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Abstract

Urban wastewaters after advanced primary treatment (APT) are again discharged into the river
without any use. In the present research in a soilless culture system where maize seedlings
were tested three different treatments were planted: 1. Obtained from the effluent water of an
APT, 2. Photochemically treated wastewater (PCT) and 3. Urban water network (UW). A block
randomly distributed design was probed, with five repetitions where the experimental unit was
formed by a 36 cavities filled with Peat Moss and the useful plot was considered by 16 central
plants for each experimental unit. Irrigations were scheduled since the first time of the planting,
employed 27 mL/cavity. The removal of the organic contaminants present into the water was
conducted by the employment of a Batch photoreactor, adapted with a recirculation system
(UV/H,0,/03), evaluated to determine UV-Vis spectra, pH, color and turbidity parameters initial
and final samples. Measurements of height and percentage of germination in plants, where is
determined that the seedlings irrigated with water PCT were reached the highest average
compared to APT and UW irrigated; After the 50 cm growing plant, a determination of the
presence of heavy metal, via atomic absorption method, were carried on analyzing the leaves,
roots and stalks of the samples. Concluding that the presences of heavy metals into the APT
were higher than PCT treatments, it can be an impediment for the normal growing of the plants.
Therefore, the application of the photochemical treatment using (UV/H,0,/03) system, represent
a viable alternative for the wastewater treatment after the APT process to possible use of
irrigation. In the microbiologic analysis it is observed that in longer irradiation times exist less
colony forming unities per milliliter of treated water (CFU/mL) until they deactivate completely. In
regard to the genotoxicity, it is observed that the chromosomic anomalies generated when
Allum Sativum is grown in wastewater treated photochemically decreases up to 6 % or due to
the presence of residual hydrogen peroxide. This toxicity found in the photochemical treatment

would be attributed to the presence of metals due in this treatment to metals is not removed.



.  INTRODUCCION

El agua es uno de los compuestos quimicos mas notables e importantes para
los seres humanos y la vida en general del planeta. Quimicamente el agua es
el 6xido de hidrégeno (H,O) que a su vez es el elemento mas sencillo. En el
aspecto cuantitativo, se sabe que el agua cubre aproximadamente el 72 % de
la superficie terrestre (363 x 10° km? y la materia viva incluye en su
composicién desde un 50 a un 90 % del peso total (Bates et al., 2008).

Los principales ecosistemas y biotas terrestres, asi como los seres humanos,
dependen del agua dulce, aquella cuyo contenido de sales es menor al 0.01 %
(100 ppm). Sin embargo, el 97 % del agua de la Tierra es salada y se
encuentra en mares y océanos, el restante 3 % es agua dulce; 2.24 % del total
esta concentrada en los casquetes polares y glaciares, 0.61 % es agua
profunda e inaccesible y solo el 0.4 % del total es accesible (Nebel y Wrigt,
1999).

Aproximadamente el 70 % del agua dulce disponible se utiliza para la
agricultura. La sobreexplotacion del agua subterrdnea por parte de los
agricultores excede los niveles de recarga natural de los acuiferos en al menos
160 000 millones de metros cubicos cada afio (FAOWATER, 2008). Se espera
gue en tiempos y regiones donde existe escasez de agua los agricultores
adopten como alternativa el uso de aguas residuales urbanas o domésticas
como fuente de agua para riego. Si bien el agua regenerada es una parte
relativamente pequefia del suministro de agua total, ésta pudiera resolver

algunos problemas para la agricultura.

Actualmente hay desequilibrio entre la disponibilidad y el incremento de la
demanda del agua, de ahi la necesidad creciente de lograr un equilibrio
hidrolégico que asegure el abasto suficiente de agua a la poblacion y armonizar
la disponibilidad natural. Sobre esto, existe evidencia de la reutilizacion de
aguas residuales en la agricultura en las civilizaciones griegas y romanas
(Angelakis y Durham, 2008). La agricultura utiliza alrededor del 70 % de la extraccion
de agua, se espera que en tiempos y regiones donde existe escasez de agua
los agricultores adopten como alternativa el uso de aguas residuales urbanas o
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domésticas como fuente de agua para riego. Si bien el agua regenerada es una
parte relativamente pequefia del suministro de agua total, ésta pudiera resolver
algunos problemas para la agricultura. Asimismo, muchas variedades de
cultivos utilizan agua regenerada en condiciones adecuadas tales como:
cultivos agricolas (maiz, cebada, avena, trigo), cultivos de fibras y semillas
(algoddn, semillas de flores), cultivos de hortalizas (brocoli, col, apio, coliflor),
cultivos para forraje (alfalfa, heno, pasto) (Asano et al., 2007; Cirelli et al., 2012;

Agrafioti y Diamadopoulos, 2012; Liu et al., 2010).

El crecimiento demogréfico en el planeta, somete a una gran presion a los
recursos hidricos, sobre todo por la necesidad de producir alimentos, como
consecuencia se provoca la destruccion del ambiente en muchas regiones y
establece la necesidad de utilizar aguas residuales en los sistemas de
irrigacion. Si estas aguas residuales no tienen la calidad adecuada pueden
ocasionar numerosas enfermedades que han sido asociadas el consumo de
agua insalubre y alimentos contaminados, asi como, a las malas practicas de
higiene (CONAGUA-OMM, 2008); provocando en el peor de los casos la
muerte principalmente en nifios menores de 5 afios y ancianos (Hernandez et
al., 2011; Rodriguez et al.,, 2013). El célera es un ejemplo de las diversas
enfermedades que se transmiten al hombre por la ingesta de agua y alimentos
contaminados; esta enfermedad causada por la bacteria Vibrio cholerae
provoco una epidemia en varios paises latinoamericanos en 1991 (Hernandez
et al., 2011), problemas como estos han conducido a la toma de medidas para
el mejoramiento de la calidad del agua enfocadas especialmente en la

desinfecciéon (Fernandez y Cecile, 2005).

El uso de alternativas para la desinfeccion e inactivacion de agentes patdogenos
y para la eliminaciobn de compuestos organicos persistentes y toxicos,
involucran el uso de la radiacion ultravioleta como son los procesos de
oxidacion avanzados, estos procedimientos representan actualmente un eficaz
tratamiento que conduce en un futuro no muy lejano al uso de la luz solar, no
solo para la obtencion de energia, sino como una alternativa del control de
contaminantes mediante la fotooxidacion. La degradacion de contaminantes y

microorganismos persistentes ademas de contaminantes emergentes se llevara
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a cabo por este sistema sobre aguas residuales procesadas después de un

Tratamiento Primario Avanzado (TPA).

Se estima que alrededor de 20 millones de hectareas de tierra (casi el 7 % del
area total) en el mundo son regadas con aguas residuales; particularmente en
México las aguas residuales son clasificadas dentro de dos grupos,
municipales e industriales (CONAGUA, 2012). De las municipales alrededor del
40.5 % son tratadas, y de las industriales un 15.8 %; el agua residual de
actividades como la refineria altera la calidad del agua en el pais; sumado a
esto, no toda el agua que es tratada cumple con la normatividad
correspondiente (Jiménez y Galizia, 2014).

En México los tratamientos de aguas residuales mas empleados son: lagunas
de estabilizacion (39.05 %), lodos activados (23.35 %), rafa 0 UASB (7.25 %), y
fosa séptica (4.65 %) (Gil, 2010).

En el estado de Puebla, solo 38 plantas de tratamientos de aguas residuales
realizan algun tratamiento a sus aguas residuales; de estas un 81 % recibe
tratamiento primario y un 17 % recibe tratamiento secundario o convencional
con filtros biol6gicos, lodos activados y sistema dual, la desinfeccién esta
basada en la cloracion; el 54 % de las descargas sin tratamiento han sido
arrojadas en suelos y barrancas y se estima que el 39 % se vierte en el rio
Atoyac (INEGI, 2013), que atraviesa todo el municipio de Puebla actuando
como cuerpo receptor de aguas residuales industriales y municipales, siendo
asi un foco de contaminantes y malos olores. Se reportan 5 plantas de
tratamiento en esta municipalidad donde solo una trata alrededor del 40 % del
volumen total generado en la zona metropolitana de Puebla (Gil, 2010),
mediante los procesos de desarenado, desengrasado y clarificado lo que
permite eliminar del agua 14.8 toneladas de grasa al dia y retirar 4.7 m* de
arena al dia; a su vez produce 80 m*® de lodo deshidratado al dia para ser
usados en mas de 100 hectareas de suelos erosionados (CONAGUA, 2011). El
rio Atoyac es el tercer cuerpo de agua mas contaminado del pais; superando
su capacidad de carga 8 veces mas del limite de lo que la CONAGUA clasifica
como aceptable (CONAGUA LFD, 2014), el rio Atoyac desemboca sus aguas
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(69 t dia™ de contaminante) a la presa Valsequillo "Manuel Avila Camacho"; la
presa ademas recibe descargas del rio Alseseca pero en menor caudal (28
t/dia) (Saldafia y Gomez, 2006). El agua de la presa de Valsequillo se utiliza
para riego agricola del Distrito de Riego 030 Valsequillo que incluye los Valles

de Tecamachalco, Tlacotepec, Tepanco y Tehuacan — Puebla (Diaz, 2008).

En este trabajo se utilizé un sistema fotoquimico (UV/H,0,/O3) el cual tiene el
propésito de eliminar contaminantes organico, transformar contaminantes
inorganico oxidables y microorganismos patogénicos. Estos tratamientos
forman parte de los tratamientos de fotodegradacion que pueden ser desde

especificos hasta sistemas de amplio espectro de degradacion.
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.  JUSTIFICACION

Historicamente el agua ha sido sinébnimo de higiene, limpieza e incluso de
salud, desafortunadamente cada vez es mas frecuente el uso de las aguas no
tan limpias por la presion del crecimiento demografico que demanda cada vez
mas productos agricolas de mejor calidad y en mayor cantidad. El agua es uno
de los factores de la produccion mas importante en los agroecosistemas
agricolas, siendo el riego de los cultivos el principal sector consumidor de agua.
Asociado al cambio climético ha traido como consecuencia sequias y escasez,
obligando al uso de aguas residuales para la agricultura. Estas aguas
residuales deben adecuarse debido a que se han encontrado contaminantes
organicos y metales absorbidos en tubérculos y partes aéreas comestibles,
estos contaminantes organicos si son no polares al igual que los metales
pesados son bioacumulables en el tejido adiposo y ocasionar problemas de
salud (Vig et al., 2003).

