subdivisiones se consideran subcompartimientos ambientales y se
representan en la Figura 3.2 con recuadros amarillo tenue. Cabe mencionar que en el caso
del mercurio existieron pérdidas por evaporacién y/o transpiracion, lo cual depende de la
especie quimica del metal, que a la vez se encuentra en funcién del pOR y pH del medio

(Huang y Cunningham, 1996; Robinson y col., 2006).

Partiendo de lo anterior, a continuacién se describe la metodologia seguida para
conocer la cantidad de metales pesados en cada uno de los compartimientos indicados en

la Figura 3.2.

Biomasa vegetal]

Raices

Suspendido
—>

Efluente

Disuelto

Figura 3.2. Diagrama del balance de masa para cada metal pesado ingresado en los
humedales artificiales, donde se muestran los posibles destinos ambientales
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111.5.1. Metales pesados en influente y efluente

Dado que se tiene como valor constante el volumen (v) para cada reactor y se
determind la concentracién de cada metal pesado posterior a cada dia de alimentacidn (c),
la férmula para conocer la masa del metal pesado en el efluente se describe en la ecuacién
(3-1).

n
MME=V > ct t=1,.,n (3-1)
t=1

donde

MME = Masa de metal en el efluente, mg

v = volumen del agua de alimentacién, L

ct = concentracion en el tiempo respectivo (c1 = concentracién en el tiempo 1), mg L?
ti = dia de operacion inicial, d

ts = nUmero total de dias de alimentacién, d

Para el caso del influente, la concentracién es siempre la misma, por lo que la férmula queda

de la siguiente manera:

a
MMI = chi i=1,..,a (3-2)
i=1

donde
MMI = masa del metal en el influente, mg

ci = concentracion en el influente, mg L

En lo que respecta a la masa del metal en los sdlidos suspendidos, el procedimiento
analitico seguido considera, a través de la microfiltracion, una separacion entre la fraccion
suspendida y disuelta del metal, y la cuantificacién se realiza a las partes totales y disueltas,

por lo que la cantidad de masa del metal disuelto en el efluente (MMEp) se calcula con la
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ecuacion (3-1) y la masa de metal suspendida en el efluente (MMEs) es la diferencia entre

el contenido en el efluente total y disuelto:

MMEs = MME - MMEp (3-3)

111.5.2. Metales pesados en la biomasa vegetal

En el caso de la masa total de metal presente en los vegetales (MMV), solamente se
utiliza la concentracién de metal cuantificada, ya que por procedimiento analitico se
encuentra en mg kg Asi, este valor es multiplicado por la masa seca de toda la planta,

obteniéndose MMV.

Para conocer la masa de metal en la parte aérea y en la raiz, al momento de extraer
la planta ser realizé la separacion de estas dos partes, procesdandose desde ese momento
como muestras independientes y asi obtener la masa de metal en la parte aérea de la planta

(MMVa) y la masa de metal en la raiz y rizoma de los vegetales (MMVg).

111.5.3. Metales pesados en el medio de empaque

Al igual que con la biomasa vegetal, la concentracidon de metal pesado en el tezontle
es expresado en mg kg1, por lo que para conocer la cantidad de metal pesado en el tezontle
(MMT) solamente se multiplica dicha concentracién por la masa seca de todo el tezontle

contenido en cada reactor.
Finalmente, el balance de masa por cada metal pesado queda definido por la ecuacién (3-

4), donde entrada es igual a salida mas acumulacion.

MMI = MME + MMVa + MMVg + MMT (3-4)
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111.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Partiendo del disefio experimental planteado en el apartado Ill.1 y de lo descrito en
el apartado III.5, acerca de los destinos ambientales de los metales pesados, a continuaciéon
se describen brevemente los andlisis estadisticos empleados para la interpretacion de los
resultados del presente trabajo de tesis. Cada uno de estos andlisis fueron conducidos

utilizando el paquete estadistico Minitab 15 Inc, 2014.

l1.6.1. Andlisis estadisticos de la remocion de metales pesados y otros parametros
fisicoquimicos

Como se menciond anteriormente, el experimento estipulado en la Tabla 3.2 sefiala
gue no fue posible la formacidn de bloques completamente aleatorios, cuya ventaja es que
disminuyen el efector perturbador o ruido que pueda perjudicar en la precisiéon de los
analisis. Consecuentemente, los resultados de remocidn de metales pesados y los valores
de las variables dependientes pOR, pH, DQO, SSV, y temperatura fueron analizados con un
analisis de varianza de medidas repetidas, ya que se encuentran en funcién del tiempo.

Aunado a lo anterior, se analizé la covarianza entre cada variable independiente
para que, en el caso de existir (positiva o negativa), fuera introducida al momento de correr
los analisis y asi conseguir la antidependencia, eliminando algun efecto perturbador o de

ruido (Montgomery, 2012).

111.6.2. Andlisis estadisticos de la acumulacidn y distribucion de metales en los humedales
artificiales

La cantidad de metal acumulado (variable dependiente) en cada compartimiento
ambiental fue contrastada entre los cuatro tipos de humedales artificiales y entre el tiempo
de residencia hidraulico (TRH) utilizado, siendo el tipo de humedal y el TRH las variables
independientes (factores con cuatro y dos niveles respectivamente). Ademas, por cada
muestra se procuraron tres réplicas. Acorde a lo anterior, se aplicd un analisis de varianza

de dos vias.
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Previo a los analisis estadisticos mencionados en los puntos 111.6.1 y 111.6.2 se aplicé
una prueba de normalidad y homocedasticidad de Kolmogorov-Smirnof. En los casos en que
la distribucidn no resultaba normal, se aplicé una transformacién Box-Cox. Sin embargo,
para el caso particular del mercurio, no fue posible la normalizacion de los datos, por lo que
se procedié a analizarlos a través del Modelo Lineal General (MLG) en el que la variable
respuesta puede tener cualquier distribucidon exponencial (normal, gamma, poisson, etc.) y

la varianza de los errores puede variar respecto al tiempo (Montgomery, 2012).
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CAPITULO IV. RESULTADOS y DISCUSION

IV.1. PRUEBAS DE FITOTOXICIDAD

Con los procedimientos descritos en el apartado 111.2.2, se encontré que no
existieron efectos letales por parte de los metales pesados hacia la vegetacién, ya que todas
las semillas lograron germinar después del tiempo de incubacién. No obstante, se
observaron marcados efectos inhibitorios sobre el desarrollo de las plantas en comparacion
con el control que no contenia mezcla de metales pesados, tal y como se muestra de manera

objetiva en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Crecimiento de la radicula e hipocétilo en presencia de cada una de las mezclas
de metales pesados evaluadas (promedios * desviacion estandar)

Longitud Longitud

Cromo, mglL?! Plomo, mglL? Mercurio, mg L! Promedio promedio
Radicula,cm Hipocétilo, cm

0 0 0 2.70x0.16 4.45+0.32

0.525 0.825 0.003 2.14+0.20 4.1310.46

3.5 5.5 0.02 1.93+0.21 3.9610.43

10.5 16.5 0.06 1.41+0.16 3.31+0.25

21 33 0.12 0.31+0.26 1.87+0.12

42 66 0.24 0.26%0.35 2.151+0.51

70 110 0.45 0.18+0.23 1.65+0.20

En esta misma Tabla 4.1, también se aprecia que los tres ultimos valores de la
longitud del hipocétilo (correspondientes a las tres mezclas mads altas de metales) son muy
similares, por lo que la respuesta (efecto) a las dosis altas es practicamente la misma. Por
su parte, en la columna que se refiere a la longitud de la radicula, se puede observar que
ésta decrece de manera proporcional conforme incrementa la concentracién de metales

pesados. Estas respuestas de los érganos vegetales ante el efecto de altas dosis de metales
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pesados suministradas, coincide con lo reportado por Di Salvatore y col. (2008) y por Walter
y col. (2006), quienes también trabajaron con los mismos metales utilizados en la presente

investigacion.

Acorde con esto, en las Figuras 4.1y 4.2 se seialan los porcentajes de inhibicion para
la longitud del hipocétilo y radicula, respectivamente, en funcién de la concentracion de
metales aplicada. La tendencia asintética de la inhibicion es caracteristica de este tipo de
pruebas con especimenes fotoautotrofos, debido a que los compuestos tdxicos inorganicos
pueden circular a través de sus tejidos, con un limite de saturacidon, resultando en una

asimilacién de primer orden (Nagajyotiy col., 2010).

Con base en las curvas de las Figuras 4.1 y 4.2, las concentraciones que causan el
50% de inhibicion en el desarrollo de la radicula e hipocétilo son muy similares entre ambas
partes de la planta, con 0.10 mg L*de Hg, 17.43 mg L'  de Cry 25.45 mg L' de Pb para la
radiculay 0.108 mg L'*de Hg, 16.5 mg L'*de Cry 26.0 mg L'* de Pb para el hipocétilo.

Finalmente, cabe mencionar que los cuatro reactores que contenian vegetales,
operaron durante toda la parte experimental, observdndose que las plantas solo
presentaron ligera necrosis en los dpices de las hojas, lo cual se encuentra relacionado con
el hecho de que los efectos obtenidos en el presente bioensayo fueron subletales y no

letales.

IV.2. SELECCION DEL CONSORCIO MICROBIANO

Con base en los procedimientos descritos en el apartado 111.3, en la Tabla 4.2 se
muestran los resultados de la prueba de toxicidad bacteriana, con la cual se generé la Figura
4.3. En ambas se sefala la tendencia de inhibicidn bacteriana en funcién de la concentracion

de metales pesados aplicada.
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Figura 4.1. Curva Dosis-Respuesta de inhibicién del desarrollo de la radicula, en presencia
de diferentes concentraciones de metales pesados (promedios + desviacidon
estandar)

Por medio de la ecuacién de la curva resultante (caracteristica de primer orden), la Clso
para el consorcio bacteriano resulté en 28.1 mgL™* de plomo, 0.11 mgL* de mercurio y 21
mgL?! de cromo, valores que se encuentran por arriba de los maximos tolerables por
sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas residuales (Jin y col., 2012; Karvelas y col.,
2003) y muy similares a los reportados por Viti y col. (2002), aunque por debajo del estudio
realizado por Congeevaram y col. (2007) quienes realizaron toda su parte experimental in

vitro.
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Figura4.2. Curva dosis-respuesta de inhibicién del desarrollo del hipocétilo en
presencia de diferentes concentraciones de metales pesados (promedios
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Figura 4.3. Curva dosis-respuesta del efecto toxico de la mezcla de metales pesados sobre
el desarrollo o crecimiento bacteriano (promedios * desviacion estandar)
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Estas concentraciones son ligeramente mayores que las obtenidas en las pruebas de
fitotoxicidad. Asi, para definir la concentracién de metales pesados se consideraron los
resultados del presente apartado en combinacién con la Tabla 2.2. Es decir, concentraciones
de Cr, Hg y Pb que se encuentren dentro del rango de los efluentes industriales
caracteristicos de empresas que generan estos compuestos inorganicos y que solamente

lleguen a inhibir alrededor del 50% el desarrollo de la vegetacidn y la densidad bacteriana.

Tabla 4.2. Resultados de UFC y porcentaje de inhibicion en funcién de la concentracién de
metales pesados de cada mezcla evaluada

Concentracion del metal, mg L* Porcentaje de la . L
L Promedio Inhibicion
concentracion
Cromo Mercurio Plomo UFC mL1 %
de metales
100 0.5 120 100 1,300,000 98.9
75 0.375 90 75 5,900,000 95.1
55 0.275 66 55 13,000,000 89.2
20 0.1 24 20 63,000,000 47.5
10 0.05 12 10 80,000,000 33.3
0 0 0 0 1,200,000,000 0

En concordancia con esto y tal como se menciond en el apartado lll.4.1, las
concentraciones de metales pesados en el agua de alimentacidon para cada uno de los
humedales artificiales fueron de 21 mg L' de Cr, 28 mg L' de Pb y 0.11 mg L* de Hg. Cabe
recordar que estas concentraciones se encuentran dentro de los intervalos reportados para
las diferentes industrias que generan al menos uno de los metales pesados probados en
este estudio. Asi, los resultados obtenidos en esta primera fase experimental aportan
criterios para la realizacion de subsecuentes estudios de remocién de metales pesados a
través de este tipo de sistemas bioldgicos. En especifico, permitiran establecer los niveles

factibles de concentracidon a remover, ademas del procedimiento a seguir para identificar
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dichos niveles en el caso de que varien los microorganismos y/o los metales pesados a

evaluar.

IV.3. INOCULACION DE LOS HUMEDALES ARTIFICIALES

Con base en lo descrito en el apartado 11.3.2, cada una de las cinco cepas
seleccionadas fue inoculada en 250 mL de caldo nutritivo (por cada uno de los cuatro
humedales artificiales que operaron con las cepas tolerantes) el cual, con el agua de
alimentacion (Ver 111.4.1), fue llevado a un volumen de 800 mL. Finalmente los cinco
volumenes fueron vertidos aleatoriamente dentro del humedal, resultando un volumen de
~4.0 L por humedal, el cual ya contaba con el medio de empaque y los vegetales (Figura

4.4).

119 1115 1113 217

Figura 4.4. Cepas bacterianas utilizadas para inocular los humedales artificiales. Cada
porcion de caldo nutritivo fue llevada a 800 mL para que en total se tuviera el
volumen efectivo de cada sistema (4.0 L)
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Cabe mencionar que en esta etapa el agua de alimentacidon no contiene metales
pesados y es el mismo procedimiento seguido para los dos tiempos de residencia
hidraulicos evaluados. Ademas, los otros cuatro humedales (RV y RC) fueron llenados con
la misma solucién (caldo nutritivo disuelto en agua de alimentacién) pero sin la inoculacién

bacteriana.