Una estrategia a seguir en este trabajo es la simulacion de los procesos de
autopurificacion natural con una tecnologia moderna y limpia. Estos se conocen
como Procesos Avanzados de Oxidacion (AOP’s), los cuales involucran la
generacion y uso de especies transitorias poderosas, principalmente el radical
*OH, para la produccién de estas especies quimicas oxidantes, es necesario
utilizar como energia luz ultravioleta, peréxido de hidrogeno y ozono como
fuentes de radicales libres *OH.

Los radicales libres «OH transforman profundamente la estructura quimica de
los contaminantes organicos e inorganicos oxidables, cambiando su posible
actividad biolégica y consecuentemente su toxicidad. Ademas la radiacion
ultravioleta inactiva a los microorganismos acondicionando el agua residual

para ser utilizada potencialmente para uso agricola.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacion mundial esta elevandose a una tasa de aproximadamente 1,2 %
al afio y se espera que aumente a 9,000 millones en el afio 2050 (UN, 2013).
Proporcionar agua adecuada y alimentos a estas personas es un gran desafio.
El agua no s6lo es esencial para el consumo humano directo y para los
hogares, sino ademas para producir alimentos y productos manufacturados

necesarios para vivir y mejorar los estdndares de calidad de vida.

Es probable que el cambio climatico agrave la escasez de agua. Un
calentamiento global de 2 °C podria llevar a una situacion en que “entre 100 y
400 millones méas de personas podrian estar en peligro de padecer hambre y
entre una a dos mil millones de personas ya no tendrdn agua para satisfacer

sus necesidades de consumo, higiene y alimentos”.

El ciclo natural del agua tiene una gran capacidad de purificacion. Pero esta
misma facilidad de regeneracién del agua y su aparente abundancia, hace que
sea el vertedero habitual en el que se arrojan los residuos producidos por las
actividades antropogénicas. Muchas aguas estan contaminadas hasta el punto
de hacerlas peligrosas para la salud humana y dafiinas para la vida, y hasta no

renovables.

La agricultura es el sector donde se necesita el mayor porcentaje de agua
comparado con el sector industrial, en tiempos de escasez extrema, las
autoridades nacionales suelen optar por derivar el agua de los agricultores
hacia las ciudades, dado que el agua tiene mayor valor econdmico en el sector
industrial y urbano que en la mayoria de los usos agricolas. En estas
circunstancias, el uso de agua regenerada en agricultura permite conservar el
agua dulce disponible hasta el momento para un fin de mayor valor econémico
y social, y asi también los agricultores reciben un suministro de agua fiable y

rico en nutrientes.
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El medio ambiente es un usuario del agua silencioso, que esta cargando con
gran parte del déficit del recurso hidrico y que terminara por afectar de algun

modo el suministro de agua pare cubrir las necesidades minimas humanas.
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IV. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

El agua es la sustancia que mas abunda en la Tierra y es la Unica que se
encuentra en la atmésfera en los tres estados de la materia (liquido, sélido y
gaseonso).

La mayor reserva de agua esta en los océanos, que contienen el 97 % del agua
que existe en la Tierra (Figura 1). Se trata de agua salada, que s6lo permite la
vida de la flora y fauna marina. El resto es agua dulce, pero no toda esta
disponible: gran parte permanece siempre congelada, formando los casquetes
polares y los glaciales. Desde el punto de vista cualitativo, se puede aseverar
gue todas las formas de vida requieren una entrada importante de agua y casi
todas las funciones de nutricién y excrecidén en los seres vivos se basan en ella.
(Orozco et al., 2003).

100 litros de agua 3 litros 0,5 litro 0,003 litro

(Media cucharadita)

b > ﬁ > —

Agua total utilizable Agua dulce Agua dulce disponible Agua dulce
100% 3% 0,5% 0,003%

Figura 1. Disponibilidad del agua en el planeta.
Fuente www.unesco.org

La gran cantidad de agua dulce de las capas polares, glaciares y acuiferos
profundos no se puede aprovechar. El agua dulce que puede ser usada
procede basicamente de la escorrentia superficial del agua de lluvia, generada
en el ciclo hidrolégico. El agua se recicla continuamente por la evaporacion

causada por la luz solar unas cuarenta veces al afio (FAO, 2002).

El promedio anual de precipitacién sobre la tierra alcanza 119,000 km?, de los
cuales alrededor de 74,000 km® se evaporan a la atmésfera. Los 45,000 km?
restantes fluyen hacia los cuerpos de agua o se infiltran en el suelo

alimentando a los mantos acuiferos. Este volumen de agua se denomina
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convencionalmente recurso hidrico. No todos estos recursos son utilizables,
porque parte del agua fluye hacia rios remotos y parte durante inundaciones
periddicas. Se estima que de 9,000 a 14,000 km*® son econémicamente
utilizables por el hombre, nada en comparacion con la cantidad total de agua
de la tierra (FAO, 2002).

En la actualidad aproximadamente 3,600 km® de agua dulce son extraidos para
consumo humano, es decir, 580 m* per céapita por afio. A nivel mundial (Figura
2), excepto la Union Europea y América del Norte, el sector agricola es el que
consume mas agua, que representan globalmente alrededor del 70 % de toda
la extraccion, el consumo doméstico alcanza aproximadamente el 10 % y la
industria el 20 % (FAO, 2002).

B Agricultura [l Doméstico [l Industria

L LI

Mundial Africa CSylos Cercanc  Asia  América América Europa
Estades  Oriente Latina y del Morte
Balticos El Caribe

Figura 2. Extraccién de agua por sector.
(FAO, 2002).

En muchas partes del mundo, la demanda del recurso hidrico supera
sustancialmente al suministro de agua. En la actualidad se calcula que 430
millones (8 % de la poblacibn mundial) viven en paises afectados por la
escasez de agua; en 2020 se predice que alrededor de un cuarto de la
poblacion mundial estara enfrentando escasez crénica y recurrente de agua
dulce. La extraccion de agua es aproximadamente el doble de la recarga de los
acuiferos; como resultado los niveles freaticos descienden de uno a tres metros

cada afio; debido a esta sobreexplotacién la poblacién esta expuesta a riesgos
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de salud, como alto contenido de fluoruros o arsénico en el agua potable
(Castro, 2006). Asimismo, el uso excesivo de agua ha dado lugar al aumento
de la salinidad, por la sobreexplotacion.

Las innovaciones tecnoldgicas en la agricultura y el aumento de la superficie de
cultivo han asegurado hasta el momento la produccion de alimentos. Se estima
que la poblacion mundial crecera a 9 mil millones en 2050 y con ello la
produccion de alimentos tendria que duplicarse. Por lo tanto, en las proximas
décadas, la seguridad alimentaria y la nutricion podrian estar en una situacion
critica en muchas partes del mundo, especialmente en los paises en desarrollo
(Altieri, 2010).

La cantidad de agua que requieren los cultivos varia entre 1,000 y 3,000 m? por
tonelada de cereal cosechada. Por ejemplo, se requieren de 1 a 3 toneladas de
agua para obtener 1 kg de arroz. Sin embargo, la cantidad de agua necesaria
para la produccion de una tonelada de cualquier cereal puede reducirse

significativamente si se utiliza un buen manejo del suelo (FAO, 2002).

Estos retos mencionados se dan dentro de un escenario de alta disparidad en
la distribucion de la tierra, de marcados niveles de pobreza rural y de una
decreciente y degradada base de recursos naturales, principalmente el agua.

El desafio es mantener una flexibilidad suficiente que permita la adaptacion a
los cambios ambientales y socioecondmicos impuestos desde afuera (Altieri y
Nicholls, 2000). Asi también es una cuestion de mantener el balance de las
necesidades y oportunidades sin que el sector agricola pierda su autonomia,
organizacion, cultura y principalmente los recursos naturales (suelo, agua,

biodiversidad, energia, ecosistemas).

La busqueda de una sociedad sustentable implica, entre otras cosas, la
reconversion de los sistemas productivos primarios (agricultura, ganaderia,
pesca, foresteria, extraccion) hacia modalidades ecolégicamente adecuadas.
En los paises con una injusta distribucién agraria, se hace ademas necesario

impulsar la democratizacion de la propiedad de la tierra (Toledo, 2002).
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Los elementos béasicos de un sistema de cultivo sustentable son la
conservacion de los recursos renovables, la adaptacion del cultivo al medio
ambiente y el mantenimiento de niveles moderados, pero principalmente
sustentables en la productividad (FAO, 2009).

La reduccion del uso de energia y la preservacion de los recursos naturales
habla de una agricultura sustentable. Mas del 40 % de los paises en desarrollo
se encuentran en situacion critica y los esfuerzos se ven marcados en la

reutilizacion del agua para su produccién agricola (Salgot et al., 2006).

Aproximadamente 1 000 millones de personas viven actualmente en lo que se
define como pobreza absoluta, es decir, con ingresos diarios inferiores a un
dolar de EE.UU, la mayor parte de ellos padecen hambre cronica (FAO, 2002).
En los paises en desarrollo, de cuatro nifios mas de uno tiene un peso inferior
al normal, y en los paises en desarrollo la desnutricion es la causa principal de
mortandad de la mitad de los nifios. Aquellos menores que sobreviven y llegan
a ser adultos encaran un futuro limitado por el hambre, la falta de vivienda, el

analfabetismo y el desempleo (OMS, 2003).

Aunque el nimero de personas que padecen hambre ha disminuido en un 5 %
desde los primeros afios de la década de los noventa, se estima que en los
paises en desarrollo casi 800 millones todavia sufren hambre y en la misma
situacién estan 30 millones en otros paises (FAO, 2002). La lucha contra el
hambre sera cada vez mas dificil, a medida que la poblacion aumente y mas

gente del medio rural emigre a las areas urbanas.

El factor clave es el aumento de la seguridad alimentaria posibilitando que
todos los hogares tengan acceso real a alimentos adecuados para todos sus
miembros y que no corran el riesgo de perder este acceso. Esto significa que
no solamente los alimentos deben estar disponibles sino también que la gente
tenga capacidad de compra. Hay varias formas de aumentar la seguridad
alimentaria: aumentando localmente la produccion de alimentos y la
productividad, aumentando regularmente y con seguridad la importacién de

alimentos, proporcionando mas trabajo y mejores remuneraciones a aquellas
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personas que no tienen dinero para comprar los alimentos que necesitan, y

mejorando los sistemas de distribucién de alimentos.

La autosuficiencia alimentaria, que se alcanza cuando se satisfacen las
necesidades alimenticias mediante la produccion local, generalmente suele ser

un objetivo de las politicas nacionales (Molden, 2007).

La reutilizacion en agricultura de las aguas residuales tratadas es una opcion
gue se estéa estudiando y adoptando cada vez mas en regiones con escasez de
agua. Muchas regiones del mundo estan experimentando crecientes problemas
de déficits hidricos. Esto se debe al crecimiento implacable de la demanda de
agua frente a unos recursos hidricos estaticos o en disminucion y a las

periodicas sequias debidas a factores climaticos (Molle y Berkoff, 2007).

Este intercambio también puede acarrear beneficios ambientales, al permitir la
asimilacion de los nutrientes presentes en las aguas residuales por las plantas

y reducir asi la contaminacion aguas abajo.

Existe evidencia de la reutilizacibn de aguas residuales en la irrigacion de la
agricultura desde las civilizaciones griega y romana. Se espera que en los
tiempos y regiones donde el agua es escaza, los agricultores adoptan el uso
alternativo de aguas residuales urbanas o domésticas como fuente de agua
para el riego. Aunque el agua reutilizada es una parte relativamente pequefa
del total del suministro del recurso hidrico, que podria resolver algunos de los
problemas de la agricultura y consecuentemente en la produccion de alimentos
(Méndez et al., 2006).

Las aguas residuales domésticas, sin ningun tratamiento, han sido utilizadas
para riego agricola, aumentando de esta forma la productividad del suelo
debido a los elevados contenidos de materia organica para las plantas y se
evita el uso de fertilizantes, por lo que el uso de aguas residuales les resulta
incluso econdémico. Sin embargo, se han incrementado notablemente las

enfermedades gastrointestinales como consecuencia de los patdgenos
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contenidos en este tipo de aguas, produciendo verdaderos problemas de salud

publica especialmente (Cifuentes, 1993).

Uno de los inconvenientes del uso de aguas residuales es la presencia de
bacterias coliformes, las cuales provienen de las heces de humanos y
animales; y la existencia de helmintos, cuya procedencia ademas del uso de
agua residual es el empleo de estiércol como fertilizante, carencia de
instalaciones sanitarias adecuadas y la falta de control de animales. El alto
riesgo para la salud causado por los helmintos se debe a que su estadio de
huevo perdura en el ambiente (Cordova et al., 2002). Hernandez-Acosta et al.
(2014) citan que los huevos de Ascaris lumbricoides y Toxocara canis
conservan su poder infectante en el suelo entre siete y doce afios. Ademas de
la presencia de microorganismos patégenos. Si bien, el uso de aguas
residuales impulsa la produccion de los campos agricolas, también origina
riesgos para la salud de los productores, sus familias y a la poblacién que

consuma los cultivos irrigados con este tipo de aguas.

En 1980, la Organizacién Mundial de la Salud, el Banco Mundial y el Centro
Internacional de Referencia para Eliminacion de Desechos, patrocinaron una
serie de estudios y reuniones de expertos para examinar estos riesgos para la
salud (Shuval, 1986 y Prost, 1988)a partir de una evaluacion de la evidencia
epidemioldgica disponible, se establecid que los principales riesgos son: la
transmision de infecciones por nematodos intestinales, tanto a los que trabajan
en los campos de riego con aguas residuales y para aquellos que consumen
verduras cultivadas en estos campos; estas infecciones se deben a Ascaris
lumbricoides (lombriz intestinal del ser humano), Trichuris trichiura (la triquina
humana), Ancylostoma duodenale y Necator americanus (los anquilostomas
humanos); y la transmision de enfermedades bacterianas fecales como diarrea

bacteriana, la disenteria, la fiebre tifoidea y el célera.

Se estima que 20 millones de hectareas se riegan con aguas residuales o
aguas contaminadas (Jiménez y Asano, 2008; Keraita et al., 2008).
Asimismo, no existen datos que cuantifiquen la contribucibn de aguas

residuales para el suministro de alimentos. Algunos estudios reportan que en
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Pakistan el 26 % de la produccion de hortalizas es por riego con aguas
residuales (Ensink et al., 2004), en Hanoi, Vietnam el 80 % se irriga con aguas
residuales diluidas y en Africa Occidental se calcula entre 50 y 90 % (Drechsel
et al., 2006).

En los paises en desarrollo, los recursos financieros y materiales limitados para
el tratamiento de agua, la situacion socio-econémica y el contexto de la
urbanizacién crean las condiciones para el uso de aguas residuales sin
planificacion ni control. Estas practicas representan un riesgo significativo para
la salud publica y tienen un alto impacto en la generacion de enfermedades
(UNESCO, 2008).

Problemas del uso de aguas residuales.

a) Limitada capacidad de las ciudades para el tratamiento de sus aguas
residuales, provocando en consecuencia la contaminacion de los suelos,
las aguas y las fuentes de agua de riego tradicionales.

b) Falta de fuentes alternativas de agua (mas baratos, de manera similar
confiable, disponible o seguros) en el medio fisico.

c) La demanda urbana de alimentos y los incentivos de mercado que
favorecen la produccion de alimentos en las proximidades de las
ciudades, donde las fuentes de agua estdn generalmente
contaminados.(FAO, 2013).

Ventajas del uso de aguas residuales.

a) La gran demanda mundial de alimentos, en el mundo, el mayor usuario
de agua residual es la agricultura (Jiménez y Asano, 2008).

b) La disponibilidad todo el afio, a diferencia de la precipitacién pluvial o
arroyos estacionales. Permite que los rendimientos, la gama de cultivos,
la produccion todo el afio, aumenten en las zonas aridas y semiaridas
(Keraita et. al., 2008).

c) El aumento de la productividad y las ganancias permiten a los

agricultores un medio de vida mas fiable.
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d)

Su alto contenido de nutrientes. Las aguas residuales reciclan materia
organica y una mayor diversidad de nutrientes que cualquier fertilizante
comercial puede proporcionar, reduce por lo tanto el uso de fertilizantes.

Desventajas del uso de aguas residuales.

a)

b)

El riesgo para la salud por la presencia de agentes patégenos (virus,
bacterias, protozoos y parasitos multicelulares), irritantes de la piel y
productos quimicos toxicos como metales pesados, pesticidas y
residuos de plaguicidas) (FAO, 2013). En primer lugar, las
enfermedades estan vinculados a la naturaleza del patégeno en las
aguas residuales y, por tanto varian de un lugar a otro. En segundo
lugar, los riesgos no se limitan a los agricultores, se pueden observar en
al menos cuatro grupos: los trabajadores agricolas y sus familias; los
gue manipulan cultivos; consumidores de cultivos o la carne y la leche
procedente de ganado pastando en los campos contaminados; y los que
viven en o cerca de las areas donde se utilizan aguas residuales, dentro
de estos grupos los mas vulnerables son los nifios y los ancianos.

Los agentes patdgenos contaminan a los cultivos principalmente a
través de contacto directo, aunque existen casos de absorcién por las
plantas (Hamilton et al., 2007) y pueden ser una fuente de altos niveles
de metales pesados y compuestos tdxicos organicos (Abaidoo et al.,
2009; Hamilton et al., 2007). Por esta razén existen investigaciones
acerca de las cantidades maximas permitidas de metales pesados que
los cultivos y suelo pueden estar expuestos cuando se aplican aguas
residuales.

Los posibles efectos bioldégicos, como la genotoxicidad. La
determinacion de la genotoxicidad evalta la magnitud de riesgo genético
para el hombre por la presencia de contaminantes ambientales en un

determinado nivel de exposicidn, en este caso en las aguas residuales.

La proteccidon y conservacion de los recursos naturales es una de las mayores

prioridades en la actualidad, el agua es un recurso valioso por lo que debe ser

aprovechada al méximo. Muchas técnicas actuales del reciclado del agua

contaminada solo transfieren contaminantes sin degradarlos, transformarlos o
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eliminarlos. Se busca una alternativa de tratamiento adecuada, que permita la
proteccion de la salud, remocioén de la genotoxicidad, recuperacion de agua y la
estabilidad de los nutrientes.

La remocion de contaminantes toxicos recalcitrantes, puede realizarse por
tecnologias convencionales como: procesos de adsorcion, stripping,
floculacion-coagulacion (tecnologias no destructivas) y tecnologias que
transforman profundamente la estructura quimica de los contaminantes
cambiando sus actividades biologicas y convirtiéndolos en sustancias inocuas.
El propdsito principal de la oxidacion quimica es la mineralizacion de los
contaminantes, transformandolos a dioxido de carbono, agua y compuestos
inorganicos (nutrientes) o en compuestos quimicos inofensivos. Estos métodos
correctamente aplicados dan solucion al problema de la remocion de

contaminantes (Sandip et al., 2011).

Los contaminantes no biodegradables se caracterizan por su alta estabilidad
quimica y persistencia muy dificil de ser mineralizados, es necesario adoptar
tecnologias mas eficaces que las convencionales como Procesos de Oxidacion
Avanzada (Sandip et al., 2011).

Los POA’s (procesos de oxidacion avanzada) es una metodologia
comunmente usada, efectiva para el tratamiento de aguas residuales que
contienen productos organicos, usualmente se utilizan para remover los
constituyentes organicos recalcitrantes (aromaticos halogenados, nitrogenados,
fosforados, pesticidas e insecticidas), provenientes del agua residual de la

industria y el agua residual municipal (Comninellis, et al., 2008).

Las reacciones fotoquimicas realizadas con ayuda de radiacién ultravioleta que
se forman en las capas superficiales de los cuerpos de agua son conocidos
como procesos de autopurificacion (Klaravioti, et al., 2009). Es la capacidad de
un cuerpo de agua para deshacerse de los contaminantes, por medio de
procesos fisicos, quimicos y biolégicos. La transformacion de la materia

organica de plantas en nutrientes o0 a otros contaminantes menos téxicos.
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Los tres procesos basicos que constituyen el sistema de purificacion natural de

agua en la naturaleza son:

1. La evaporacion, seguida de condensacion, elimina casi todas las
sustancias disueltas.

2. La accibn bacteriana convierte los contaminantes organicos disueltos en
unos cuantos compuestos sencillos.

3. La filtracion a través de arena y grava elimina la mayor parte de la

materia en suspension del agua.