IV.4. DESARROLLO BACTERIANO EN LOS HUMEDALES ARTIFICIALES

Las mediciones de unidades formadoras de colonias (UFC) en cada uno de los
humedales artificiales iniciaron tres dias posteriores a la inoculacién, considerando el

tiempo de proliferacion de los organismos procariéticos (Figura 4.5).

UFC en efluentes de reactores sin metales pesados
200,000 8
ORI
175,000 = RIV
150,000 4 X RV
- ® RC
125,000 o
L :
£100,000
$) m " m ®m
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X
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|
X
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X
e ©o © o ©® o o
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01 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15
Dias posteriores a la inoculacion

Figura 4.5. Cuantificacion promedio de unidades formadoras de colonias, UFC, posterior
alainoculacién, en funcién del tiempo. Los resultados son aplicables a las fases
experimentales con 2 y 4 dias de operacion
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Acorde con esto, en la Figura 4.5 se indica la cantidad promedio de bacterias
presentes en cada uno de los diferentes humedales artificiales (HA), en funcién del tiempo
transcurrido a partir de la inoculacion que fue considerada como el tiempo cero. Se observa
que los HA inoculados (RI y RIV) iniciaron con una gran poblacién bacteriana derivada de la
reciente adicion del consorcio microbiano en caldo nutritivo, el cual resulta una gran fuente
nutrimental para los organismos heterdtrofos. No obstante, al irse consumiendo este
medio, la poblacion desciende hasta el séptimo dia aproximadamente, lo cual
probablemente es resultado de que las bacterias empiecen a adherirse al medio de
empaque en forma de biopelicula, ya que este fendmeno se suscita al presentarse
condiciones adversas o menos Optimas, como lo es el agotamiento del sustrato
(Langergraber y col. 2007). Esto se ve reflejado en una menor cantidad de bacterias
suspendidas, aunque eventualmente ocurren desprendimientos de la biopelicula, tal y

como lo mencionan Yalcuk y Ugurlu (2009); Zhao y col. (2009).

En cuanto a los dos HA sin inoculacién (RV y RC), en la Figura 4.5 se muestra que
presentaron bajas concentraciones de UFC en los primeros dias. Sin embargo, al estar
expuestos a la intemperie, la densidad poblacional fue aumentando, aunque muy por
debajo en comparacién de los reactores inoculados, hasta presentar practicamente un
comportamiento asintético en el dia 12, en el que se asume que los microorganismos se
encuentran en forma de biopelicula adherida al material de empaque (Langergraber y col.,

2007; Yalcuk y Ugurlu, 2009).

Asi mismo, puede observarse que a pesar de que la densidad poblacional en los dos
tipos de HA sin inéculo presentan la misma tendencia, el RV exhibe una mayor
concentracion aproximadamente seis veces que la del RC, lo cual era de esperarse, al saber
que las plantas al ser organismos autoétrofos, aportan carbono al sistema (exudados)

coadyuvando a un mayor crecimiento bacteriano (Clemens, 2006).
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Cabe mencionar que la Figura 4.5 es aplicable para las dos fases experimentales de
2 y 4 dias de TRH, ya que los resultados del desarrollo microbiano previo a la adicién de

metales son practicamente los mismos.

IV.5. SEGUIMIENTO DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los resultados anteriores indican que la biomasa de microorganismos es estable en
todos los HA a los 12 dias de la inoculacion, por lo que el primer llenado con el agua de
alimentacion (nutritiva y con metales pesados) se realizo el dia 15 (ya que se corroboré que
la biomasa fuera estable), iniciando en este punto el seguimiento de la temperatura, pHy
pOR. También se tomdé una muestra para SSV el dia 15 antes de verter el agua de
alimentacion. Por su parte, el seguimiento de la remocién de DQO y metales pesados inicid
una vez transcurrido el tiempo de residencia hidraulico (TRH) que fue el dia 19 para TRH =

4yeldial7 paraTRH = 2.

IV.5.1. Remocion de la demanda quimica de oxigeno

La Figura 4.6 muestra la tendencia de remocién de materia organica (expresada
como demanda quimica de oxigeno, DQO) de los cuatro tipos de sistemas evaluados, para
ambos TRH utilizados. En esta figura se puede observar que hasta alrededor del dia de
operacion 65 existe un decaimiento abrupto de la concentracién de DQO para todos los HA
con ambos TRH, aunque el sistema RC presenta una menor degradacién en el mismo
periodo de tiempo, en especial cuando fue operado con TRH de 2 dias. A partir de este
punto y hasta el dia 151 en el que se termind la operacidn, los sistemas inoculados (RIV y
RI) fueron estables en la remocién de DQO, al exhibirse variaciones menores al 10%, ademas
de que este comportamiento se presenté para ambos TRH. Esta tendencia de remocién
también se observa en el reactor RV operado con TRH de 2 dias. Por su parte, los reactores
RV y RC operados con 4 d de TRH, disminuyeron su eficiencia de remocidon conforme

transcurria el tiempo de operacion.
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Figura 4.6. Tendencia de remocién de la materia organica expresada como DQO, para cada
uno de los humedales artificiales evaluados con TRH de 2 y 4 dias

En la Figura 4.6 se indica que los reactores inoculados (con vegetales y sin vegetales)
presentan la mayor remocién de DQO, llegando a valores alrededor de 90 mg L en el
efluente, equivalentes a un 85 % de remocion. Este proceso fue para ambos TRH evaluados,
resultando valores sin diferencia estadistica tanto entre tipo de humedal (RIV y RI) como
entre los TRH, caso contrario al comparar estos sistemas contra los no inoculados (RV y RC),
presentandose diferencias significativas (F1s3 = 67.45; P<0.05). Ademas los reactores RV y
RC también presentaron diferencias estadisticas entre ellos (F7,3=41.25; P<0.05) y entre los

resultados de su operacion a diferentes TRH (Fs,1 = 23.48; P<0.05).

Los valores de remocién de materia organica coinciden con los reportados por otros
autores que trabajaron con HA a concentraciones similares (Puigagut y col., 2006;
Stottmeister y col., 2003), destacando que en este estudio el agua residual contenia metales
pesados que interfieren con las funciones metabdlicas de los microorganismos (en este caso

asimilacion de materia organica).
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Por otra parte, destaca el hecho de la remocién exhibida por el RC con ambos TRH,
aunque significativamente menor que la de los otros sistemas (F1s,3 = 59.8; P<0.05). Este
abatimiento de la materia organica se explica por la proliferacién bacteriana suscitada por
el intemperismo al que estan expuestos los sistemas de humedales (Kantawanichkul y col.,
2009). Acorde con esto, en la Figura 4.7 se corrobora la presencia de microorganismos

procarioticos en el efluente de los sistemas RC (expresada como SSV).

IV.5.2. Sélidos suspendidos volatiles en los efluentes de los humedales artificiales

En la Figura 4.7 se muestra la tendencia de la concentracién de sélidos suspendidos
volatiles (SSV) en los efluentes de los humedales artificiales (HA). Se denota que para los
dos tipos de HA que se encuentran inoculados (con vegetales y sin vegetales) la cantidad de
SSV, que se asocia con la cantidad de microorganismos suspendidos, incrementa de manera
proporcional conforme lo hace el tiempo de operacidn, tanto para el TRH de 2 dias como
de 4 dias. Esto sucede hasta aproximadamente el dia 105, en el que los valores tienden a
presentar la misma concentracidn en funcidn del tiempo, observdndose asi una tendencia
asintotica.

Para ambos TRH, los valores entre los dos tipos de HA inoculados no presentaron
diferencia significativa (F73 = 42.36; P< 0.05). Ademas, la concentracion de SSV en el
efluente de los sistemas inoculados a partir de los 100 dias de operacidn, coincide con los
rangos reportados en investigaciones previas de humedales artificiales, aunque sin
contenido de metales pesados (Cui y col., 2010; Tietz y col., 2007). Esto indica que la
presencia de estos toxicos en el sistema no inhibié de manera considerable las funciones
metabdlicas de los microorganismos presentes en los HA inoculados, tal y como lo sugiere
Salgado-Bernal y col. (2012).

Por su parte, los HA sin inoculacion presentaron un incremento en la concentraciéon
de SSV similar a los HA inoculados. No obstante, el comportamiento asintético se observa

a partir del dia 60 y con mayores fluctuaciones en la concentracién de SSV hasta el ultimo

51



dia de operacién. Ademas, se puede observar que alrededor del dia de operacion 100 existid
una tendencia descendente en la concentracién de SSV. Esto, independientemente de la
remocion de metales pesados, marca la diferencia entre los microorganismos tolerantes a
metales pesados y los convencionales, que es mas de tres veces la densidad bacteriana
(expresada como mg L de SSV). Entre los sistemas RIV y Rl no existieron diferencias

significativas (F73 = 58.62; P>0.05) ni entre el reactor RV y el RC (F7,3=39.53; P>0.05).

SSV medidos en efluente de cadareactor
90
* K o
O RI4d
20 [ ] 3 .l. —
L [¥]
v .2-' a a"ls [} ERIV4d
. .. (vl ] n
70 - P " -= .
*
L 4 =‘l005v. 00? 00,80 X RV 4d
60 f ¥ ¢ ® RC 4d
> o o e
@ 50 2 ®2.," ¢ RI2d
< X
o ° L] x X X X x
*
2 40 - Aot X X w Ky X mRIV2d
Om y X X ® Xy a X X o X
L X _ oe®%i 0, X % X X RV 2d
30 e x @ Xe e v @K oé X ¥
™ %XX ™ % '..}K?K}K
ok x0ey * eete 1 F L e RC2d
20 "o . . . *8ge
o Be © @ 'Y ]
n s EBge
10 .’ " e
'l e
%.-x s
. XX
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Dias de operacion

Figura 4.7. Concentracion de sdlidos suspendidos volatiles en el efluente de cada
humedal artificial con TRH de 2 y 4 dias

IV.5.3. Potencial de 6xido reduccién
Las mediciones del potencial de 6xido reduccién (pOR) durante los primeros 40 dias,
indican que no existe tendencia alguna para ninguno de los cuatro tipo de reactores, ya que

en la Figura 4.8 solamente se aprecia una nube de puntos alrededor de los 175 mV.
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Entre los dias 60 y 70 empezd a notarse la marcada diferencia entre los HA inoculados y los
no inoculados, ya que para los primeros, los valores del pOR se mantuvieron cercanos a los
200 mV hasta el ultimo dia de operacidn, mientras que en los HA no inoculados, el pOR
disminuyd a partir del dia 40 hasta 70 mV para el reactor con vegetales y hasta valores
alrededor 0 mV para el reactor control, en especial cuando se operd con TRH de 2 dias, en
el que se llegd a valores negativos (Figura 4.8).

Al igual que con la remocidn de materia organica y los SSV, los valores de pOR
registrados en RIV, RV y Rl se encuentran en los rangos de valores reportados en otras
investigaciones, aunque sin emplear metales pesados (Brix y Arias, 2004; Cui y col., 2010;

Orduna-Bustamante y col., 2011).
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Figura 4.8. Valores del potencial de dxido reduccion en cada humedal artificial con TRH de
2y 4 dias
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IV.6. REMOCION DE METALES PESADOS

Para ambos TRH (tiempos de recambio de agua para el presente estudio), los
humedales artificiales (HA) fueron operados durante 151 dias, punto en el que se observo
la estabilizacidon de los sistemas inoculados en cuanto a remocidon de metales pesados,
cabiendo mencionar que en la remociéon de materia orgdnica, fueron estables desde los
primeros 60 dias de operacidn, tal y como se detallé en el apartado 1V.5.1. Aunado a lo
anterior, en el apartado IV.7 se describe la cantidad de metal pesado asociado con los
diferentes componentes de los sistemas de humedales, donde se muestra en términos de

masa, la cantidad retenida y distribucidon de metales en cada uno de los HA evaluados.

IV.6.1 Remocion de mercurio

En la Figura 4.9 se sefiala la tendencia de remocidn de mercurio que presentaron,
en promedio, cada uno de los diferentes tipos de HA. Al respecto, se observa que hasta el
dia 60, los que contienen vegetacién (tanto inoculado como sin inoculacidn), tuvieron la
mayor remocion del metal, y practicamente tienen el mismo comportamiento. A partir de
ese mismo punto y hasta aproximadamente el dia 74, la eficiencia descendié hasta el 50%.
Los altos porcentajes de remocidn de mercurio hasta este punto, pueden relacionarse con
fenédmenos de volatilizacién, tal y como lo sugiere Schliter (2000), aunado a la
evapotranspiracién del metal por parte de la vegetacién (Han y col., 2006), lo cual también
podria explicar el hecho de que los sistemas con vegetacién presentaron mayor remocién

(Figura 4.9).

A partir del dia 90 y hasta el final de la operacidn, las oscilaciones fueron menores y
los HA inoculados mantuvieron su eficiencia alrededor del 50%, mientras que los RV y Rl
removieron alrededor del 35%. Aunque, debido a las grandes oscilaciones, se obtuvieron
diferencias significativas entre todos los HA (Fis3= 31.29; P<0.05). Ademas, el HA control
(RC) descendid en la remocién de mercurio conforme transcurrian los dias de operacion, en

especial el operado con TRH de 2 dias (Figura 4.9).
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En cuanto a la operacién con diferentes TRH, se encontraron diferencias
significativas para todos los HA (F3,1 = 18.61; P<0.05), lo cual puede relacionarse con el hecho
de que a un mayor tiempo de contacto en los HA, exista una mayor transferencia del
mercurio a la atmdsfera por gradiente de concentracidn, tal y como lo sugieren Kabata-
Pendias y Pendias (2001); Schliiter (2000) y Ventura y col. (2005), fendmeno del que se hace

mencién en el apartado IV.7.2.
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Figura 4.9. Remocién promedio de mercurio en cada humedal artificial con TRH de 2 y 4

dias

IV.6.2 Remocion de cromo

En la Figura 4.10 se observa la remocién de cromo que exhibioé cada uno de los HA
con ambos TRH. Durante los primeros 80 dias todos los sistemas, con excepcién del RC,
presentaron una tendencia de remocion estable, al oscilar entre las mediciones alrededor
de un 15%, cabiendo mencionar que el RIV presenté aproximadamente 20% mas de
remocion que los otros HA, sobre todo cuando se operd con un TRH de 4 dias. Posterior al

dia 80 y conforme transcurria el tiempo de operacién, solamente los HA inoculados (RIV y
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RI) fueron estables hasta el ultimo dia de operacidn, comportamiento observado para

ambos TRH.