Las reacciones fotooxidativas transforman contaminantes organicos en
especies quimicas mas polares, es decir mas solubles en agua y, en su caso
ideal, conducen hasta la mineralizacion de los compuestos organicos, lo que
significa que en dependencia de su composicion quimica se forman agua
(H20), diéxido de carbono (CO,), nitrogeno (Ny), y algunos iones inorganicos
(Victor et al., 2005). De esta manera, los compuestos organicos se convierten
en compuestos inofensivos. Estas reacciones fotooxidativas también se
transforman a sustancias inorganicas de bajo estado de oxidacion en
compuestos de alto estado de oxidacion. La radiacion UV y el ozono generan
en dos reacciones consecutivas en la troposfera los radicales libres *OH, que
por su alto potencial de oxidacion son las particulas mas reactivas de esta
zona (Monks, 2005)

hv
Os — > 0, + o
A <310 nm
o} + HO 2 +OH

Un amplio rango de compuestos organicos es detectado en el agua residual
industrial y municipal, algunos de estos compuestos (productos quimicos
organicos sintéticos y sustancias de origen natural) constituyen severos
problemas en los sistemas de tratamiento bioldgico, debido a su resistencia a la

biodegradacion y/o efecto toxico en los procesos microbioldgicos.
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Una propuesta de tecnologia moderna y limpia para la purificacion de aguas
contaminadas es utilizar procesos fotoquimicos, en particular los procesos
avanzados de oxidacion. Estos procesos se pueden definir como la aplicacion a
nivel laboratorio, escala piloto o industrial de un proceso fotoquimico de
autopurificacion que ocurre en la naturaleza. En el presente trabajo se analiza
la factibilidad de un tratamiento utilizando procesos de oxidacién avanzada
aplicados a aguas residuales pretratadas para oxidar contaminantes organicos
e inorganicos oxidables con el uso de la luz UV y un precursor del agente
oxidante radical libre *<OH hasta convertir estas especies en nutrientes para las

plantas.

En la literatura cientifica se encuentran reportados varios sistemas
fotooxidativos como: H,0,/UV, O3/UV, H,0,/03/UV (Kelly et al., 1999, Litter,
2005).

Las potencialidades que ofrece los POA pueden ser explotadas para integrar a
los procesos fotoquimicos como una degradacion oxidativa de sustancias

toxicas o refractarias que salen en el tratamiento primario avanzado.

Otro aspecto relativo a la posibilidad de aplicacién del POA es el que se refiere
a la carga contaminante de los residuos normalmente expresada como
demanda quimica de oxigeno (DBO). Solamente los desechos con
relativamente pequefios contenidos de DQO (< 5,0 gL ™) pueden ser tratados
adecuadamente por medio de estas técnicas ya que los contenidos mas altos
de DQO requeririan el consumo de cantidades demasiado grandes de reactivos
y largos tiempos de irradiacion Los residuos con mas contenidos
contaminantes masivos pueden ser mas convenientemente tratados por medio

de la oxidaciéon humeda o incineracion.

En la generacion de radicales libres «OH en el laboratorio se utiliza una lampara
de luz UV que consiste de un tubo de cuarzo similar a una bombilla
fluorescente con los electrodos en cada extremo, lleno de un gas inerte y una
cantidad diminuta de mercurio. La energia eléctrica, aplicada por los
electrodos, proporciona la descarga inicial para excitar los gases y el vapor de
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mercurio presentes con la emision consecuente de radiacion ultravioleta. Los
atomos del gas son excitados por colision con los electrones libres del arco.

Se puede utilizar una lampara de presién media de vapor de mercurio por el
amplio dominio en que emiten este tipo de lamparas. La presion de este tipo de
lamparas es de 10° mm de Hg aproximadamente. Estas lamparas emiten en el
intervalo entre 194.2 y 579.1 nm. En 366 nm se encuentra la linea de emision
predominante. La potencia de estas lamparas a nivel industrial varia desde 100
W hasta 60,000 W dependiendo de la longitud del arco que va desde 3 cm
hasta 2 m (Oppendlander, 2003). Este tipo de lamparas necesitan un sistema
eficiente de enfriamiento debido a que gran parte de la energia se disipa en
forma de calor.

La lampara de baja presién de mercurio provee practicamente una radiacion
monocromatica a 253.7 nm; por lo tanto, estas lamparas se utilizan
especificamente para procesos de desinfeccion de sistemas gaseosos Yy
liquidos (Oppendlander, 2003). El cuadro 1 muestra las principales lineas de

emision de los diferentes tipos de lamparas.

26



Cuadro 1. Principales lineas de emision y dominio espectral util de las lamparas

de mercurio (Oppendlander, 2003).

A (nm) Tipo Presion de
de lampara mercurio

194.2 _____________________________________
2537 _____________________________________ \
265.2

265.4

280.4

296.7

302.1

312.6

313.1 ~ ) ~10° mm de Hg
334.1 Presiéon media
S

366.3
404.6
407.8
435.8
546.1
577.0
S79.0 o J

_____________________________________ B
184.9 } Presion baja ~107- 10 mm de Hg

> Presion alta ~8 x 10" mm de Hg

Las principales ventajas de los procesos de oxidacion avanzada (Andreozzi et

al., 1999), son las siguientes:

Transforma quimicamente a los contaminantes.

Se consigue la mineralizacion completa de los contaminantes.

No genera lodos que requieran un proceso de tratamiento y/o
disposicion.

Son Utiles para eliminar compuestos refractarios que resisten otros
métodos de tratamiento.

Disminuyen la concentracion de compuestos formados por
pretratamientos alternativos.

Mejoran las propiedades organolépticas del agua tratada.

Consumen menos energia que otros tratamientos.

Transforman contaminantes refractarios en biodegradables.

Eliminan efectos sobre la salud de desinfectantes y oxidantes residuales.
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Limitaciones de los procesos avanzados de oxidacion:

Al final del proceso en sistemas UV/H,0, no se puede evitar la presencia
de una cantidad muy pequefia de peréxido de hidrégeno residual.
Variaciones abruptas en la composicion y concentracion de los
contaminantes pueden causar problemas en la fotooxidacion.

Puede haber factores de interferencia (autoabsorcion de luz UV, agua no
transparente, presencia de solidos suspendidos, etc.).

Algunos contaminantes pueden actuar como inhibidores de las
fotorreacciones.

Siempre es necesario realizar experimentos preliminares para establecer
las condiciones ideales para cada caso concreto del tratamiento de un
agua contaminada (Andreozzi et al., 1999).

Los procesos de oxidacion avanzada se dividen en dos grupos: no

fotoquimicos y fotoquimicos.

Los procesos fotoquimicos involucran reacciones que ocurren por influencia de

la absorcién de radiacion UV-Vis, ya sea del sol o de otra fuente, donde su

cinética de reaccién puede ser aumentada por la adicién de H,0,, O3, sales

metalicas o0 semiconductores. Los procesos fotoquimicos proporcionan las

siguientes ventajas en el tratamiento de aguas y efluentes, que no se limitan al

aprovechamiento del radical libre *OH como oxidante:

Es posible utilizar los procesos fotoliticos directamente, sin agregar
reactivos quimicos.

Evita el uso de O3 o reduce su proporcion.

Aumenta la velocidad de reaccion con la misma técnica en ausencia de
luz.

Evita cambios de pH drasticos.

Permite el uso de variedad de oxidantes.

Reduce costos operativos.

Esta radical libre *OH posee propiedades adecuadas para atacar
virtualmente a todos los compuestos organicos y reaccionar entre 10° a

10* veces mas réapido que otros oxidantes alternativos como el Os.
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La luz ultravioleta, conocida generalmente como UV es emitida en tres
diferentes bandas UV-A, UV-B y UV-C. La radiacion con mayor efecto
germicida se encuentra entre las bandas UV-C Y UV-B, correspondiendo a 260
nm. De modo que la longitud de onda a 254 nm generada por emisores
monocromaticos (presion baja) proporcionan la maxima efectividad germicida,
inactivando los cinco principales grupos de microorganismos (virus, bacterias,
hongos, algas, y protozoos) es decir, cuando estos organismos se exponen a la
radiacion UV, ésta penetra la pared celular llegando hasta el nucleo donde se
encuentra la informacion genética, destruyendo la cadena de ADN y por lo
tanto impide su reproduccion.

Los componentes principales del sistema de desinfeccién con luz UV son las
lamparas de vapor de mercurio, el reactor y los balastros electrénicos. La
fuente de luz UV son las lamparas de arco de mercurio de baja o mediana

presion, bien sea de baja o alta intensidad.

La longitud de onda Optima para desactivar eficazmente los microorganismos
se encuentra en el rango de 250 a 270 nm. La intensidad de la radiacion
emitida por la lampara se disipa a medida que la distancia de la lampara

aumenta.

Las lamparas de mercurio de presibn media tienen una intensidad germicida
aproximadamente 15 a 20 veces mayor que las lamparas de baja presién. La
lampara de mediana presion desinfecta mas rapido y tiene mas capacidad de
penetracion debido a su mayor intensidad. Sin embargo, estas lamparas
operan a temperaturas mas altas con un mayor consumo de energia eléctrica.

Existen dos tipos de configuraciones de reactor para el sistema de desinfeccion
con luz UV: de contacto directo y sin contacto. En ambos casos, el agua
residual puede fluir en forma perpendicular o paralela a las lamparas. En el
caso del reactor de contacto, la serie de lamparas de mercurio esta recubierta
con protectores de cuarzo para minimizar los efectos de enfriamiento del agua

residual.
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El peroxido de hidrégeno (H2O2) es un liquido incoloro bastante estable. Se
comercializa como soluciones acuosas a concentraciones entre el 3y el 90 %.
Contiene una accion bactericida la cual se debe a dos razones:
1. Produccion de iones hidroxilo y radicales libres, que actian oxidando
componentes esenciales del microorganismo.
2. Liberacién de O, por las catalasas tisulares, que actian impidiendo la

germinacion de esporas de anaerobios como Clostridium tetani.

Ademas, el O, liberado en su descomposicion en forma de burbujas favorece la

eliminacion de detritus celulares, bacterias y tejidos desvitalizados.

El ozono O3 se produce artificialmente mediante los generadores de o0zono
desde finales del siglo XIX. La union de tres moléculas de oxigeno inestables,
es lo que determina que la funcién del ozono sea totalmente natural. La
aplicacion se esté extendiendo a muy diversos campos: el cambio climatico por
su disminucién en la ozondsfera, el interés creciente por la utilizaciéon de
tratamientos ecoldgicos no agresivos con los resultados pretendidos, por
supuesto con el medio ambiente, asi como los tratamientos de salud.

Debido a sus poderosos efectos desodorizante y bactericidas, el ozono se
utiliza para renovar el aire en atmdésferas confinadas y para la esterilizacion y el
tratamiento de las aguas. El interés de las aplicaciones del ozono en el
tratamiento del agua es debido tanto a sus caracteristicas oxidantes
especialmente energéticas, aprovechadas para degradar o eliminar ciertas
sustancias organicas o minerales no deseables, como a su extremado poder
bactericida y virucida.