Aunado a lo anterior, en la Figura 4.10 se aprecia que los HA RIV mostraron
fluctuaciones cada vez menores, considerandose desde el punto de vista de operacion de
reactores, estables al tener una variacién menor del 10 %. Por su parte, la eficiencia de
remocién de los HA con vegetacion sin inéculo (RV) fue decayendo a partir del dia 80 y hasta
el final de la operacién. Esta misma tendencia, pero de manera mas pronunciada, fue
observada en los sistemas RC, ya que a lo largo de la operacidn la remocidn decayd del 50%
hasta menos del 10% (Figura 4.10). Acorde a esto, los humedales RC presentaron diferencias
estadisticamente significativas con los demas HA y fueron los Unicos significativamente

diferentes al operarse con diferente TRH (F153=62.75; P<0.05).
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Figura 4.10. Remocion promedio de cromo en cada humedal artificial con TRH de 2 y 4 dias
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Al final de la operacidn, los resultados de remocion de cromo total fueron del 45%
para los HA propuestos (RIV), eficiencia que se encuentra por debajo de las reportadas por
Hadad y col. (2006) y por Khan y col. (2009), pero similares a las reportadas por Calheiros y
col. (2007), cabiendo mencionar que, en los tres estudios referidos, las concentraciones
iniciales de cromo eran menores a 1.0 mg L, mientras que las utilizadas en la presente

investigacién fueron de 21.0 mg L.

1IV.6.3 Remocidn de plomo

En la Figura 4.11 se presentan los resultados de la remocidn de plomo total medida
en los efluentes de los HA operados con 2 y 4 dias de TRH. En dicha figura se observa que
en el intervalo de 15 a 80 dias, la eficiencia de remocidn exhibida en los HA inoculados con
cepas tolerantes (RIV y Rl) oscila alrededor de un 55%. Una vez transcurrido este intervalo
de tiempo, el comportamiento es muy estable hasta el final de la operacién, ya que las
variaciones son menores al 10% en los Rl y del 5% en los RIV. En efecto, una vez que se
alcanza la maxima remocién (55%) la linea de tendencia se comporta asintéticamente, lo
cual probablemente se encuentra relacionado con la completa adaptacion de las bacterias
tolerantes a las condiciones de los humedales artificiales, en especial la interaccién con la
vegetacion presente, ya que se tiene evidencia de que el plomo tiende a acumularse en el
rizoma y raices de las plantas acudticas durante los primeros dias (Deng y col., 2004), y
precisamente en los primeros dias de operacion la remocién de plomo era relativamente
alta pero inestable (Figura 4.11). En este mismo orden de ideas, gran parte de la remocién
exhibida durante los primeros 80 dias de operacién, probablemente sea derivada de la
asimilacion por parte de las raices de las plantas, la cual es mayor en los sistemas RIV, ya
gue dicha asimilacién es debida en gran medida al paso de los metales pesados, unidos a
transportadores secundarios como las proteinas, a través de la membrana plasmatica
vegetal (Clemens y col.,, 2002; Guerinot, 2000) y precisamente los microorganismos
asociados con las raices promueven la regeneracion de las proteinas y otros compuestos
exudados por las plantas (Clemens y col., 2002; Williams y col., 2000).
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En cuanto a los HA que no fueron inoculados, el RV presentd eficiencias de remocidn
alrededor del 30%, pero con oscilaciones continuas de aproximadamente 20 dias. Esto
posiblemente se relaciona con la tasa de asimilacién de plomo por parte de las plantas, a
pesar de que los microorganismos pudieron haber sido inhibidos por la presencia de los
metales, lo cual se relaciona con los resultados de SSV a través de la Figura 4.7, en la que se
aprecia que la diferencia de SSV entre los HA inoculados (RIV y RI) y el RV es precisamente
la misma (en proporcién) que la eficiencia encontrada en los porcentajes de remocion de la
Figura 4.11. Lo anterior sugiere que una importante fraccién de la remocion de plomo en
los HA es debida a la adhesién del metal en las células bacterianas que se encuentran

suspendidas (Obarska-Pempkowiak y Limkowska, 1999; Yeh y col., 2009).

En lo que respecta al HA que solamente contiene el medio de empaque (RC), la
eficiencia de remocidn fue inversamente proporcional al tiempo de operaciéon, cabiendo
mencionar que desde aproximadamente el dia 80, el decaimiento fue mds abrupto,
indicando probablemente la saturacion del material de empaque como adsorbente (en

conjuncién con biopelicula bacteriana) (Sheroan y Sheroan, 2009).

Los resultados de remocién de plomo considerando los dos TRH evaluados
presentaron similitud estadistica con excepcion del Rl (F7,1 = 19.66; P>0.05), aunque en la
Figura 4.11 se observa que en los Ultimos 35 dias de operacidn, los valores ya eran muy

similares para los cuatro HA.
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Figura 4.11. Remocion promedio de plomo en cada humedal artificial con TRH de 2 y 4 dias

IV.7. DESTINOS AMBIENTALES DE LOS METALES PESADOS EN LOS HUMEDALES
ARTIFICIALES

Con los procedimientos descritos en los apartados 111.4.2 y 1ll.5.2 se obtuvieron los
resultados para calcular el balance de masa para cada uno de los tres metales pesados de
interés, considerando los compartimientos definidos en la metodologia como destinos
ambientales. En este orden de ideas, en las Tablas 4.3 a 4.5 se presentan los balances de
masa, en los que, para el caso especifico del mercurio, se consideré la pérdida del metal por

evapotranspiracion, fendmeno que se detalla mas adelante.
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Tabla 4.3. Balance de masa de Pb en los sistemas de humedales artificiales, estableciendo como unica entrada la cantidad del metal
en el influente, como salidas el efluente y como acumulaciones la biomasa vegetal y el tezontle

; . . . e T gen e Sumatoria
. : .. . i desti
influente efluente suspendidos disueltos vegetacion aérea nzortla Y Tezontle e:s 1nos
raiz ambientales
3.86 1.34 0.55 0.79 1.25 0.51 0.74 1.04 3.64
>I 44 ’ +0.32 +0.11 +£0.20 +£0.24 +0.10 +0.32 +0.34 +0.92
o' 7.72 2.94 1.85 1.03 2.6 0.92 1.61 2.14 7.59
24 ’ +0.58 +0.29 10.27 10.43 +0.23 +0.47 +0.52 +1.63
44 3.86 2.03 0.16 1.86 1.15 0.54 0.62 0.56 3.74
>I ’ +0.45 +0.034 +0.41 +0.22 +0.11 +0.15 +0.15 +1.03
o
24 7.72 4.26 0.28 3.98 2.80 1.02 1.78 0.93 7.9
’ 10.73 +0.47 +0.74 +0.31 +0.17 +0.39 +0.22 +1.87
2.68 0.049 2.63 1.17 3.85
4d 3.86 N.A. N.A. N.A.
o +0.46 +0.01 +0.58 +0.29 +0.86
x
6.63 0.37 6.26 1.06 7.69
2d 7.72 +0.93 0.1 +1.25 N.A. N.A. N.A. +0.25 +1.47
2.06 0.56 1.50 1.58 3.78
- 4d 3.86 +0.29 1+ 0.096 +0.32 N.A. N.A. N.A. +0.26 +0.81
o
5.48 2.33 3.15 2.16 7.64
2d +0.72 +0.33 +0.52 NA. N.A. N.A. +0.31 +1.82
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Tabla 4.4. Balance de masa de Cr en los sistemas de humedales artificiales, estableciendo como Unica entrada la cantidad del metal
en el influente, como salidas el efluente y como acumulaciones la biomasa vegetal y el tezontle

en gen gen en Sumatoria
. 9 9 8 : . & g .. parte rizoma g destinos
influente efluente suspendidos disueltos vegetacion . Tezontle .
aérea Yyraiz ambientales
2.89 1.13 0.31 0.81 0.8019 0.63 0.17 0.82 2.76
| 4d ’ +0.28 +0.05 +£0.20 +0.20 +0.18 +£0.03 +0.20 +0.39
~
5.78 2.53 0.72 1.81 1.88 1.45 0.43 1.36 5.67
24 ’ +0.33 +0.09 +0.39 +0.41 +0.37 0.05 +0.32 +0.74
44 2.89 1.38 0.47 0.91 1.01 0.52 0.49 0.41 2.80
S ’ +0.27 +0.09 +0.21 +0.28 +0.13 +0.11 0.10 +0.55
I
“ I 2.88 1.15 1.73 1.73 115 058 115 5.76
’ +0.51 +0.21 +0.43 +0.38 +0.29 +0.13 +0.23 +1.03
1.85 0.035 1.82 0.99 2.84
o 4d 2.89 +0.22 +0.02 +0.28 N-A. N-A. NA. +0.32 +0.41
<
4.64 0.58 4.02 1.11 5.75
2d >.78 +0.45 +0.04 +0.47 N-A. N-A. NA. +0.38 +0.78
1.49 0.29 1.19 1.39 2.78
- 4d 2.89 +0.26 +0.06 +0.22 N-A. N-A. NA. +0.28 +0.81
o
3.83 1.07 2.76 1.94 5.76
2d >-78 +0.53 +0.13 0.41 N-A. N-A. NA. +0.33 +1.72
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Tabla 4.5 Balance de Hg en los humedales artificiales, estableciendo como Unica entrada la cantidad del metal en el influente, como
salidas el efluente y la transferencia a la atmdsfera y como acumulaciones la biomasa vegetal y el tezontle

mg en mg en Sumatoria
mg mg me me me mg en arte rizomay mg en destinos
influente efluente volatilizados suspendidos disueltos vegetacion p, , Tezontle .
aérea raiz ambientales

15.18 4.04 6.14 0.50 3.50 2.35 1.35 1.0 2.65 15.04

44 ’ +1.77 +1.56 +0.14 14 0.7 +0.46 +0.32 +0.57 + 3.96

30.36 10.14 10.16 3.20 6.92 5.06 3.0 2.04 5.45 30.20

2d ’ +3.06 +2.04 +1.02 +2.12 +1.56 +0.98 +0.57 +1.06 +7.41

4d 15.18 5.16 4.90 1.71 3.44 2.3 1.8 0.5 2.16 15.11

S ’ +1.15 +1.67 +0.34 +1.02 +0.67 +0.58 +0.125 +0.57 4.1

o« >d 3036 12.13 9.21 2.85 9.17 4.97 2.99 1.97 3.99 30.23

’ +2.71 +3.15 +0.39 1+2.63 +1.29 +0.97 +0.27 +1.01 16.67

10.03 3.22 4.45 5.62 1.8 14.89

o 4d I +2.53 +0.68 +1.25 +1.76 N.A. N-A. N.A. +0.54 1+3.28
oc

21.08 5.51 5.51 15.57 3.69 30.28

2d e 14.02 +0.75 +1.32 +3.84 N.A. N-A. N.A. +1.27 16.47

5.90 4.70 3.57 2.36 4.3 14.77

4d 15.18 +1.16 +0.82 +1.2 +0.45 N-A. N-A. N-A. +0.57 +3.01
oc

13.13 8.21 5.61 7.52 8.91 30.22

2d s +2.08 +1.06 +2.03 +1.02 N.A. N-A. N.A. 1+0.92 15.24
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IV.7.1. Acumulacién y distribucion de plomo y cromo en los humedales artificiales

En la Tabla 4.5 se seiala que después de 151 dias operacién ingresé un total de 3.86
g de plomo en cada HA evaluado con TRH de 4 dias y 7.72 g con TRH de 2 dias. Para ambos
casos, el HA con bacterias tolerantes y vegetales (RIV) fue el que presenté la mayor
remocion al retener 2.38+0.22 g con TRH de 4 dias y 4.6410.48 g con TRH de 2 dias. Esto
equivale a una remocién del plomo ingresado del 62% y 60% respectivamente,
proporciones significativamente mayores que las cuantificadas en los otros tres HA, para
ambos TRH utilizados (F7,16=133; P=0.00001). En efecto, para el RIV no se encontraron

diferencias significativas por el TRH utilizado (F4,1=3.9; P=0.12).

Considerando el TRH de 4 dias, al RIV le siguieron los HA RV y Rl con valores de
1.71+0.19 g (41%) y 1.2140.26 g (33%); En cuanto al TRH de 2 dias, el RV retuvo 3.73 £ 0.31
g por parte del RI, equivalente al 44.6% y 29% respectivamente. Con estos resultados, el
analisis estadistico reflejé diferencias entre los dos humedales sélo con TRH de 2 dias

(F7,16=133; P=0.0001).

Por su parte, el RC fue el que retuvo la menor cantidad de plomo con 1.18+0.29 g
con TRH de 4 dias y 1.08+0.25 g con TRH de 2 dias, que equivalen al 30% y 15 %
respectivamente, por lo que se encontraron diferencias significativas entre la operacidn con

los dos TRH empleados (Fs4,1=3.9; P=0.001).