La oxidacién de contaminantes organicos por radiacion UV y oxidantes (H,Oo,
O3, etc.) implica en la mayoria de los casos la generacion y posterior reaccion
de los radicales *OH, los cuales son producidos en diferentes medios y

condiciones.
La utilizacion de dos o mas oxidantes mezclados ayuda a aprovechar los

efectos sinérgicos causados entre ellos, lo que potencializa la destruccion de

contaminantes organicos y biolégicos (Doménech et al., 2001).
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En general, los microorganismos a diferencia de los macroorganismos, son
capaces de llevar a cabo procesos de crecimiento, generacion de energia y
reproduccion, independientemente de otras células sean del mismo tipo o
diferentes. Las células estudiadas en microbiologia pueden pertenecer a dos
grandes grupos, eucariotas y procariotas. Las eucariotas constituyen la unidad
estructural de protozoarios, hongos y algas cuyo tamafio las incluye en esta
especialidad. Son organismos unicelulares o multicelulares que poseen en su
interior estructuras limitadas por membranas llamadas organelos (nucleo,
mitocondrias y cloroplastos presentes sélo en células capaces de realizar
fotosintesis). Las células procariotas son las bacterias, cuya estructura interna

es sencilla.

Los microorganismos indicadores de contaminacion en el agua son aquellos
que tienen un comportamiento similar a los patégenos, concentracién y
reaccion frente a factores ambientales, pero que son mas faciles, rapidos y
econdémicos de identificar. Una vez que se ha demostrado la presencia de
grupos indicadores, se puede inferir que los patégenos se encuentran
presentes en la misma concentracion y que su comportamiento frente a
diferentes factores como pH, temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de
retencion hidraulica o sistemas de desinfeccion es similar a la del indicador
(Arcos et al., 2005).

Un microorganismo indicador de contaminacion fecal debe reunir las siguientes
caracteristicas (Apella y Araujo, 2003).

- Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

- Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales
homeotérmicos.

- Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e
identificacion.

- Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las
bacterias patdgenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser
igual o superior al de los patdgenos de origen fecal.

- Debe ser facil de aislar y cuantificar.

- No debe ser patégeno.
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El andlisis cuantitativo de bacterias indicadoras de contaminantes en una
muestra de agua se puede realizar por metodologias diferentes, tales como:
- Recuento directo de microorganismos cultivables por siembra de la
muestra o0 en un medio de cultivo agarizado.

- Recuento indirecto (basado en calculos estadistico).

Aguas residuales provenientes de plantas de tratamiento, especialmente los
situados en las cercanias de los rios usados como colectores de aguas
residuales de zonas industriales, unidades habitacionales, etc. se enfrentan con
vertidos que contienen una mezcla compleja de diversas sustancias organicas
e inorganicas. A menudo, la informacion detallada sobre la identidad de los
componentes de las aguas residuales es escasa, 0 se carece de datos sobre
sus posibles efectos bioldgicos, como la toxicidad genotéxica. La determinacion
de la genotoxicidad evalla la magnitud de riesgo genético para el hombre por
la presencia de contaminantes ambientales en un determinado nivel de

exposicion (Farré y Barceld, 2003).

El control de los efluentes industriales que tradicionalmente se han regulado
mediante métodos que miden los parametros sumarios, tales como el carbono
organico disuelto, carbono organico total, demanda biol6gica de oxigeno y la
demanda quimica de oxigeno, no incluyen informacién acerca de los efectos
biolégicos, por esta razdn se requiere usar estrategias de investigacion
efectivas para encontrar informacion analitica especifica acerca de estos
efectos. En consecuencia, se han desarrollado una serie de bioensayos para
establecer los niveles de toxicidad de compuestos para los organismos
acuaticos, herramienta util en la evaluacion del riesgo ambiental. Estas pruebas
se basan en el uso de microorganismos (Parvez et al., 2006), plantas (Grant
1999), invertebrados (Grazeffe et al., 2008) y peces (Babich y Borenfreud,
1991).

Existen bioensayos rapidos como el empleo de plantas como organismos de

prueba, estos funcionan como herramientas de deteccion inicial de toxicidad.

32



Es importante emplear bioensayos con plantas en la deteccion y control de los

contaminantes toxicos

La evaluacion de los efectos biologicos utilizando un método efectivo, rapido,
sencillo, sensible y barato que pueda proporcionar la informacion especifica
sobre toxicidad y ecotoxicidad (Ukaegbu y Odeigah, 2009) y permita la
incorporacion de parametros de toxicidad en el marco regulatorio. Muchos
investigadores han estudiado el desarrollo de bioensayos rapidos y sensibles
para supervisar Yy evaluar las descargas de materiales toxicos.
Tradicionalmente, han utilizado crustaceos, peces y algas para la medicion de
la toxicidad acuatica. Estos organismos presentan alguna respuesta a niveles
peligrosos de cualquier sustancia quimica o mezcla compleja de téxicos
presentes. Los bioensayos in vitro han ganado gran aceptacion en las
estrategias de biomonitoreo, fundamentalmente porque suministran resultados
confiables, baratos, simples y rapidos. Estos bioensayos pueden auxiliar en la
evaluacion de los efectos a la salud (toxicidad humana y animal) y de los
efectos ecoldgicos de sustancias quimicas téxicas que son introducidas por
varias vias en el ambiente y permiten su aplicacion en programas de monitoreo
en la evaluacion de la toxicidad. En las Ultimas décadas, se han desarrollado
bioensayos rapidos con el empleo de plantas como organismos de prueba, las
qgue funcionan como excelentes herramientas de trabajo para el monitoreo

ambiental.

Se pueden utilizar plantas superiores como un material importante para
pruebas genéticas con el propdsito de monitorear diversos contaminantes
presentes en el ambiente. Entre estas plantas, se encuentra el ajo, (Saxena et
al., 2005) y para evaluar las aberraciones cromosémicas y las perturbaciones
en el ciclo mitético, se ha usado para evaluar un gran niumero de agentes
genotoxicos, los resultados obtenidos contribuyen a su aplicacion en la
vigilancia del medio ambiente. El ajo se utiliza como un organismo de prueba,
debido a que es barato, facilmente disponible, de facil manejo y tiene ventajas
sobre otras pruebas a corto plazo. Entre los criterios de valoracion del ajo se
encuentran las aberraciones cromosomicas en la raiz y ha sido el mas utilizado

para detectar genotoxicidad generada por los contaminantes. Los indices de
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anomalias cromosOmicas mitéticas se utilizan para evaluar la genotoxicidad y
los indices de micronucleos en las células del meristemo radical, se emplean
para verificar la mutagenicidad de diferentes productos quimicos. El ensayo de
aberracion cromosomica en la raiz del ajo ampliamente utilizada para
determinar los efectos genotoxicos de diferentes compuestos (Camargo et al.,
2011).

Ventajas del ensayo de aberracion cromosomica radical con ajo.

La principal conclusion de todas las investigaciones realizadas por muchos
autores es que los ensayos de la planta son los sistemas de pruebas eficientes
y fiables para la deteccion rapida de productos quimicos de mutagenicidad y
clastogenicidad. Entre estas pruebas con ajo se encuentra el ensayo de
aberracién cromosomica radical que ha demostrado ser eficaz, sensible, menos
costoso y se utiliza para probar los mutagenos potenciales en células mitéticas
y meidticas (Smaka-Kincl et al., 1996; Celik y Aslanturk, 2006).

Estos ensayos de aberracion cromosomica radical han sido adoptados por el
Programa Internacional de Bioensayos con Plantas (IPPB) para la evaluacion
de los contaminantes del ambiente (Ma, 1999). Este ensayo se ha utilizado
para controlar la naturaleza de diversas plantas y productos vegetales.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

* Irradiar fotoquimicamente el efluente de un tratamiento primario
avanzado y estimar los niveles de contaminacion que se presentan en

plantulas de maiz irrigadas con agua residual.

Objetivos especificos:

» Aplicar procesos fotoquimicos al agua residual de la Planta de
Tratamientos de Aguas residuales “San Francisco” de forma que cumpla
lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-CCA/032-ECOL/1993.

* Cuantificar el nivel de contaminacién por metales pesados en las
plantulas de maiz, utilizando agua residual tratada fotoquimicamente y
agua residual con tratamiento primario avanzado.

* Realizar pruebas microbiolégicas para estimar cualitativa vy
cuantitativamente los microorganismos presentes antes y después del
tratamiento fotoquimico del agua residual.

* Realizar pruebas de genotoxicidad de las muestras de agua utilizadas
en los diferentes tratamientos, utilizando la planta de ajo como

bioindicador.
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VI. HIPOTESIS

El tratamiento de agua residual por métodos fotoquimicos reducira
significativamente (a < 0.05) los niveles de contaminantes de acuerdo a la
NOM-CCA/032-ECOL/1993 para su potencial uso agricola.
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VIl. METODOLOGIA

VII.1 Proceso Fotoquimico
La oxidacion de los contaminantes organicos presentes en el agua proveniente

de un proceso primario avanzado de una planta de tratamiento de agua
residual, se llevo a cabo mediante el uso de un Fotorreactor Batch adaptado
para recirculacion en un sistema (UV/H,O,/O3) con capacidad de un litro,
equipado por una lampara de vapor de mercurio (Hg) de presion media modelo
PUV-1022 de 110 mm de longitud, 1000 W tension de 145 Voltios, corriente de
7.5 Voltios y corriente de 7.5 Amperes, la parte externa del reactor es integrada
por un recipiente cilindrico de vidrio Pyrex el cual tiene en la parte superior dos
entradas esmeriladas 15/30 y en la parte inferior una oliva donde se introduce
la corriente de aire y suministro de ozono mediante un generador King Ozono
modelo Hydrozon K-40. Con un suministro de ozono al reactor de 40 mg h?, la
lampara presenta la mayor emision de longitud de onda entre 200 y 460 nm
misma longitud que absorbe la mayor parte de los grupos funcionales
organicos y donde se lleva a cabo la formacion del radical *OH, finalmente fue
evaluado al obtener los espectros UV-vis de las muestras iniciales y finales.

En la figura 3, se muestra la adaptacion a un sistema de recirculacion del
reactor Batch. Fue necesario utilizar un reéstato para garantizar un flujo de
electricidad constante, esto para asegurar que la lampara del fotorreactor
siempre estuviera cubierta de agua residual, el sistema se cubre con laminas
de aluminio construidas especificamente para evitar el contacto de la luz
ultravioleta con el usuario. Este sistema se regulé para un caudal de 0.5 Lmin™

y la dosis de per6xido de hidrégeno es 0.0119 mg L™.
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Figura 3. Sistema de recirculacién del fotorreactor batch.

Sistema de enfriamiento

Reservorio de agua desmineralizada fria.

Bomba de recirculacién de agua desmineralizada.
Recirculacion de agua.

Fotorreactor batch.

Reservorio de agua residual.

Bomba de recirculacién para agua residual.

© N o g A~ WD BE

Redstato

Preparacion de la muestra

La muestra de agua compuesta proveniente del efluente de un tratamiento
primario avanzado, fue vertida en filtros de papel cualitativo de 1.5 ym de
retencién, con la finalidad de clarificar y remover de la muestra los solidos
suspendidos. Una vez obtenidas las alicuotas se procediéo a realizar los

siguientes analisis:

Determinacion de pH

La determinacion de pH se realiz6 con ayuda de un medidor de pH portatil,
Marca Conductronic, Modelo PC16.

El pH de las alicuotas se midi6 antes y después del tratamiento fotoquimico

para obtener la comparacion de los resultados.
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Determinacion de color y turbidez
Para obtener la medicion de color y turbidez, se utilizé6 un fotbmetro Modelo

Nova 60 de MERK con los siguientes intervalos de medicion:

Color: de 0.5- 50.0 m™.
Turbidez: 10 - 400 UNF (Unidades Nefelométricas de Formazina).

Para realizar la determinacion cada alicuota fue vertida en una celda de cuarzo

de 50 mm de espesor.

Determinacion de H,O, residual

La cuantificacion de peréxido de hidrogeno se obtuvo con la utilizacion de tiras
reactivas. Estas se sumergen en la muestra durante tres segundos para
después ser comparadas con la escala de colores incluida en el contenedor de

las tiras.

Determinacion de DQO

La determinacion de DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) se realiz6
calentando a una temperatura donde la muestra irradiada fotoquimicamente (50
mL aproximadamente) alcanzé su punto de ebullicién en un sistema de reflujo,
con el fin de eliminar el peréxido de hidrogeno que es una sustancia que
interfiere en la determinacion, enseguida se dej6 la muestra enfriar a
temperatura ambiente y finalmente se utilizé6 el método 105 (15 - 300 mg L™
mediante un fotdmetro Marca MERK Modelo NOVA 60.

Obtencién de espectros

Al finalizar la irradiacion fotoquimica a las muestras en estudio se procedi6 a la
obtencion de espectros UV-vis a través de un Espectrofotbmetro Marca
PERKIN ELMER Modelo Lambda 20 donde se utilizaron celdas de cuarzo de
10 mm de espesor.

Andlisis de metales pesados en aguas residuales tratadas
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La caracterizacion de las aguas residuales tratadas se llevO mediante un
fotometro SPECTROQUANT NOVA 60. En el cuadro 2 se presentan los

métodos utilizados para la determinacién de metales.

Cuadro 2. Métodos utilizados para la determinacién de metales en aguas
residuales con tratamiento primario avanzado a través de fotometria.

DETERMINACION DE METALES
EN AGUA POR FOTOMETRIA
Metales Pesados | Método utilizado

Cobre (Cu) 026
Cadmio (Cd) 067
Cromo (Cr) 039
Plomo (Phb) 066

Zinc (Zn) 174

VII.2 Bioensayo con plantas de maiz
El bioensayo se llevé a cabo el 14 de Febrero del 2014 y se utilizaron charolas

de poliestireno de 36 cavidades, donde se rellenaron con sustrato a base de
peet moss. Se utiliz6 semilla de maiz criolla y los tres tratamientos
correspondientes al ensayo fueron los siguientes:
1. Agua con un tratamiento primario avanzado, provenientes del efluente
de la PTAR San Francisco.
2. Agua del efluente de la PTAR San Francisco con un tratamiento
fotoquimico.
3. Como testigo se utiliz6 agua de red urbana de la Ciudad de Puebla
(agua potable).

Se utilizé un disefio de bloques al azar con cinco repeticiones (Figura 4 a), la
unidad experimental fue una charola de poliestireno de 36 cavidades y para la
parcela util se considerd las 16 plantas centrales (Figura 4 b). Los riegos
(tratamientos) se iniciaron desde la siembra y se realizaron en las primeras
horas de la mafana de acuerdo a cada tratamiento, utilizando la misma
cantidad de agua por tratamiento (1 L de agua para cada unidad experimental,
es decir, aproximadamente 27 mL por cavidad).
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R1APT| [R1uw h1 PCT‘I

R2 PCT| |R2 APT hz UwW |

Rauw| [RspcT| |R3APT|

R4APT| [Rauw| |RapPCT||

RsPCT| [Rsuw| [RsAPT|

a) b)

Figura 4. a) Distribucién de los tratamientos, b) Parcela util.

Parametros evaluados
Los parametros que se midieron fueron emergencia de plantulas (%), altura de

la planta (cm), peso seco de la parte aérea de la planta (g) y peso seco de la

raiz (g).

En la germinacion se tomaron en cuenta el nimero de semillas que emergieron
por parcela util, realizando tres tomas de datos a los 7, 10 y 15 dias de haber
establecido el experimento. La altura en cm se tomé de las plantas que
conformaron la parcela util, misma que se realiz6 con un flexémetro
considerando desde la base del tallo y hasta el doblez de la hoja mas alta,
obteniendo tres mediciones a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra. Una
vez que la planta alcanz6 una altura de 50 cm en promedio, se cortaron las 16
plantas de la parcela Gtil se etiquetaron y se separ6 la parte aérea de la raiz, se
pesaron y se secaron por separado en una estufa bacterioldgica a 60 °C hasta
peso constante. Posteriormente se molieron en un molino eléctrico marca
KRUPS y se determiné la presencia de metales pesados en hojas, tallo y raiz

por absorcion atomica.
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Absorcién Atémica

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)
9)

Se pesaron 250 mg de muestra seca de raiz y parte aérea, cada una por
separado, se colocan en un recipiente de digestion de 120 mL, se realiza
lo mismo para los tres tratamientos

Se adicionan 0.5 mL de &cido nitrico concentrado y 2 mL de peroxido de
hidrégeno a cada recipiente, se asegura que la muestra este
completamente humedecida.

Se colocan los recipientes de digestion en recipientes cerrados para
permitir que la muestra y los reactivos se digirieran durante 30 minutos.
Se cierre la valvula de alivio del vaso y se coloca el recipiente en el
horno de microondas y se programa para calentarse en 2 tiempos a) 4
minutos con energia de 296 watts y b) 8 minutos con energia de 565
watts.

Al finalizar el tiempo, se retira el recipiente del horno de microondas y se
coloca en una campana de humos para enfriar. El enfriamiento se da por
ventilacion del recipiente mediante la rotacion de media revolucién de la
valvula, hasta que el recipiente este completamente presurizado. Se
retira la tapa y se enjuaga el tapén del recipiente con agua destilada.

Se vierte el contenido del recipiente de digestibon en un tubo de
centrifuga, se diluye hasta 15 mL de volumen, se tapa el tubo de
centrifuga y se almacena.

El analisis elemental de la planta digerida se realiza usando un equipo
de Absorcién Atémica modelo VarianSpectrAA 55B y se coloca la
lampara establecida para el metal a determinar. El equipo se calibro de
acuerdo al manual del equipo ajustando la recta a través del capilar que
absorbe la solucién del metal a determinar para seleccionar la longitud
de onda y el ancho de banda espectral.

Se programa el flujo del gas acetileno a 1300 °C.

Se coloca el vaso que contiene la solucion en blanco, para realizar la
lectura del blanco, se limpia el capilar cada vez que se cambie el vaso y
se nebuliza la muestra. La lampara se cambia de acuerdo al metal y se

determinan los parametros del contenido de cada metal

10) Se realizan los calculos de los parametros determinados.
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VII.3 Ensayo microbiolégico
El ensayo microbiolégico permite conocer la cantidad de UFC mL™ de la

muestra inicial, ademas es Util para evaluar la capacidad desinfectante del
sistema (UV/H,02,03).

Preparacion del caldo nutritivo

El caldo nutritivo es un medio liquido en el cual se pueden desarrollar gran
variedad de microorganismos que no son muy exigentes en cuanto a sus
necesidades nutricionales. Para preparar 200 mL se diluyen 1.6 g del medio
deshidratado con 4 g del agar bacterioldégico en 200 mL de agua destilada, para
posteriormente calentar la soluciéon con agitacion suave Yy llevarla a ebullicion
durante un minuto. La solucion se deposita en un frasco estéril y se esteriliza
en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C). Posteriormente se

dejara enfriar a temperatura ambiente.

Método de diluciones decimales
La preparacion de diluciones decimales (Figura 5) a partir de una muestra tiene
por objeto efectuar disoluciones progresivas de dicha muestra, para poder

realizar recuentos microbianos posteriores.

La muestra a analizar se somete al método de diluciones decimales, para ello
se utilizaron tubos de ensayo estériles con tapa, etiguetados y numerados. En
el primer tubo se deben verter 1000 pL de la muestra utilizando una micro
pipeta con punta desechable, en los tubos posteriores se deben verter 900 yL
de caldo nutritivo utilizando una nueva punta desechable. A continuacién se
extraen 100 uyL del primer tubo y se depositan en el segundo tubo, se agita
levemente el contenido del segundo tubo y se extraen 100 pL para depositarlos
en el tercer tubo y asi sucesivamente hasta llegar a depositar 100 uL al ultimo
tubo, mismo al que se le restaran 100 yL para desecharlos adecuadamente.
Las diluciones se incuban en una estufa a temperatura constante de 37 °C
durante 24 horas. Todo se realiza bajo condiciones 6ptimas de esterilidad para

evitar cualquier contaminacion.
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Cada tubo contiene 900 pL
de caldo nutritivo

Desechar

Muestra a
analizar

Figura 5. Método de diluciones decimales.

Siembra por estria en placa

Para llevar a cabo la siembra por estria en placa (Figura 6) se utilizan cajas
Petri rotuladas y con el medio de cultivo. Con ayuda de una micro pipeta con
punta desechable, se pasan 10 pyL de la muestra a la superficie del medio de
cultivo y con ayuda de un asa bacterioldgica se siembra en el medio por
estrias. Las muestras seran las mismas soluciones decimales que fueron
preparadas e incubadas con anterioridad. Una vez completada la siembra, las
cajas Petri se incuban en una estufa a temperatura constante de 37 °C durante
24 horas, pasado este tiempo se realiza el conteo de las Unidades Formadoras

de Colonias en las muestras.