Con resultados similares, en la Tabla 4.4 se indica que la masa total de cromo
ingresada en cada uno de los HA evaluados fue de 2.89 g parael TRH de 4 diasy de 5.78 g
para el TRH de 2 dias. El RIV mostré la mayor acumulacién del metal con 1.64+0.20 g para
el TRH de 4 dias y 3.24+0.33 g para el TRH de 2 dias, lo cual equivalen al 56.8% y 56.1%
respectivamente. Le sigue el RV con 1.4740.27 g para el TRH de 4 dias y 2.9+0.51 g con TRH
de 2 dias, lo cual equivale a una remocion del 51.1% y 50.1% respectivamente. Con lo que

cabe destacar que los porcentajes de acumulacién del cromo fueron similares
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estadisticamente entre los HA RIV (con ambos TRH) y los RV con TRH de 4 dias (F7,16=65.86;
P=0.19).

Por su parte, el Rl logré retener 1.1+0.26 g de cromo al operarse con TRH de 4 dias
y 1.95+0.53 g con TRH de 2 dias, valores que equivalen al 36.8% y 33.7% respectivamente.
Finalmente, el RC (sin indculo ni vegetales) logré retener 0.65+0.22 g (23.5%) de cromo al
operarse con TRH de 4 dias y 1.10+0.45 g (19%) con TRH de 2 dias. Tanto el Rl como el RC
presentaron diferencias significativas al variar el TRH durante su operacién (F7,16=65.86;

P=0.0001).

La mayor acumulacién de plomo en los HA con indculo y con vegetales (RIV)
probablemente se relaciona con la sinergia entre organismos vegetales y bacterias
tolerantes a metales descrita por Kosolapov y col. (2004), quienes mencionan que dichas
bacterias al no verse inhibidas, asimilan los exudados orgdnicos de las raices, propiciando
que las membranas plasmaticas vegetales puedan albergar cationes tales como los metales
pesados, los cuales ingresan a través de acarreadores secundarios como las proteinas

(Clemens y col., 2002).

En el caso particular del cromo, a pesar de que el RIV acumulé mayor cantidad del
metal (sin diferencia estadistica entre los dos TRH), no se encontraron diferencias
significativas con el RV operado con TRH de 4 dias, lo cual se puede relacionar con la
habilidad de las macrofitas para asimilar y distribuir hacia sus érganos cromo y otros
metales, independientemente de los organismos presentes en organismos asociados al
rizoma, en especial cuando el metal no es téxico en alguno de sus estados de oxidacion tal
y como lo sugieren en sus estudios de fitorremediacién Domingos y col. (2009) y Eapen y

D’Souza (2005).

En cuanto a la operacién con diferentes TRH, tanto para plomo como para cromo,

los HA que presentaron diferencias estadisticas entre su operacién con TRH de 2 y 4 dias
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fueron los que no contenian vegetales (Rl y RC), lo cual evidencia la importancia de la
presencia de plantas en humedales artificiales, ya que los microorganismos
independientemente de ser tolerantes a metales pesados, cuentan con condiciones mas
propicias para su desarrollo como lo son los exudados orgdnicos de las raices, el continuo
suministro de oxigeno a través de las aerénquimas, aunado a la propia fitoextraccién de los

metales (Marchand y col., 2010; Stottmeister y col., 2003).

Finalmente, los resultados de las Tablas 4.3 y 4.4 indicaron que los HA sin vegetales
ni inéculo (RC), alcanzaron a retener hasta 30% del total del metal ingresado. Como se ha
mencionado, el material de empaque fue tezontle, el cual estd compuesto por silicatos y
minerales de hierro que no presentan intercambio iénico con cromo y/o plomo. No
obstante, considerando el tiempo de operacion a la intemperie, la considerable remocién
de materia orgdnica (~50%, ver en IV.5.1) y los valores positivos de redox (Apartado IV.5.3),
son condiciones que hacen factible el desarrollo de microorganismos en el medio de
soporte formando biopelicula (Kadlec y Wallace, 2009), estructura bacteriana que incluso
es usada como bioadsorbente para algunos iones metalicos (Zhai y col., 2004; Sheoran y
Sheoran, 2006). Acorde a esto, en las Figuras 4.12-4.19 se sefiala que una considerable

proporcién de cromo y plomo fue cuantificada en el tezontle.

IV.7.1.1. Acumulacién de plomo y cromo en el medio de empaque de los humedales
artificiales

En las Tablas 4.3, 4.4 y las Figuras 4.12 a 4.19 se puede apreciar que los porcentajes
de plomo y cromo cuantificados en tezontle son muy similares entre ellos, tanto para el TRH
de 4 dias como de 2 dias. En la operacion con diferentes TRH, el Unico HA que presentd
diferencias significativas al respecto fue el RC (F7,16=36.82; P=0.0001), ya que para el caso
del plomo, acumulé 0.82 g en el tezontle con TRH de 4 dias, equivalentes al 20%, mientras
que con TRH de 2 dias acumuld 1.06 g que sélo equivalen al 14.01% del total ingresado
(Tabla 4.4 y Figura 4.15). En el caso del cromo, los porcentajes de acumulacion del metal en

el tezontle fueron muy similares a los exhibidos para el plomo (Tabla 4.5 y Figura 4.19).
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Balance de Pb en RIV

TRH = 2d

M Efluente
suspendido

M Efluente disuelto

i Tallo y hojas

Rizomay raiz

~ Medio de
empaque

Figura 4.12. Distribucion de plomo en los reactores RIV (con indculo y vegetales) con

tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias
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Balance de Pb en RV

TRH = 4d M Efluente
‘ 4.6% .
suspendido

M Efluente disuelto
15.3%
u Tallo y hojas

Rizomay raiz

Medio de empaque

Figura 4.13. Distribucién de plomo en los reactores RV (con vegetales sin indculo) con
tiempos de residencia hidraulica de 2 y 4 dias

El RC operado con TRH de 4 dias acumuld en el tezontle 0.82 g de plomo y 0.65 g de
cromo, valores que equivalen cerca del 20% del total ingresado, siendo significativamente
mayor que la acumulacién en tezontle exhibida por los otros HA y que el mismo RC pero

con TRH de 2 dias (F7,16=36.82; P=0.0001).

67



Los humedales sin presencia de bacterias tolerantes (RV y RC) acumularon en el
tezontle, para ambos TRH, porcentajes de retencidn significativamente menores al de los

sistemas inoculados (F7,16=36.82; P=0.0001).

Balance de Pb en RI

TRH = 4d

M Efluente
suspendido

M Efluente disuelto

Medio de
empaque

TRH = 2d

Figura 4.14. Distribucion de plomo en los reactores Rl (con indculo sin vegetales) con
tiempos de residencia hidraulica de 2 y 4 dias
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Balance de Pb en RC
TRH = 4d

3.7%

H Efluente
suspendido

M Efluente disuelto

Medio de
empaque

TRH =2d 4.9%

Figura 4.15. Distribucion de plomo en los reactores RC (solamente tezontle) con tiempos
de residencia hidraulica de 2 y 4 dias

Acorde con esto, los HA RIV y Rl presentaron un porcentaje de acumulacién similar
estadisticamente (F7,16=36.82; P=0.15), con valores alrededor del 30% para ambos metales

y ambos TRH.
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Como se ha mencionado, el tezontle no presenta intercambio idnico con metales
pesados dada su composicion. No obstante, el crecimiento bacteriano en forma de
biopelicula se presenta al existir medios de soporte adecuados como lo son precisamente
los intersticios de roca volcanica, dando lugar a un efectivo bioadsorbente (Chong y col.,

2009).

Balance de Cr en RIV

TRH=4d

H Efluente
suspendido

M Efluente disuelto

¥ Tallo y hojas

Rizomay Raiz

~ Medio de
empaque

Figura 4.16. Distribucion de cromo en los reactores RIV (con indculo y vegetales) con
tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias
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De acuerdo con esto, los resultados descritos indican que los sistemas inoculados con cepas
tolerantes (RIV y RI) acumularon una alta cantidad de plomo y cromo en el tezontle, lo cual
posiblemente se relacione a que dichos microorganismos al ser tolerantes a metales
pesados, no fueron inhibidos en el desarrollo de sus funciones metabdlicas, tal y como lo es
la formacién de biopelicula (Nies, 2003; Silver y Phung, 2005).

Balance de Cr en RV

TRH = 4d H Efluente

suspendido

B Efluente
disuelto

i Tallo y hojas

Rizoma y Raiz

Medio de
empaque

Figura 4.17. Distribuciéon de cromo en los reactores RV (con vegetales sin indculo) con
tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias
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Balance de Cr en Rl

TRH = 4d

M Efluente
suspendido

M Efluente
disuelto

Medio de
empaque

TRH=2d

Figura 4.18. Distribucion de cromo en los reactores Rl (con indculo sin vegetales) con
tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias

Esto obedece al considerar ambos TRH, cabiendo recordar que los sistemas RC acumularon
una considerable cantidad de plomo y cromo (Tabla 4.3 y 4.4 y Figuras 4.12-4.14) a pesar
de no estar inoculado ni contener vegetales. Este suceso podria explicarse por el ingreso
de microorganismos al sistema, que a pesar de no subsistir por no ser tolerantes, su material
celular puede quedar adherido al tezontle, dando lugar a un bioadsorbente del cual se han
reportado buenas eficiencias de remocién de metales pesados (Gavrilescu, 2004; Odukuma
y Emedolu, 2005).
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Balance de Cr en RC

TRH = 4d

M Efluente
suspendido

M Efluente
disuelto

Medio de
empaque

TRH=2d

Figura 4.19. Distribucién de plomo en los reactores RC (solamente tezontle) con tiempos
de residencia hidraulica de 2 y 4 dias

En efecto, los resultados de SSV en la Figura 4.7 sefialan que la concentracion de
microorganismos en el sistema RC fue incrementandose de manera proporcional al tiempo
de operacion. Otro sustento tedrico, son los valores de pOR registrados para el RC (Figura

4.8), los cuales son muy cercanos a cero pero sin alcanzar valores reductores, condicién que
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propicia que las moléculas orgdnicas de las células bacterianas (posterior a la lisis) queden
adheridas a medios de soporte como el tezontle, fenédmeno que a la vez se ve incrementado

por su porosidad ocluida (Milliken y col., 2013).

Por otra parte, también cabe mencionar que la menor cantidad de cromo y plomo
registrada en tezontle corresponde a los sistemas RV, incluso menor que en los RC (Tablas
4.3 y 4.4), lo cual posiblemente se relaciona con la mayor tasa de asimilacion de metales
pesados que presenta Phragmites australis en comparacion con la del tezontle (Chong vy
col., 2009; Dhir, 2010), en especial si éste no contiene microorganismos tolerantes (Leung
y col. 2000). En este orden de ideas, en el siguiente apartado se detalla la acumulacién y

distribucién de plomo y cromo en la vegetacion de los HA.

Finalmente, la cantidad de plomo y cromo cuantificada en el tezontle de los sistemas
RV (humedales artificiales convencionales) es similar a la reportada en los estudios de
Matagiy col. (1998) y Wood y McAtamney (1996) quienes trabajaron con diferentes medios
de empaque pero con caracteristicas constructivas similares a las del presente estudio. En
este sentido, la cantidad de metales pesados cuantificada en los sistemas RIV es mayor a la

reportada en estudios similares, en los que no emplearon bacterias tolerantes a los metales.

IV.7.1.2. Distribucion de plomo y cromo en la biomasa vegetal de los humedales
artificiales

Reeves y Baker (2000) mencionan que las plantas hiperacumuladoras de metales
pesados, son aquellas que pueden almacenar al menos 1,000 mg del metal por kg de masa
seca. Acorde a esto, la masa seca de los vegetales no excedié los 800 mg en ningln caso, y
considerando los resultados de masa de metal acumulada (en la biomasa) de las Tablas 4.3
y 4.4, la acumulacion es mayor a 1,000 mg kg?, tanto de plomo como de cromo. Con este
criterio, puede considerarse que la especie vegetal empleada (Phragmites australis) es
hiperacumuladora de plomo y cromo, tal y como lo han descrito Liu y Dong. (2007) y

Bonanno, (2011), quienes también utilizaron Phragmites australis en su investigacion.
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En la Tabla 4.3 se indica que la cantidad de plomo acumulada en la biomasa vegetal
de los sistemas RIV y RV es muy similar entre ellos, con valores alrededor de 1.2 g de plomo
que equivalen al 34% del total ingresado. Esto considerando la operacidon con TRH de 4 dias
y de aproximadamente 2.70 g para el TRH de 2 dias, que equivalen al 35% del total. Acorde
a esto, no se encontraron diferencias significativas entre el tipo de HA y el TRH empleado

(F35=2.71;P=1.12).

En lo que respecta a la distribucion de plomo en la biomasa, en las Figuras 4.12 y
4.13 se indica que los dos HA con vegetales (RIV y RV) acumularon cantidades muy similares
en las secciones aérea y subterranea (rizoma vy raiz) de la planta. En efecto, no existieron
diferencias significativas entre los valores reportados, tanto para el TRH de 2 dias como de
4 dias. A pesar de que, al considerar la definicion de Reeves y Baker (2000), existe
hiperacumulacion de plomo, la cantidad acumulada en la parte aérea es significativamente
menor que la acumulada en la raiz y rizoma (F3,3=1.65;P=0.00001), resultado que coincide
con los de Cheng y col. (2002) y Clemens y col. (2002), quienes mencionan que es usual que
exista poca traslocacion de plomo, debido a que presenta mayor afinidad por el rizoma de

las especies vegetales que por cualquier otro drgano.