Figura 6. Siembra por estria en placa.
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VIl.4 Anélisis de genotoxicidad
Se llevé a cabo un analisis de toxicidad y genotoxicidad en plantas de ajo.

Se seleccionaron 65 bulbos de ajo homogéneos de apariencia sana, se
sometieron a enraizamiento en condiciones de oscuridad durante 24 horas. La
semilla de ajo (bulbos) se colocan en probetas de 10 mL teniendo cuidado de
que la punta del ajo quedara hacia arriba y la parte basal estuviera en contacto
con el agua. Una vez que germino la semilla se realizaron los tratamientos
correspondientes:

1) Agua con un tratamiento primario avanzado (TPA)

2) Agua residual tratada fotoquimicamente (TF)

3) Agua potable (AP) como control negativo

4) Sulfato cuprico CuSO4e5H,0; 0.006 g diluido en 250 mL de agua potable

como téxico de referencia (Liu et al., 2009).

A las 48 horas se midi6 la longitud de las raices de cada bulbo de ajo por
tratamiento a la misma hora (alrededor de las 10:00 horas), se utilizé un vernier
(Berrocal, Blas H., Flores & Siles, 2013). Asimismo se adiciono agua de cada
tratamiento muestra, con la finalidad de asegurar la absorcion y concentracion.

Después de 120 horas, se procedioé a cortar las raices, se fijaron de manera
separada en etanol: &cido acético glacial (3:1 v/v) durante 24 horas,
posteriormente se sometieron a hidrolisis (HCI 1N a 60 °C) durante 10 minutos
y después se lavaron en agua destilada. Las raices fueron ubicadas de modo
independiente segun el grupo en portaobjetos, se tifieron con azul de metileno
por 5 minutos y se sometieron a squash segun el método de Feulgen. Se
registro el coeficiente de inhibicidn de la raiz al primer dia. La actividad mit6tica,
tasa y tipo de aberraciones fueron reconocidas usando 4 réplicas para cada
tratamiento. Finalmente se observaron al microscopio y se tomaron

microfotografias en los objetivos de 40X y 100X.

Para evaluar la toxicidad se determinaron los siguientes indicadores:
1. Se calcul6 el coeficiente de inhibicion del crecimiento de las raices,

utilizando la siguiente ecuacion:

Coeficiente de inhibicién (CI) =  (longitud del control - longitud del tratamiento) * 100
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Longitud control

2. Se calculé la concentracion efectiva media (CEsp)

Es la concentracion de téxico que produce 50 % del efecto inhibitorio tomado
como indicador de toxicidad; se calcula por medio del método Probit
(paramétrico) conocido como método de unidades probabilisticas, el cual ha
sido recomendado como modelo de regresion lineal, que se emplea para
evaluar la relacion dosis-respuesta de un contaminante sobre un organismo,
medida en términos de la concentracion efectiva media (CEsp) y su precision e
intervalo de confianza. Este método requiere como minimo que exista los
siguientes datos: concentracion de la sustancia o dosis; numero de individuos,
namero de organismos muertos o afectados, porcentaje del efecto. (Castillo,
2004)

La genotoxicidad de los tratamientos en dientes de ajo, incluye la fraccion de
células en division, dafio por ruptura cromosdmica, presencia de aberraciones
cromosOmicas y micronucleos en las células del meristemo radical;
alteraciones cromosémicas como C-metafase, anafases multipolares,
cromosomas rezagados o vagabundos, anafases desorganizadas, pérdida
cromosoémica y células poliproides, podrian indicar problemas en la formacién
del uso mitético por alteracion o mala formacion. Determinando una mala
segregacion de las cromatidas y alterando la distribucién de la informacién
genética en las células hijas. Para lo cual se tomaron en cuenta los siguientes

indicadores:

N° células en mitosis (divididas)
N° total de células contadas
(Restrepo y Reyes 2011; Ataga, 2012)

1. Indice mitético = * 100

indice mitético del control - indice mitético
2. Inhibicién mitdtica = del tratamiento * 100
Indice mitético del control

) 3 3 N° de células anormales
3 Frecuencia de células andmalas = , * 100
Total de células contadas
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(Ataga, 2012).

N° células en fase

4 indice de fases (F) = - —
N| células totales en mitosis

VII.5 Analisis estadistico
Se verifico la hipotesis de varianzas homogéneas para los datos obtenidos en

el bioensayo para la determinacion de metales pesados en plantas de maiz, asi
como en la parte de genotoxicidad mediante la prueba de Barttlet, ademas se
realizd el andlisis de la varianza de acuerdo con el disefio experimental y la
comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey (Mark, 2010).
Todos los célculos y pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software
estadistico Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics, 2007) a un nivel de

confianza del 95 %.
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de los parametros determinados en el efluente del
tratamiento primario avanzado (TPA) y después de irradiar fotoquimicamente
(TF) se muestran en el cuadro 3. En donde se observa una disminucion de la
turbidez, color y DQO, debido a la degradaciéon fotoquimica de los
contaminantes organicos que le proporcionan estas caracteristicas; el pH
aumentd posiblemente por la formacién de bicarbonatos, esto es debido a que
en un tipo de agua hay carbonatos y también hay diéxido de carbono libre, se
lleva a cabo la reaccion quimica que transforma al carbonato en bicarbonato,

hasta alcanzar el equilibrio representado en la siguiente reaccion:
CaCO; + CO, + H),O «— Ca(HC03)2

Esta reaccion regula el equilibrio carbonato-bicarbonato en el medio. Si la
concentracion de CO; es suficiente para lograr que en la reaccion de equilibrio
no haya un desplazamiento a la izquierda, transformando bicarbonatos en

carbonatos, al CO; se le llama anhidrido carbonico equilibrante.

Por debajo de valores de pH de 4.3, s6lo existe H,COs. A partir de un pH de
8.3, empiezan a aparecer los carbonatos. A un pH de 6.3 existe un 50% tanto
de H,CO3z como de HCO3™ (punto 1 en la Figura 7). A un pH de 10.33 existe un
50% de HCO3 y de CO3 (punto 2 de la Figura 7).

Presencia relativa

Figura 7. Efecto del pH sobre el equilibrio H,CO3, HCO3' y CO,”
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La turbidez en agua se debe a la presencia de particulas suspendidas y
disueltas, la turbidez y la DQO decrecid debido a la remocion de contaminantes
oxidables, que generan estos parametros.

Cuadro 3. Comparacion de parametros en muestras de aguas residuales
tratadas antes y después de ser irradiadas.

TURBIDEZ | COLOR DQO
TRATAMIENTO (UNF¥) (1/m) pH mg/L
Tratamiento
primario 62 11.7 6.8 200
avanzado
Tratamiento
fotoquimico 16 3.1 7.8 a0

*UNF: Unidad Nefelométrica de Formazina

VIII.1 Espectroscopia UV-vis
La espectroscopia de absorcién UV/vis permite conocer con exactitud las

concentraciones de la mezcla de contaminantes organicos presentes; sin
embargo, por medio de la Ley de Lambert-Beer se sabe que la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracién de un componente. En este caso
como se observa en la figura 8 se muestran graficos con los espectros de las
muestras de agua utilizadas en los bioensayos a diferentes concentraciones de
compuestos organicos que absorben en esta region del espectro. Se puede
visualizar claramente que no hay un punto maximo de absorbancia, lo que
dificulta y no posibilita la medicion de la cinética de reaccion y por lo tanto
saber el porcentaje de degradacion de los contaminantes organicos presentes.

La figura 8 a) presenta la comparacion de los espectros determinados para los
diferentes tipos de agua utilizados en el riego de las diversas unidades
experimentales. El espectro del agua obtenida del efluente del TPA tiene mayor
cantidad de compuestos que absorben en esta region (mayor area bajo la
curva), el segundo espectro se obtiene después de irradiar durante 2 horas
fotoquimicamente el agua de descarga del TPA, la concentracién inicial de los
contaminantes ha disminuido (el area bajo la curva es menor), sin embargo,
aun contiene compuestos organicos que son considerados como nutrientes y el
tercer espectro es determinado del agua potable utilizada como testigo, tiene

menor cantidad de contaminantes que absorben en esta regidn, este

49



comportamiento se observa en los grupos de espectros obtenidos para los
bioensayos.

La figura 8 b) presenta la comparacion de los espectros del efluente del TPA y
el agua tratada fotoquimicamente, se observa que el agua irradiada tiene
menor concentracion (menor area bajo la curva).

La figura 8 c) muestra el seguimiento de la fotodescomposicion de los
contaminantes organicos a través del tiempo. Se observa que conforme va
aumentando el tiempo de irradiacion la concentracion de los contaminantes que
absorben en ésta region disminuyen.
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Figura 8. a) Comparacioén de espectros UV-vis de aguas utilizadas en los diferentes
tratamientos aplicados en las plantulas de maiz. b) Comparacion de los espectros de la
muestra inicial y después de tratar fotoquimicamente y ¢) Espectros resultantes durante

diferentes tiempos de irradiacion.

VIII.2 Anadlisis de agua residual previo al tratamiento fotoquimico.
En el cuadro 4 se exhibe la comparacion de los resultados obtenidos de

algunos parametros establecidos en la norma oficial mexicana NOM-CCA/032-
ECOL/1993, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes

en las aguas residuales de origen urbano o municipal para su uso agricola. Se
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observa que estos parametros cumplen con la norma vigente excepto, el cobre,
el cual esta por arriba de la normatividad.

No se encontraron diferencias entre los parametros determinados en el TPA y
el TF debido a que los metales no son removidos con el tratamiento
fotoquimico.

Y que por lo tanto las aguas residuales con tratamiento, pueden ser utilizadas
para el riego agricola, con lo que se previene el deterioro ecoldgico y se
asegura una calidad de agua satisfactoria, es necesario sefialar que los

pardmetros fisicos, quimicos cumplen con la normatividad, excepto el cobre.

Cuadro 4. Comparacion de algunos parametros establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-CCA/032-ECOL/1993.

LIMITES
PARAMETROS MAXIMOS *TPA *TF *AP
PERMISIBLES
Conductividad e_Ilectrlca 2000 636
(mohm cm™)
Solidos susrLognquldos totales 120 343
Cadmio mg L™ 0.01 < 0.025 <0.025| <0.025
Cobre mg L™ 0.2 0.68* 0.70* 0.83*
Cromo total mg L™ 0.1 0.08 0.07 0.09
Fierro mg L™ 5 <0.01 <0.01 | <0.01
Manganeso mg L™ 0.2 0.03 0.02 0.03
Niquel mg L™ 0.2 0.20 0.07 0.09
Plomo mg L™ 6 0.29 0.21 0.27
Zincmg L™ 2.00 0.47 0.20 0.23

*Excede el maximo permisible.