Por su parte la cantidad de cromo acumulado en las plantas, se indica a detalle en Ia
Tabla 4.4, en la que se observa que, al igual que el caso del plomo, los valores registrados
en la biomasa vegetal son muy similares entre ambos tipos de HA (RIV y RV) sin encontrarse
diferencias significativas entre ellos (F35=2.65;P=0.121). Al respecto, ambos HA lograron
acumular alrededor de 0.9 g de cromo, con TRH de 4 dias, equivalentes al 30% del total
ingresado al sistema durante los 151 dias de operacion. Asi mismo, con TRH de 2 dias los
dos HA acumularon aproximadamente 1.8 g, equivalente al 35% del total ingresado.

Ahora bien, en cuanto a la distribucién de cromo en la biomasa vegetal, las Figuras
4.16 y 4.17 senalan que, para ambos TRH en el sistema con cepas tolerantes (RIV), la

cantidad de cromo acumulado en la parte aérea es significativamente mayor que en la parte
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subterrdnea de la planta (F33=1.83;P=0.001). En el RV, también se cumple esto, pero sélo
con el TRH de 2 dias. Con esto, cabe destacar que para ambos TRH, la cantidad de cromo
acumulada en la parte aérea fue alrededor de un 20% mas en los HA RIV que contienen las
bacterias tolerantes en comparacién con los HA convencionales. En relacion a esto, si el RIV
se opera con TRH de 2 dias y demas parametros descritos en la metodologia, se acumularian
en la parte aérea alrededor del 11% del total de cromo ingresado, alrededor de 0.82 g Cr
kgl de biomasa vegetal, con lo que cabe destacar que seria la cantidad susceptible a ser
recuperada a través de la poda y cosecha de las plantas (Clemens y col.,, 2002), que

precisamente es parte del mantenimiento preventivo de los HA (Kadlec y Wallace, 2009).

Finalmente, la mayor proporcién de cromo en la seccién aérea de las plantas indica
el fendmeno de traslocacion, con lo que para este metal la hiperacumulacién existe tanto
por la cantidad acumulada (Reeves y Baker, 2000) como por el factor de traslocacién
(Olivares y Pefia, 2009; Zhangy col., 2006). Lo anterior coincide con los resultados de Amuda
(2009); Baker y col. (1994); Cunningham y Ow (1996); Obarska-Pempkowiak y Limkowska
(1999) y Raskin y col. (1997) quienes reportan mayor cantidad de cromo en la seccién aérea

de la vegetacion que en la raiz y rizoma de diferentes especies vegetales.

IV.7.1.3. Distribucion de plomo y cromo en el efluente de los humedales artificiales

Las Tablas 4.3y 4.4y las Figuras 4.12 a 4.19 indican la distribucién de plomo y cromo
en el efluente de los cuatro tipos de humedales artificiales (HA) evaluados, tanto para el
TRH de 4 dias como para el de 2 dias. Las fracciones que conforman el efluente de los
reactores son la parte disuelta y la suspendida. Esta Ultima se refiere a la cantidad de plomo
y cromo adheridos a las bacterias, que no conformaron o se han desprendido de la
biopelicula por algin mecanismo extracelular o intracelular desarrollado para la tolerancia

a metales pesados (Obarska-Pempkowiak y Klimkowska 1999; Yeh y col., 2009).

En la Tabla 4.3 y Figuras 4.12 a 4.15 se observa que, para ambos TRH, la fraccion

suspendida de plomo en el RIV es cercana al doble de la disuelta. En efecto, cerca del 25%
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del total ingresado se cuantificé en forma suspendida en el efluente del RIV, mientras que
en el Rl las fracciones suspendidas y disueltas son muy similares entre ellas y en los HA sin
inéculo (RV y RC) predominé la fraccién disuelta. Acorde a esto, se encontraron diferencias
significativas entre los resultados de plomo suspendido en el efluente de los cuatro HA

(F716=39.6; P=0.0001).

La cantidad y distribucién de plomo en el efluente de los RV, que son los sistemas
gue emulan un humedal artificial convencional, coinciden con lo reportado en los estudios
previos de Walker y Hurl (2002) y por ende, difieren con la distribucidn reportada para los

sistemas RIV que son los de interés en el presente proyecto.

Cabe mencionar que la cantidad de plomo suspendido en el efluente del sistema de
interés (RIV) con TRH de 4 dias fue de 0.92 gy con el TRH de 2 dias fue de 1.9 g (Tabla 4.3y
Figura 4.12), lo que representa un 24.3% y 25.6 % respectivamente del total de plomo
ingresado al sistema. Este resultado sugiere que el plomo suspendido es factible de ser
recuperado por sedimentacidn fisica o quimica, la cual es una importante etapa dentro de
los procesos de tratamiento de aguas residuales (Kadlec y Wallace, 2009; Masters vy Ela,
2008). En efecto, recientes estudios se han enfocado a la optimizacidon de procesos de
recuperacién de metales pesados presentes en lodos de aguas residuales, incluyendo

métodos enzimaticos (Peruzzi y col., 2009; Sheoran y Sheoran 2006).

En lo que respecta al cromo, para ambos TRH, la fraccion que prevalece en el
efluente de los cuatro HA, es la disuelta (Tabla 4.4 y Figuras 4.16 a 4.19). El HA que acumuld
mayor cantidad del metal fue el inoculado con las cepas tolerantes, ya que presentd la
menor cantidad en su efluente total con 1.13 g considerando TRH de 4 diasy 2.53 g con TRH
de 2 dias, lo que equivale al 45.2% y 43.5% respectivamente, valores que se encuentran por
arriba de lo reportado para estudios similares (Amuda, 2009; Sheoran y Sheoran, 2006; Ye
y col., 2009). Ademas, no se encontraron diferencias significativas en los resultados (en

porcentaje) de los dos TRH evaluados (F7,16=35.2; P=0.19), mientras que los valores de las
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fracciones disueltas fueron muy similares entre los dos HA con vegetales y ambos,
significativamente menores que los Rl y RC (ambos sin vegetales) (F7,16=35.2; P=0.0001).
Este hecho se relaciona directamente con la eficiencia de remocién coadyuvada por las
plantas, ya que en la Tabla 4.4 se observa que los HA RIV y RV acumulan mayor cantidad de
cromo, coincidiendo con los resultados descritos en el apartado IV.7.1.2, en los que se puso

de manifiesto el papel de las plantas al acumular y traslocar el metal pesado.

IV.7.2. Acumulacion, volatilizacion y distribucion de mercurio en los humedales artificiales

En el presente estudio, el mercurio fue el Unico elemento para el que se considerd
la evapotranspiraciéon del metal, debido al déficit en el balance de masa que fue hasta de
un 39 % del total ingresado en cada sistema (5.9 mg). Para corroborar esto, se realizé un
diagrama de estabilidad de fase para el mercurio, considerando como variables de entrada
los valores de pH, pOR, temperatura, presién y concentraciones de otros elementos
guimicos que también se encontraban en el sistema (carbono, nitrogeno, fésforo, potasio,
plomo y cromo). El resultado de este diagrama se muestra en la Figura 4.20, en la que se
puede observar que el mercurio se encuentra en considerables proporciones como dimetil
mercurio y/o mercurio elemental (especies encontradas entre las lineas rojas), las cuales
por naturaleza fisicoquimica son transferidos a la atmdsfera por gradiente de concentracion

(Kabata-Pendias y Pendias, 2001; Mason y Sulivan, 1998).
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Figura 4.20. Diagrama de fase del mercurio (Pourbaix) considerando las condiciones
ambientales y quimicas a las que operaron los 4 humedales artificiales
evaluados. Los valores de pH y pOR entre las lineas rojas, son el rango
registrado a lo largo de la fase experimental (pH de 6.1 a 7.4y pOR de 50 a
208 mV)

En la Tabla 4.5 se muestra la cantidad de mercurio acumulado y volatilizado en cada
uno de los HA evaluados. Con base en la ecuacion 2, para el TRH de 4 dias ingresaron 15.18
mg de mercurio, de los cuales los dos sistemas con vegetales (RIV y RV) acumularon
alrededor de 5.0 mg de mercurio, equivalentes al 33%. Les sigue con valores similares el HA
sin vegetales, pero con indculo bacteriano (RI) que acumulé 4.03 mg que equivalen al 30.1%.
Por su parte, el HA que sélo fue empacado con tezontle (RC) solamente acumulé 1.9 mg de

mercurio, equivalentes al 12.5%, cantidades significativamente menores a las registradas
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en los otros tres HA (F7,16=27.26; P=0.0001). En la misma Tabla 4.5, puede apreciarse que
para el TRH de 2 dias ingresaron 30.36 mg de mercurio, cuya acumulacion porcentual en los
cuatro HA es prdacticamente la misma que con el TRH de 4 dias. La similitud y mayor
acumulacién de los sistemas RIV y RV se relaciona con la capacidad de las plantas para
acumular metales pesados. Al respecto, Clemens y col. (2002); Clemens (2006); Patra y
Sharma (2000) mencionan que, en la rizosfera, los metales pesados se ligan con sitios
activos del malato y citrato, lo que permite que atraviesen las membranas de la raiz y el
rizoma, para después ser precipitados en la vacuola y posteriormente ser trasportados por
el parénquima del xilema hacia las hojas y tallos. Esto también puede explicar que los
sistemas RIV y RV transfieran mayor cantidad de mercurio a la atmdsfera (Figura 4.21-4.24),
ya que el metal al estar en los érganos del carrizo se encuentra como especie orgdnica, y
precisamente una de ellas es el dimetil mercurio, que se caracteriza por ser facilmente
transferido hacia la atmdsfera por la vegetacién (Kabatas-Pendias y Pendias, 2001; Mason

y Sulivan, 1998).

Considerando lo mencionado arriba, el dimetil mercurio sélo existe en condiciones
neutras y oxidantes del medio, que son precisamente a las que operaron los HA (Parequetti
y col., 2004) y en el caso especifico del sistema sin vegetales pero con indculo bacteriano
(RI), esto puede explicar la ocurrencia de volatilizacién de mercurio hacia la atmdsfera, dada
la interaccién del metal con los microorganismos para dar lugar a la mencionada forma
metilada de mercurio (King y col., 2002). En este mismo orden de ideas, las condiciones
fisicoquimicas descritas para el medio acuoso, también dan lugar al mercurio en su estado
elemental, el cual ademas del dimetil mercurio, es la otra forma quimica del metal que
tiende a volatilizarse debido a la ocurrencia natural de la presion de vapor (Kabata-Pendias
y Pendias, 2001; Ventura y col., 2005). Este hecho puede explicar que el sistema HC a pesar
de no contener plantas ni bacterias, haya transferido a la atmdsfera 3.22 mg (+ 0.68 mg) de
mercurio al término de los 151 dias de operacidon con TRH de 4 dias y 5.51 mg (0.75 mg) con

TRH de 2 dias. Aunque estas cantidades fueron significativamente menores (F7,16=28.33;

80



P=0.0001) que la transferida por los otros HA, tal y como se muestra en la Tabla 4.5 y Figuras

4.21a4.24.

Balance de Hg en RIV

TRH =4d
3.3% H Efluente
suspendido
H Efluente
disuelto

u Tallo y hojas

17.5% Rizomay raiz

Medio de

empaque

TRH = 2d m Volatilizado

Figura 4.21. Distribucion de mercurio en los reactores RIV (con inéculo y vegetales) con
tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias

IV.7.2.1. Distribucion de mercurio en la biomasa vegetal de los humedales artificiales

La Tabla 4.5 y Figuras 4.21 y 4.22 muestran la distribucién del mercurio acumulado
en la biomasa vegetal de los humedales artificiales RIV y RV, observandose valores muy
similares entre los dos sistemas, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas
para ambos TRH (F38=2.16; P = 0.1453).
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Balance de Hg en RV

TRH = 4d

M Efluente
suspendido

H Efluente disuelto

m Tallo y hojas

Rizomay raiz
3.3%

Medio de
empagque

TRH =2d

M Volatilizado

Figura 4.22. Distribucion de mercurio en los reactores RV (con vegetales y sin indculo) con
tiempos de residencia hidraulica de 2 y 4 dias

Asi, para el TRH de 4 dias la cantidad de mercurio acumulado en la biomasa vegetal
del RIV es 2.35 £ 0.7 mg, lo que equivalen al 15%. De esta cantidad, 1 £0.32 g se cuantificd
en raiz y rizoma y 1.35 mg +0.46 mg en la parte aérea, lo que equivalen al 6.6% y 10.5%

respectivamente.

En cuanto a la operacién con TRH de 2 dias, la cantidad de mercurio acumulada en

la biomasa vegetal fue 5.06 mg +1.56 mg (aproximadamente el 16.7% del total ingresado),
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de los cuales 2.04 mg + 0.57 mg se encontraron en rizoma y raizy 3.0 mg £ 0.98 mgen la
seccidon aérea de la planta, siendo equivalentes al 6.7% y 9.9% del total ingresado

respectivamente.

Balance de Hg en RI

TRH = 4d

M Efluente
suspendido

M Efluente disuelto

28.4% Y Mediode
' empaque

m Volatilizado

TRH = 2d

- 29.4%

Figura 4.23. Distribucion de mercurio en los reactores Rl (con indculo sin vegetales) con
tiempos de residencia hidrdulica de 2 y 4 dias
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Balance de Hg en RC

TRH =4d

N Efluente
suspendido

H Efluente disuelto

Medio de

TRH = 2d empague

® Volatilizado

Figura 4.24. Distribuciéon de mercurio en los reactores RC (solamente con contenido de

tezontle) con tiempos de residencia hidraulica de 2 y 4 dias

De manera similar, en la vegetacion del RV se cuantificaron 2.3 + 0.67 mg de

mercurio al final de la operacidon con TRH de 4 dias. De esta cantidad 0.5 £ 0.12 mg se

registraron en el rizoma y raiz y 1.8 £0.58 mg en la parte aérea de la planta; valores que

equivalen al 3.3% y 5.9%, respectivamente.
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Por su parte, durante la operacién del RV con TRH de 2 dias, las plantas acumularon
4.97 £1.2 mg de mercurio al final de la operacidn, de los cuales 1.97 + 0.27 mg se registraron
enrizomayraizy 2.99 £0.97 mgen la seccidn aérea de la planta. Estas cantidades equivalen

al 6.5% y 9.8% del total ingresado, respectivamente.

Cabe mencionar que independientemente de la distribucién de mercurio en la
biomasa vegetal de los humedales, la acumulacién en cualquiera de ellos fue la menor de
todos los compartimientos ambientales, tal y como se indica en las Figuras 4.21 y 4.22. Sin
embargo, la importancia que exhibieron las plantas en los humedales artificiales fue la
capacidad de traslocar el metal, para propiciar su continua volatilizacién. Acorde con
Clemens (2006) y con LeDuc y Terry (2005) se trata de un mecanismo de desintoxicacién de
algunos metales, que no tienen afinidad por la raiz, aunque también es dependiente de la
especie vegetal (Garcia-Gallegos y col., 2011). En efecto, si se aplica un factor de
bioconcentracion y de traslocacién (Olivares y Peiia, 2009; Zhang y col., 2006), las Figuras
2.21 y 2.22 evidencian que al dividir la cantidad de mercurio presente en la parte aérea
entre la cantidad presente en la raiz y rizoma, el resultado seria superior a 1. Este hecho
indica que a pesar de existir poca acumulacion de mercurio en las plantas, la mayoria se

encuentra en la parte aérea.

IV.7.2.2. Distribucion de mercurio en el efluente y medio de empaque de los humedales
artificiales

Por la naturaleza del mercurio, los compartimientos importantes en su distribucién
fueron la biomasa vegetal y la cantidad evapotranspirada. Sin embargo, al observar las
Figuras 4.21 a 4.24, se indica que para ambos TRH el medio de empaque también acumulé
una cantidad considerable del metal, en especial en los sistemas inoculados y ain mas en
el Rl que no contiene vegetales, alcanzando alrededor del 28.5 %, que equivalen a 4.24 mg
del mercurio total ingresado. Como se ha mencionado para otros metales, la capacidad de
acumulacién de mercurio por parte del material de empaque se encuentra en funcién de la

cantidad de microorganismos asociados o adheridos a él, ya que en conjunto dan lugar a un
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bioadsorbente con capacidad de realizar quimisorcién hacia el mercurio (Akar y Divriklioglu,

2010; Zhang, 2011).

Por su parte, la distribucién del mercurio en el efluente de los sistemas indica que
se encontrd mayoritariamente en su fraccion disuelta para los reactores RIV, RV y RC en
ambos TRH de operacion (Figuras 4.21, 4.22 y 4.24). En contraste, el reactor Rl exhibio
mayor cantidad del metal en su fraccidn suspendida (Figura 4.23), lo cual puede explicarse
con el hecho de que al contener las bacterias tolerantes, se formaron compuestos
organometalicos, que son suspendidos, y egresaban del sistema por el efluente al no poder
interactuar con las plantas por ausencia de éstas, tal y como lo mencionan Teitzeln y Parsek
(2003). En efecto, solamente en el reactor Rl la fraccion de mercurio suspendido en el
efluente es considerable (Figura 4.23) alcanzando hasta 23.6 % al operarse con TRH de 4
dias, lo que equivale a 3.57 + 1.2 mg del metal, resultado que coincide con lo reportado por

Von Canstein y col. (1999).
Finalmente, cabe destacar que el reactor de interés no exhibe factibilidad de

recuperar este metal, de su fase suspendida, al acumular solamente 3.3% del total

ingresado con el TRH de 4 dias y 10% con el TRH de 2 dias (Figura 4.21).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1. CONCLUSIONES

» Del analisis de los resultados obtenidos, se establece que el sistema de humedales
artificiales implementado operd eficientemente en la remocién de metales pesados
y materia orgdnica, al presentar eficiencias de remocidn considerablemente altas y

estabilidad para ambos parametros.

» Derivado de la evaluacion de los resultados de remocion de metales pesados y de
los relacionados con su acumulacién y distribucion dentro de los humedales
artificiales, se concluye que es posible disminuir los tiempos de residencia hidraulica
si se usan las cepas tolerantes a metales pesados. Esto se reflejaria en menores areas

superficiales requeridas durante su dimensionamiento.

» De ladescripciony analisis del balance de masa realizado, es posible concluir que las
plantas utilizadas son hiperacumuladoras de metales pesados, en especial de cromo,
gue mayoritariamente fue traslocado hacia la parte aérea. Asi mismo, el medio de
empaque logré retener una considerable cantidad de metales pesados a pesar de su
composicidn geoldgica, por lo que se concluye que, dada la presencia de biopelicula
bacteriana en su superficie, es un componente importante a considerar en la
implementacién de humedales artificiales para remover metales pesados. En
especifico para el mercurio, la mayor cantidad se cuantificé transferida a la
atmdsfera por volatilizacién y transpiraciéon, por lo que las plantas y el medio de
empague no retienen el metal bajo las condiciones de operacidn evaluadas vy, por
ende, no es factible sugerir parametros de disefio para la remocién de mercurio.
Ademas, dadas las condiciones fisicoquimicas de operacidén, no se encontraron
formas precipitadas de los metales, por lo que se puede prescindir de ellas en el

balance de masa.
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» Del analisis de la distribucion de metales pesados, se concluye que el uso de cepas
tolerantes permitio que las plantas asimilaran mayor cantidad de cromo en las hojas
y tallos, planteando su recuperacién posterior a la cosecha vegetal. De manera
similar, el indéculo bacteriano dio lugar a una mayor proporcion de plomo
suspendido en los efluentes, el cual puede ser objeto de separacion luego de su
sedimentacion. Para el caso del mercurio, la inoculacién no origind cambios
relevantes en su acumulacién y distribucidn. En términos generales, se concluye que
el indculo bacteriano ademas de propiciar una mayor eficiencia y estabilidad en la
remocién de cromo y plomo, posibilita su continua recuperacién durante la

operacion del sistema.

V.2. RECOMENDACIONES

» Dado que los resultados de la presente investigacién ponen de manifiesto el potencial
de los humedales artificiales inoculados con cepas tolerantes a metales pesados para
la remocion de estos compuesto, a escala de laboratorio, es recomendable escalar el
experimento a nivel piloto, para posteriormente establecer la propuesta técnico-

econdmica de su implementacién a escala real.

» Aungue en el Capitulo IV se puso de manifiesto la factibilidad de operar los humedales
artificiales con un menor tiempo de residencia que el calculado con organismos
convencionales, se considera pertinente realizar pruebas cinéticas de degradacién de
materia organica con el consorcio tolerante a metales pesados. Asi mismo, se
recomienda realizar cinéticas de crecimiento bacteriano, que consideren el efecto
inhibitorio de los metales, para elucidar su intervencidn observada en la acumulacion

y distribucion de los metales dentro de los humedales artificiales.

» Dado que los resultados indican que la mayor cantidad de mercurio es transferida a

la atmdsfera durante su tratamiento con humedales artificiales, es recomendable
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evaluar dicho tratamiento bajo otras condiciones de operacidn, en especial en
anaerobias/facultativas, que puedan evitar las especies quimicas volatiles del

mercurio.

A pesar de que las bacterias del consorcio tolerante utilizado fueron identificadas
genéticamente en un estudio previo, es recomendable una identificacion durante y al
final de la operacién para conocer las bacterias que subsisten y las que se incorporan
en el humedal artificial, lo cual podria redituar en conformar un nuevo y mds apto

consorcio bacteriano.
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ANEXOS

ANEXO 1

DATOS EXPERIMENTALES DE FIGURAS DEL CAPITULO IV

ANEXO 1A. PRUEBAS DE TOXICIDAD

Fitotoxicidad Radicula
Concentracion % medio de | % Inhibicién % inhibicién
ejemplo de Cr inhibicién maxima minima
0 0 0 0
1 8 1.3 0.9
4 12 2.2 1.5
10 22 2 1.9
20 48 3 2.5
55 54 2 2
75 50 3.6 2.5
100 67 2.7 3.1
Fitotoxicidad hipocotilo
Concentracién % mediode | % Inhibicién % inhibicién
ejemplo de Cr inhibicion maxima minima
0 0 0 0
1 8 1.1 0.7
4 12 1.8 2.38
10 22 3 2.3
20 48 3.6 1.8
55 54 2.5 1
75 50 8 3.6
100 67 2.4 3.4
Densidad .
bacteriana, [%Metales] % Inhibicion Nivel de UFC maxima ’U.FC
1 mezcla minimas
UFC mL
1300000 100 96.70 100 2.20 0.70
5900000 75 95.08 75 1.42 2.58
13000000 55 89.17 55 3.83 4.77
63000000 20 47.50 20 7.50 3.50
80000000 10 33.33 10 3.67 3.33
120000000 0 0.00 0
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ANEXO 1B. CRECIMIENTO BACTERIANO POSTERIOR A LA INOCULACION Y PREVIO A LA ADICION DE
METALES PESADOS

UFC promedio mL™, previos a vertimiento de metales pesados

Dias de operacion RI RIV RV RC
3 195,000 195,000 1,000 500
4 155,000 147,000 3,500 1,000
5 124,000 132,000 4,500 1,500
6 112,000 105,000 5,500 1,800
7 69,000 54,000 8,200 3,500
8 61,000 44,000 16,000 7,000
9 65,000 64,000 23,000 7,800
10 72,000 76,000 30,000 8,500
11 82,000 89,000 36,000 9,200
12 83,000 92,000 55,000 11,500
13 84,000 91,000 57,000 10,500
14 83,000 91,000 55,500 9,800

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor
inoculado con vegetacion; RV = Reactor con vegetacidn; RC = Reactor control (sin
plantas ni indculo)

ANEXO 1C. DATOS EXPERIMENTALES DE LA DQO EN FUNCION DE LOS DiAS DE OPERACION
DQO, mg L

Dias de
operacion
15 600.0 600.0 600.0 600.0 [600.0 600.0 600.0 600.0
19 400.6 417.0 462.0 492.1 |489.2 481.8 554.9 585.2
23 361.0 355.0 429.5 461.2 |400.6 470.1 539.6 580.0
27 321.7 312.0 389.2 432.2 |370.8 395.2 589.7 5704
31 250.2 2721 352.1 417.6 |284.8 340.4 461.6 565.1
35 220.0 230.6 3189 390.2 |256.2 309.6 449.8 544.6
39 189.2 172.8 270.2 389.2 (209.1 285.1 4229 535.2
43 151.0 142.7 250.2 348.3 |(166.1 210.2 398.7 529.7
47 162.0 133.2 2323 305.2 (179.6 185.0 384.6 525.3
51 150.2 133.2 2253 270.2 (1704 162.1 351.0 515.4
55 142.8 155.6 221.2 2415 |[151.2 164.5 334.8 505.2
59 125.8 117.6 211.1 220.3 [132.0 158.2 329.0 502.5
63 109.2 1476 202.1 212.2 |115.3 163.6 320.7 501.2
67 127.5 147.6 1859 200.3 (133.9 175.1 308.5 490.5

Rl4d RIV4d RV4d RC4d [Rl2d RIV2d RvV2d RC4d

71 88.1 105.6 181.6 198.6 | 89.1 1654 292.6 485.2
75 86.4 85.2 1724 1905 | 87.2 1449 292.0 4717
79 879 110.6 165.6 189.6 | 98.2 110.6 285.2 44138
83 88.6 101.2 147.2 175.6 [100.3 105.2 282.3 430.2
87 939 956 1412 161.2 (1042 986 289.1 410.1
91 93,5 921 1399 166.2 (103.5 981 2735 3944
95 928 979 138.2 174.8 |102.0 101.0 283.8 380.3
929 89.0 885 1376 1824|971 98.7 2754 370.0

103 953 853 167.8 1924|953 1035 281.0 360.1
107 979 825 185.8 200.2 |107.0 99.8 282.1 355.2
111 98.3 913 1629 201.0 (1026 94.0 275.8 350.0
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115
119
123
127
131
135
139
143
147
151

975 92,6 139.0 204.3 |109.8
99.1 101.4 180.0 206.2 |115.2
100.3 915 1465 2124 (104.7
100.9 84.6 1817 221.4 (100.9
110.3 975 149.2 255.2 (100.2
1013 824 189.8 263.5 (111.2
98.5 80.2 1499 280.6 |108.7
99.2 93.6 150.2 285.5 [109.0
100.0 81.3 2153 287.3 [110.0
101.6 89.0 218.7 293.1 [111.9

90.0
110.0
105.0
103.0

99.0
104.0

99.0

95.0

90.0

87.1

269.7
264.4
259.2
256.1
258.8
263.4
260.3
256.9
243.0
249.8

344.7
340.2
350.0
347.9
340.9
342.8
342.7
345.6
340.4
332.1

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;
RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni indculo)

ANEXO 1D. DATOS EXPERIMENTALES DE SOLIDOS SUSPENDIDOS VOLATILES EN FUNCION DE LOS DiAS DE

OPERACION
Solidos Suspendidos volatiles, mg L

og;i;fign RI4d RIV4d Rv4ad RC4d | Rlad RIV2d Rv2d  RC2d
15 15.7 7.5 48 93 | 113 101 3.9 26
19 250 82 1.8 106 | 140 152 3.1 6
23 9.8 9.4 1.6 125 | 120 116 2.8 6.5
27 131 143 160 142 | 153 173 6.3 7
31 24 123 15 165 | 190 200 20.0 8
35 195 152 258 290 | 17.0 240 25.0 7.6
39 180 144 300 48 | 195 330 390 12
43 506  52.5 670 304 | 286 300 510 15
47 375 647 341 443 | 346 340 420 17
51 525 365 246 311 | 423 400 310 20
55 492 512 850 308 | 457 420  65.0 25
59 501 570 859 288 | 496 450  60.0 24
63 819 535 463 756 | 762 490  36.0 23
67 821 704 511 716 | 773 520 380 20
71 845 556 599 653 | 798  63.0  42.0 26
75 603 603 612 559 | 8.6 550 440 27
79 782 673 543 516 | 754 650  37.0 20
83 612 772 456 382 | 713 670 340 24
87 635 682 379 312 | 663 710 27.0 25
91 656  66.2 367 325 | 613 725 26.0 27
95 69.6  62.2 393 331 | 623 735 28.0 25
99 776 642 401 339 | 698 750 290 232
103 693 717 439 346 | 723 740 330 272
107 721 723 443 356 | 746 760 320 296
111 637 813 434 333 | 706 710 300 254
115 645 804 395 324 | 753 740 270 252
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119
123
127
131
135
139
143
147
151

65.4
59.8
67.9
66.0
66.4
64.6
67.0
66.4
67.0

77.9 37.7
74.3 41.2
69.7 40.1
75.6 32.6
77.5 41.3
72.5 42.2
69.7 36.1
75.2 34.6
73.1 36.3

30.6
30.2
28.6
27.7
26.9
22.3
21.1
20.5
18.3

72.1
66.9
70.4
65.2
77.9
76.3
77.2
78.2
71.1

78.0
75.0
76.0
77.0
75.0
69.0
66.3
74.3
72.2

26.0
32.0
33.0
32.3
30.0
28.0
28.2
27.5
28.9

23
26
27
23.2
22
21.2
19.5
17.2
17.4

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;

RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni indculo)

ANEXO 1E. DATOS EXPERIMENTALES DE POTENCIAL DE OXIDO-REDUCCION EN FUNCION DE LOS DIAS DE

OPERACION
pOR, mV
Diaoperacion Rl4d  RIV4d Rv4d RC4d | Rl2d RIV2d Rv2d RC2d
13 140 1495 2625 195.6 | 1452 1473  250.7 198.6
17 262.3 200.2 181 22439 | 167.2 1583 1199  211.8
21 130.0 168.0 191.8 178.8 | 1353  170.2 2102  185.2
25 195.0 147.0 157.0 200.3 | 189.7 156.38 169.3  145.1
30 - 2086 2065 212.0 | 1952 2036 1879 20438
34 200.1 1551 1759 1740 | 1996 1756  180.2  163.2
38 - 1523  187.8 - 179.9 1796  159.6  179.5
42 167.2 166.1  133.0 1956 | 1556 1719 1453  201.2
46 172.2 175.2  127.2 1982 | 1543 1583 1296  192.5
50 165.6 179.2  117.8 191.2 | 1463 1923 1224 1824
54 161.2 189.2 1056 1826 | 152.4  189.7 1156 1763
58 175.2 188.6  100.5 175.6 | 164.6  186.4  109.2  172.2
62 178.9 191.3 1056 1651 | 1703 1703 1046  160.3
66 182.5 188.6 1106 162.3 | 1862  179.1 99.3 146
70 192.5 200.2 1126 1479 | 1921 1812 92.6 125.3
74 207.8 200.1  121.5 1412 | 2207 1819 92.6 98.8
78 206.5 199.5 1206 1323 212 189.6 87.9 89.9
82 208.1 178.6  119.6 131.2 | 209.6  194.3 84.6 79.2
86 200.6 188.2 1125 125.2 203 191.4 77.9 67.3
90 199.6 195.6 1146 108.2 189 201.3 75.2 66.6
94 206.3 189.6 1156  103.9 170 211.3 72.5 65.1
98 200.7 188.2  111.2 1015 | 189.3 214 63.4 60.3
102 195.6 191.4 1057 100.2 | 1823 2126 68.9 54.9
106 191.3 195.4 1033  95.7 192.6 2106 64.9 49.8
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110
114
118
122
126
130
134
138
142
146
150

186.3
192.4
201.0
197.2
191.3
185.3
179.7
181.2
178.3
176.6
176.9

198.4
199.7
200.5
212.2
210.2
207.7
201.3
193.7
190.3
193.1
195.61

92.6

81.6

76.5
69.66
68.11
69.87
71.22
71.06
70.33
69.46
67.93

89.7
82.1
78.2
63.2
25.9
59.7
50.1
56.0
32.0
33.7
30.7

179.8
185.6
196.3
192.1
160.8
159.8
163.4
161.3
157.2
154.6
159.8

208.5
210.6
209.6
208.4
201.9
199.6
206.9
204.7
193.6
194.3
200.1

62.5
46.2
64.9
63.7
59.6
57.8
52.6
55.6
53.2
53.9
51.8

45.1
39.8
41.2
44.6
42.1
394
37.6
35.3
37.2
38.9
38.5

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;

RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni indculo)

ANEXO 1F. DATOS EXPERIMENTALES DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE MERCURIO EN FUNCION DEL

TIEMPO DE OPERACION

% Remocion de Hg con concentracién inicial (100%) de 0.11 mg L™
Dias de Rl 4d RIV 4d RV4d | RC4d | Rl 2d RIV 2d Rv2d | RC2d
Operacion

15 57.00 82.00 80.00 60.00 | 50.2 68.7 66.1 29.3
19 55.00 74.00 83.00 56.00 | 52.3 66.0 70.2 36.0
23 53.00 77.00 76.00 63 50.5 64.0 63.2 33.2
27 56.35 70.85 67.80 45.89 | 54.3 61.0 64.2 31.0
31 58.98 73.00 72.10 5496 | 48.9 56.9 65.2 28.0
35 49.21 77.00 73.00 83.36 | 47.2 54.5 61.2 27.9
39 32.40 81.81 80.00 81.60 | 30.3 66.5 52.2 27.2
43 78.55 85.50 78.90 69.50 | 69.9 67.3 53.4 28.0
47 75.15 81.00 77.00 77.68 71.3 68.9 54.2 27.5
51 67.38 78.20 69.00 76.00 | 69.6 72.4 51.2 27.0
55 26.05 73.00 76.00 50.31 | 41.2 73.6 57.6 26.0
59 37.20 71.20 75.00 48.20 | 51.3 71.2 59.9 25.0
63 48.60 72.30 71.60 45.80 | 56.2 64.5 60.4 24.0
67 58.30 63.10 59.60 47.20 | 61.3 63.6 61.2 22.2
71 63.20 48.70 44.00 4130 | 62.4 62.3 56.4 21.6
75 61.20 51.30 4320 39.80 | 64.3 71.5 50.2 20.0
79 43.80 53.60 49.60 38.10 | 55.6 74.6 65.3 21.0
83 48.30 58.90 50.00 40.10 | 43.0 76.9 72.3 19.0
87 53.60 51.00 50.20 33.65 | 55.8 72.4 70.2 17.0
91 55.60 65.20 60.00 31.20 | 58.6 68.2 64.5 16.0
95 57.20 66.30 55.20 29.82 | 40.6 66.6 60.2 12.2
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99
103
107
111
115
119
123
127
131
135
139
143
147

49.20 65.20 56.90 25.20 | 40.1 62.5
48.10 63.30 49.2 2430 | 31.8 61.6
46.25 64.5 51 24.2 36.7 58.6
46.70 64.10 44.2 2290 | 43.2 58.0
45.10 61.30 36.6 20.90 | 44.9 54.3
45.40 58.60 48 18.60 | 43.0 48.0
44.60 55.30 38 16.50 | 46.8 45.5
45.60 55.40 33.2 13,50 | 43.9 48.0
47.00 55.00 50 12.30 | 41.2 49.0
45.70 54.00 44 12.80 | 38.0 48.0
44.95 53.90 46 11.30 | 41.7 49.0
44.10 55.00 41 10.90 | 37.3 47.2
43.95 53.95 36 10.20 | 36.1 49.0

54.2
53.0
57.0
51.0
46.5
48.6
47.0
41.0
39.0
42.0
37.0
35.0
33.2

11.0
13.0
12.9
12.0
11.5
11.0
10.0
11.2
8.9
9.2
7.1
7.1
6.1

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;

RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni indculo)

ANEXO 1G. DATOS EXPERIMENTALES DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE CROMO EN FUNCION DEL

TIEMPO DE OPERACION

% Remocion de Cr con concentracion inicial (100%) de 21.0 mg L™

Diasde o 14| RIVad Rvad Rcad |RI2d RIV2d Rv2d Rc2d
Operacion
19 52.30| 50.50 | 45.00 498 | 50 48 421 30
23 41.77| 60.00 | 55.20 42.20 |40.20 48.60 43.60 28.00
27 39.63| 57.34 | 59.00 60.31 |41.30 49.20 4430 34.00
31 40.10| 58.10 | 58.00 60.26 |42.30 49.70 46.20 31.00
35 41.20| 59.60 | 56.00 52.20 |39.60 50.20 41.20 27.00
39 42.30| 60.20 | 55.60 49.20 |46.00 51.20 46.50 26.10
43 43.60| 60.10 | 55.10 46.30 |45.30 52.30 47.30 25.20
a7 44.50| 58.90 | 53.50 42.30 |41.10 51.90 49.60 30.30
51 4520 5830 | 52.50 39.60 |43.20 50.20 52.30 23.20
55 45.05| 57.90 | 50.60 36.50 |44.10 49.60 48.60 24.20
59 43.20| 56.90 | 47.60 32.20 |42.10 4870 4530 21.30
63 41.90| 55.60 | 39.10 31.20 |40.90 50.40 46.70 19.30
67 40.50| 55.20 | 42.60 30.20 |41.60 47.60 42.30 20.60
71 41.60| 54.10 | 42.90 28.50 |43.20 49.80 4520 21.20
75 40.90| 52.50 | 42.10 27.50 |42.30 49.50 41.20 18.60
79 418 | 505 | 41.9 27.6 | 409 488 376 17.2
83 413 | 47 | 416 292 |436 468 4263 153
87 416 | 488 | 396 294 | 45 476 403 146
91 405 | 491 | 389 256 | 42 486 426 123
95 409 | 479 | 301 242 |413 a7 41 109
99 415 | 485 | 387 231 | 408 478 42 812
103 412 | 472 | 352 212 | 44 469 29 83
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107 41.1 | 465 | 352 17.2 46 45.6 34 9.21
111 406 | 48.1 | 339 159 47 44.5 324 9.35
115 42.3 | 48.2 | 32.7 15.2 45 42.6 31 8.57
119 43.2 | 48,6 | 33,6 139 | 439 435 35 8.2
123 429 | 49.2 | 33.2 134 | 408 429 37 7.9
127 409 | 473 | 346 119 | 429 426 31 6.5
131 415 | 476 | 309 101 38 39 29 6.8
135 43 48.6 | 27.5 9.55 36 43.6 24 7.1
139 43.2 | 48.7 | 291 8.95| 345 438 26 6.8
143 42.1 | 48.1 | 27.8 10.5| 36 44 21 6.6
147 40.2 | 46.3 25 9.2| 37 42.5 22 6.2
151 41.35| 47.1 | 245 9.1 35 43 21.2 5.9

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;

RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni inéculo)

ANEXO. 1H. DATOS EXPERIMENTALES DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE PLOMO EN FUNCION DEL
TIEMPO DE OPERACION

% Remocion de Pb con concentracion inicial (100%) de 28.0 mg L™
Dias de RI2d RIV2d RV2d RC2d|RI4d| RIV4d | RV4d RC4d
Operacion

15

19 40.2 46.0 51.5 21.2 | 293 51.6 458 32.3
23 429 47.0 39.0 23.0 ] 30.1 52.3 46.0 321
27 446 51.0 35.2 223 | 345 57.3 46.8 32.7
31 46.8 54.0 39.6 24.2 | 35.2 54.3 39.3 321
35 416 53.0 35.7 25.2 ] 33.2 56.4 385 325
39 459 448 334 23.2 | 385 54.2 37.0 31.9
43 432 413 31.6 21.2 | 39.8 53.7 35.8 30.2
47 48.1 58.0 289 226 | 324 61.2 37.0 29.2
51 519 56.6 23.2 20.6 | 346 57.5 304 293
55 526 524 254 19.6 | 41.4 57.3 32.3 284
59 519 585 28.2 20.9 | 45.8 54.7 36.3 273
63 53.8 61.0 31.2 21.0 | 39.7 53.1 345 264
67 54.8 64.1 30.6 19.2 | 405 51.3 33.2 25.9
71 52.2 60.2 29.2 19.1 | 41.6 54.1 325 259
75 55.8 63.1 36.5 18.2 | 46.7 52.5 39.6 253
79 51.2 62.8 41.2 17.0 | 41.8 50.5 38.6 23.8
83 57.4 61.1 38.1 16.0 | 41.3 53.2 38.2 283
87 53.8 61.2 33.3 14.7 | 45.6 54.5 344 283
91 51.0 63.5 30.8 15.2 | 405 58.9 347 25.6
95 49.1 69.8 32.6 14.0 | 40.9 58.2 354 23.2




99
103
107
111
115
119
123
127
131
135
139
143
147
151

47.6
53.2
55.7
48.2
49.1
50.2
45.6
42.3
41.2
40.8
48.7
46.5
45.5
48.0

70.0
66.6
69.3
67.6
62.5
63.2
63.9
65.0
62.4
61.0
65.0
67.3
65.2
66.3

33.9
34.5
28.2
30.8
31.3
29.2
30.0
28.1
25.0
24.6
25.6
23.5
21.7
22.3

13.6
13.5
13.7
13.1
11.9
11.0
10.5
10.0
8.0
7.1
6.1
5.4
5.1
4.8

46.5 | 584 36.3 231
35.6 | 58.7 374 221
38.1 | 60.1 329 173
37.8 | 61.1 342 16.1
453 | 60.7 35.7 151
42.1 | 61.2 331 135
42.8 | 61.0 363 131
41.0 | 61.2 33.6 10.8
39.2 | 604 29.3 8.3
42.1 | 59.9 29.8 8.1
45.1 | 61.2 30.1 7.3
419 | 61.7 29.3 6.7
395 | 61.7 29.0 5.5
41.4 | 61.2 29.9 5.2

UFC = Unidades formadoras de colonias; Rl = Reactor inoculado; RIV = Reactor inoculado con vegetacion;

RV = Reactor con vegetacion; RC = Reactor control (sin plantas ni indculo)
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ANEXO 2
ANALISIS ESTADISTICO

ANEXO 2A. ANALISIS ESTADISTICOS DE LA REMOCION DE LOS TRES METALES CONSIDERANDO LOS DOS

TRH UTILIZADOS

ANOVA: %Remocién Pb versus HA, TRH, Dias operacion

Factor Type Levels
HA random 4
TRH fixed 2
Dias operacién fixed 34
Factor Values
HA RC, RI, RIV, RV
TRH 2, 4
Dias operacién 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84,
88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 124, 128, 132, 136
Analysis of Variance for %Remocién Pb
Source DF Ss MS F P
HA 3 109813.8 36604.6 858.85 0.000*
TRH 1 112.3 112.3 0.08 0.801
Dias operacién 33 2214.3 67.1 0.51 0.986
HA*TRH 3 4462.0 1487.3 34.90 0.000*
HA*Dias operacidn 99 13143.4 132.8 3.11 0.000*
TRH*Dias operacién 33 646.0 19.6 0.83 0.729
HA*TRH*Dias operacién 99 2344.8 23.7 0.56 1.000
Error 272 11592.8 42.6
Total 543 144329.4
S = 6.52845 R-Sg = 91.97% R-Sg(adj) = 83.97%
Variance Error Expected Mean Square for Each
Source component term Term (using restricted model)
1 HA 268.838 8 (8) + 136 (1)
2 TRH 4 (8) + 68 (4) + 272 Q[2]
3 Dias operacién 5 (8) + 4 (5 + 16 Q[3]
4 HA*TRH 21.246 8 (8) + 68 (4)
5 HA*Dias operacién 22.535 8 (8) + 4 (5)
6 TRH*Dias operacién 7 (8) + 2 (7) + 8 Ql6]
7 HA*TRH*Dias operacién -9.468 8 (8) + 2 (7
8 Error 42.621 (8)
Residual Plots for %Remocion Pb
ANOVA: % Remocién Cr versus HA, TRH, Dias operacion
Factor Type Levels
HA random 4
TRH fixed 2
Dias operacidén fixed 34
Factor Values
HA RC, RI, RIV, RV
TRH 2, 4
Dias operacidn 4, 8, 12, 1le, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 068, 72,

76, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 124, 128, 132, 136

Analysis of Variance for % Remocién Cr

Source DF Ss MS F P
HA 3 57809.40 19269.80 751.18 0.000
TRH 1 3002.60 3002.60 3.57 0.155
Dias operacién 33 21333.43 646.47 5.66 0.000
HA*TRH 3 2520.98 840.33 32.76 0.000
HA*Dias operacidn 99 11307.28 114.21 4.45 0.000
TRH*Dias operacidn 33 1204.08 36.49 1.86 0.010
HA*TRH*Dias operacién 99 1945.34 19.65 0.77 0.939
Error 272 6977.50 25.65
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Total 543 106100.60
S = 5.06484 R-Sqg = 93.42% R-Sqg(adj) = 86.87%
Variance Error Expected Mean Square for Each
Source component term Term (using restricted model)
1 HA 141.501 8 (8) + 136 (1)
2 TRH 4  (8) + 68 (4) + 272 Q[2]
3 Dias operacién 5 (8) + 4 (5) + 16 Q[3]
4 HA*TRH 11.980 8 (8) + 68 (4)
5 HA*Dias operacién 22.141 8 (8) + 4 (5)
6 TRH*Dias operacién 7 (8) +2 (7) + 8 Q[6]
7 HA*TRH*Dias operacién -3.001 8 (8) + 2 (7)
8 Error 25.653 (8)
Residual Plots for % Remocién Cr
ANOVA: %Remocion Hg versus HA, TRH, Dias operacion
Factor Type Levels
HA random 4
TRH fixed 2
Dias operacién fixed 34
Factor Values
HA RC, RI, RIV, RV
TRH 2, 4
Dias operacién 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72,
76, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 124, 128, 132, 136
Analysis of Variance for %Remocién Hg
Source DF Ss MS F P
HA 3 87681.1 29227.0 827.56 0.000
TRH 1 15776.7 15776.7 7.68 0.065
Dias operacién 33 67459.0 2044.2 10.19 0.000
HA*TRH 3 6163.8 2054.6 58.18 0.000
HA*Dias operacidn 99 19860.0 200.6 5.68 0.000
TRH*Dias operacién 33 16008.8 485.1 3.77 0.000
HA*TRH*Dias operacidn 99 12724.3 128.5 3.64 0.000
Error 272 9606.3 35.3
Total 543 235280.0
S = 5.94283 R-Sg = 95.92% R-Sg(adj) = 91.85%
Variance Error Expected Mean Square for Each
Source component term Term (using restricted model)
1 HA 214.64 8 (8) + 136 (1)
2 TRH 4 (8) + 68 (4) + 272 Q[2]
3 Dias operacidn 5 (8) + 4 (5) + 16 Q[3]
4 HA*TRH 29.70 8 (8) + 68 (4)
5 HA*Dias operacidn 41.32 8 (8) + 4 (5)
6 TRH*Dias operaciédn 7 (8) + 2 (7) + 8 Q[6]
7 HA*TRH*Dias operacién 46.61 8 (8) + 2 (7)
8 Error 35.32 (8)

Residual Plots for %Remocién Hg
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ANEXO 2B. HOJA DE CALCULO UTILIZADA EN EL SOFTWARE ESTADISTICO MINITAB 15 PARA LAS

COMPARACIONES DEL BALANCE DE MASA (EJEMPLO DEL CASO DEL PLOMO)

) Be fdt Opa Qale

Sn Geagh Egtor Jooh Yfindew Help Assstagt

3

Current Worksheet: Mass batence lead MTW

Bd 8 8N N OONISBBOAD NN KELI B i b 2
- _, > i
. c1.r Q2 a c4 c5 Cce cr Cco.T c1o
CW  PbinefMuent dissolved efffluent suspanded efllwent Pb in support media Pb in vegetation Pb in rizhosphere . Pb in aerlal section  System
1 CWP 132424 07889 0.553% 10443 12522 0 5522 06600 CWP_I
2 CWwel 14970 09250 05720 1.1100 1.3200 06350 06850 CWP_|
3 Cwel 12500 07T 04780 09800 1.0%00 0630 0.3800 CWP_|
4 CwP 20214 1.6640 0.1674 05629 1.1484 05458 06026 CWP
5 CWw 23100 21280 01820 05400 1.2800 05160 06500 CWP
L] S 15010 1740 01559 04621 10500 06300 05340 COWP
7 OWC 25300 26329 00453 11716
8§ OWC 25300 28748 00552 1210
9 OWC 24750 24360 003%0 1.1000
10
"
17
17
"
15
16
7"
13
19
2 —
n
2
pal
u
5
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ANEXO 3
ACERVO FOTOGRAFICO

ANEXO 3A. OBSERVACION EN MICROSCOPIO (100X) DEL CONSORCIO BACTERIANO SIN METALES
(IZQUIERDA) Y CON METALES (DERECHA)

ANEXO 3B.PRUEBA DE TOXICIDAD BACTERIANA HACIA LA MEZCLA DE METALES PESADOS.
CALDOS DE CULTIVO A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE METALES PESADOS PREVIO A SU
INOCULACION IN VITRO
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ANEXO 3C. CONTEO DE LAS UFC POSTERIOR A LA INCUBACION DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD
BACTERIANA

ANEXO 3D. VEGETACION CULTIVADA EN HIDROPONIA PARA SU “SEMBRADO”EN LOS
HUMEDALES ARTIFICIALES
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ANEXO 3E. MUESTRA DE PRUEBAS DE GERMINACION (ENSAYO DE FITOTOXICIDAD)

ANEXO 3F. ISOTERMAS DE ADSORCION CON EL MEDIO DE EMPAQUE (TEZONTLE) UTILIZADO EN
LOS HUMEDALES ARTIFICIALES
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ANEXO 3G. INOCULACION (IZQUIERDA Y OPERACION DE LOS HUMEDALES ARTIFICIALES
(DERECHA)

119 1115 1113 217

ANEXO 3H. PRUEBAS DE REQUERIMIENTO DE OXiGENO DEL CONSORCIO BACTERIANO
(1ZQUIERDA) Y CURVA DE CALIBRACION DE CROMO GENERADA POR EL ESPECTRO DE
ABSORCION ATOMICA
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ANEXO 4

DISPOSICION CONTROLADA DE LOS RESIDUOS PRODUCIDOS EN ESTA INVESTIGACION

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA GENERACION DE RESIDUOS

FASE EXPERIMENTAL

Pruebas in vitro
* Resiembra de cepas bacterianas
utilizadas
* Bioensayo de toxicidad bacteriana
con metales pesados

* Bioensayo de fitotoxicidad

REACTIVOS UTILIZADOS

RESIDUOS GENERADOS

Agar nutritivo, caldo nutritivo,
células bacterianas

Caldo nutritivo, Cr(NO3)s, Pb(NO3),,
HgCl, células bacterianas

Algoddn, semillas de lechuga (L.

sativa), CaCO;, (NH,),S0, y K;PO,

Agar nutritivo, caldo nutritivo,
células bacterianas

Caldo nutritivo, Cr(NO;)g, Pb(NO3),,
HgCl, células bacterianas

Algoddn, semillas de lechuga (L.

sativa), CaCOj3, (NH,),S0, y KsPO,

Acondicionamiento de la vegetacién,
previo al armado de los humedales

Vegetacion Phragmites australis
Solucién con (NH,),S0,, K,HPO,
MgCl,, NaNO,

Restos de hojas, raices tallos
Solucién con (NH.),SO,, K;HPO,
MgCl,, NaNO,

b 9 b4

Inoculacién de los humedales
artificiales

Vegetacion Phragmites australis
(NH,),50,, K,HPO, MgCl,, NaNO;

Caldo nutritivo y células bacterianas

No se produjeron residuos en esta

etapa de la experimentacion

Operacion de los humedales artificiales
durante la remocién de metales
pesados

(NH,),S0,, K,HPO, MgCl,, NaNO;
Cr(NO3)s, Pb(NO3),, HgCl y C;,H;,04,

Solucién con (NH,),S0,, K,HPO,
MgCly, NaNO3 Cr(NOs);, Pb(NO3),,
HgCl y concentracion media de SSV

(45 mg LY

b
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Cuantificacion de metales
Digestion acida de metales pesados en
tezontle y vegetacion
Analisis por espectrometria de

absorcion atodmica

* HNO; H,S0, y HCI
* Cr(NOs)s, Pb(NO),, HgCl

* Filtros de borosilicato de 0.45 um

Sales de Cr(NO3)s, Pb(NO3), y HgCl en

solucidn acida (pH<2)

Cuantificacion de DQO y SSV
Preparacion de soluciones
Determinacién analitica de DQO
(digestion de muestras y lectura en
espectrofotémetro)

Microfiltracion de muestras de efluentes

H,50,  Cr(NO;)s, HgCl y Ag,SO,

* Filtros de borosilicato de 0.45 pm

* Solucion acida (pH<2 con Cr(NO;)g,
HgCl y Ag,S0,

* Filtros de borosilicato con Hg, Pb y Cr

06

Desmantelado de los humedales
artificiales
Extraccion de vegetacion
Extraccion de tezontle

* Tezontle con Cr, Pb, Hg y bacterias

adsorbidos

* Vegetacion seca con contenido de Cr,

Hgy Pb

R10

R11
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MANEJO Y DISPOSICION FINAL DE RESIDUOS

R1. Todo el material y las soluciones fueron esterilizados a 115 °C durante 30 min para su posterior disposicion como residuos organicos.

R2. Debido a la combinacién de material orgdnico con metales pesados, la solucién fue almacenada y etiquetada bajo los lineamientos de la Unidad
de Gestidn Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM, para que dicha dependencia los recolectara en un plazo no mayor a tres meses.

R3. Las semillas se separaron del algoddn para que las primeras fueran dispuestas como residuos sélidos organicos y el segundo como residuo
sélido inorganico.

R4 y R5. Todos los restos de vegetacion fueron dispuestos como residuos sélidos organicos y la solucion nutritiva fue vertida en los maceteros y
arboles del Conjunto E de la Facultad de Quimica.

R6, R7 y R8. La solucion fue almacenada y etiquetada bajo los lineamientos de la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la
UNAM, para que dicha dependencia los recolectara en un plazo no mayor a tres meses.

R9 y R10. Los filtros fueron deshumidificados para liberarlos del exceso de humedad y posteriormente almacenarlos en bolsas naranjas (color
asignado a residuos peligrosos) etiquetadas bajo los lineamientos de la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM, para
que dicha dependencia los recolectara en un plazo no mayor a tres meses.

R11. La vegetacioén fue incinerada para que sélo se obtuviera como producto final las cenizas con Cr, Hg y Pb, las cuales fueron dispuestas en bolsas
naranjas (color asignado a residuos peligrosos) etiquetadas bajo los lineamientos de la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de
la UNAM, para que dicha dependencia los recolectara en un plazo no mayor a tres meses.
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