*TPA. Tratamiento primario avanzado
*TF. Tratamiento fotoquimico

*AP. Agua potable

VIII.3 Bioensayos en plantas de maiz
Los datos obtenidos del porcentaje de emergencia en la semilla de maiz fueron

sometidos a la prueba de Bartlett para confirmar su homogeneidad,
posteriormente se sometieron al analisis de varianza en donde no se observo
diferencia significativa (a < 0.05) entre el efecto de los tratamientos, en el
cuadro 5 se muestra los resultados de la comparacién de medias por el método
de Tukey en donde se puede aseverar que el porcentaje de emergencia
maximo que se obtuvo fue del 97.5 % en donde no hubo diferencia significativa

del efecto de los tratamientos sobre la emergencia de las semillas de las
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plantas, asimismo se puede percibir lo mismo para los datos adquiridos en el

peso seco en parte aérea y raiz.

Cuadro 5. Porcentaje de emergencia, altura y peso seco promedio de las
plantulas de maiz sobre el efecto de los tratamientos irrigados con diferentes

tipos de aguas.

Medias del porcentaje | Medias de la altura en Medias del peso
. . seco promedio,
de emergencia en dias, cm,EE,y E.E,y
Tratamientos E.E, y Significancia. Significancia. Significancia.
15 Talloy
7 dias | 10 dias | 15 dias dias 30 dias | 45 dias | hojas | Raiz ()
@)
Tratamiento | 75.00 9.10 11.48
Primario N 90.00+ | 9625+ | + |26.40+|46.60% | 0‘ 50 3.4+
L 3.75a | 1.53a |[0.10| 0.40a | 040a |~ 0.60 a
Avanzado 6.55 a a a
8.80
Agua Potable 77;50 9250+ [96.25+| + [26.60+|48.10+ J}(i%z 3.6+
- 233a | 1.53a |0.20| 0.70a | 0.60a |~ 0.50 a
5.44 a a a
9.30
Tratamiento 86;25 96.25+ [ 9750+ | + [28.30+|50.40 }%)884% 3.0+
Fotoquimico iy 153a | 1.53a [0.10| 0.33a | 0.40b |~ 0.44 a
3.06 a a a

E.E.: Error estandar.
Se muestra diferencia estadisticamente significativa entre aquellos niveles que muestran
letra diferente (a < 0.05).

De acuerdo al Andlisis de Varianza realizada en las tres evaluaciones de la
altura efectuadas en diferentes periodos de crecimiento de las plantulas de
maiz, se encontré diferencia significativa entre el efecto de los tratamientos a
los 45 dias de la siembra, asimismo, la prueba de comparacion de medias
(Tukey HSD), presenta dos grupos de medias en donde se indica que el efecto
del tratamiento fotoquimico es estadisticamente diferente (p<0.05) al efecto de
los demas tratamientos evaluados, con una altura de planta de 50.4 cm.,

cuadro 5.

Los datos obtenidos de la determinacion de los metales pesados por absorcion
atomica en la parte aérea y raiz se presentan en el cuadro 6 donde se observa

que el Cd no fue detectado a través de este método, Pal, (2006) investigd los
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efectos provocados por el Cd en maiz y reportd que este elemento induce
cambios fisiolégicos tales como inhibicion del crecimiento, cambios en el
metabolismo del agua y de los iones. Asi mismo, los valores de Cu y Cr son
mas altos en la raiz y menores en la parte aérea de la planta después del
tratamiento fotoquimico. La tolerancia a los metales pesados es muy
dependiente de varias adaptaciones bioldgicas, quimicas y fisioldgicas en los

sitios contaminados con metales pesados (Leung et al., 2007).

Cuadro 6. Determinacion de metales pesados a través de absorcion atomica en
las plantulas de maiz.

Metales pesados en la parte area (ppm)

Tratamientos Cu | Cr | Pb| Zn | Cd
AP 0.70 | 0.06 | 0.25 | 0.19 | ND
TF 0.80 | 0.04 | 0.04 | 0.14 | ND
TPA 0.60 | 0.06 | 0.25 | 0.38 | ND
Metales pesados en la raiz (ppm)
AP 1.72| 2.0 [{0.42| 1.3 |[ND
TF 0.85|0.16 |0.14 | 1.6 |ND
TPA 0.80|0.18|0.50| 1.7 |ND

ND = No detectado.

El método utilizado no tiene sensibilidad para detectar concentraciones
menores de cadmio, por lo que no es posible otorgar un juicio acerca de su

existencia.

VIIl.4 Ensayo microbiolégico
El cuadro 7 presenta el conteo de las unidades formadoras de colonias

obtenidas de la siembra de las diferentes aguas utilizadas en el bioensayo
experimental, en el tratamiento fotoquimico se percibe que después de 20
minutos de irradiacién las UFC mL™ logran la nulidad absoluta, debido a la
accion de la radiacion ultravioleta para disminuir o inactivar la carga

microbiana.

Cuadro 7. Unidades formadoras de colonias por cada tratamiento utilizado.
[TPA [UFC [TPA [UFC mL!|TF tiempode [UFC mL?|
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(numero mL? | (namero de irradiacion (min)

de dilucién)

dilucién)

0 14 0 5 73

1 1.3° |1 14 10 5.1
2 1.2° 2 9° 15 4.8°
3 1.1° |3 8’ 20 0

4 1.1° |4 7.5° 25 0

En las figuras 9 y 10 se exhibe el cultivo de las unidades formadoras de
colonias en el tratamiento primario avanzado y agua potable respectivamente,
el resultado del TPA es indefinido debido a la inmensa cantidad de
microorganismos ahi presentes, que imposibilitan su conteo, en el agua potable
sucede lo mismo, con la diferencia que si fue posible cuantificar las UFC mL™

y en general la cantidad es menor que el tratamiento primario avanzado.

Figura 9. Unidades formadoras de colonias en Tratamiento Primario Avanzado.
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Figura 10. Unidades formadoras de colonias en Agua Potable.

En las figuras 11, 12 y 13, el resultado muestra que a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la radiacién ultravioleta disminuyen la cantidad de microorganismos
presentes en el agua tratada fotoquimicamente, debido a la accion de la luz ultravioleta
sobre la pared celular de los microorganismos y como consecuencia inactiva la carga

microbiana del agua residual.

Figura 11. Unidades formadoras de colonias a los diez minutos de irradiacién con
Tratamiento Fotoquimico.
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Figura 12. Unidades formadoras de colonias a los quince minutos de irradiacion con
Tratamiento Fotoquimico.

Figura 13. Unidades formadoras de colonias a los veinte minutos de irradiacion con
Tratamiento Fotoquimico.

En los datos del tratamiento fotoquimico, obtenidos de las alicuotas
recolectadas en periodos de 5 minutos de irradiacién, se observa que con 20
minutos de irradiacion se asegura una calidad de agua satisfactoria con

respecto a los parametros microbiolégicos.

VIIL.5 Pruebas de genotoxicidad.
Los datos obtenidos de las mediciones de las longitudes de raices al primer y

quinto dia del ensayo fueron sometidos a la prueba de Bartlett para confirmar
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su homogeneidad, posteriormente se sometieron al analisis de varianza en
donde se observé diferencia significativa (a < 0.05) entre el efecto de los
tratamientos, en el cuadro 8 se muestra los resultados de la comparacion de
medias por el método de Tukey en donde se puede aseverar que las raices con
mayor longitud al primer y quinto dia fueron las del tratamiento fotoquimico
donde se presentan diferencia significativa entre el efecto de los diferentes

tratamientos sobre el crecimiento de las raices.

Cuadro 8. Longitudes de las raices sobre el efecto de los tratamientos.

Medias de la longitud de Medias de la longitud

Tratamientos raiz al ler dia, E.E. y de raiz al 5to dia, E.E.
significancia y significancia
AP 0.525+0.070 a 3.61+0.181 a
CuS04.5H,0 1.24+£0.057 b 1.5+0.0199 b
TPA 1.36 £ 0.0611 b 2.03£0.063 ¢
TF 1.59+070c 5.59+0.164d

E.E.: Error estandar
Se muestra diferencia estadisticamente significativa entre aquellos niveles que
muestran letra diferente (a < 0.05).

En la figura 14, al hacer un analisis cualitativo respecto a las caracteristicas
perceptibles de los ensayos, se observa que la longitud y el nUmero de raices
son mayores en el tratamiento fotoquimico comparado con el TPA,
posiblemente por el estrés oxidativo causado por la presencia de peroxido de
hidrogeno residual y otras especies oxidativas. Una de las desventajas del
tratamiento fotoquimico es que siempre queda una cantidad de perdxido de
hidrégeno residual. Con respecto al color de las raices se percibe que cuando
se hace crecer Allium sativum en agua obtenida del efluente del TPA, el color
de las puntas de las raices es oscuro, mas cortas y dilatadas, posiblemente por
la vacuolizacion, mientras que en agua tratada fotoquimicamente el color de las
puntas de las raices es blanca y delgadas. Estas observaciones permiten
establecer que hay un efecto inhibitorio sobre la raiz por exposicion a los
compuestos contenidos en el agua residual del tratamiento primario avanzado y

gue esta inhibicién disminuye con el tratamiento fotoquimico.
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Figura 14. Comparacion del crecimiento de raices de Allium sativum en los diferentes
tratamientos utilizados.

Como indicador se empled la planta de ajo debido a sus caracteristicas de
resistencia a tensiones ambientales bidticos y abioticos, tales como virus,
bacterias y el estrés oxidativo (Ayla, 2006). Sumado a su facil observaciéon de
cromosomas, su rapida respuesta ante los toxicos y por ser un indicador
econoémico.

En el cuadro 9, para el tratamiento usado como control negativo o el que
contiene agua de garrafébn como referencia, no se encontraron efectos que
indiquen toxicidad, sin embargo un porcentaje de 0.13 % se ve reflejado por la
aparicion de células binucleadas esto puede deberse a la procedencia de la
muestra, aunque Donghua y colaboradores (2009) reportan que el ajo puede
presentar células binucleadas o debido a que el agua de garrafon usada es
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tratada previamente con cloro, el cual puede causar aberraciones

cromosomicas (Itoh et. al 2006).

Cuadro 9. Frecuencia de células anémalas sobre el efecto de los tratamientos.

Aberraciones cromosémicas (division anormal)

T No. |AC|PN|PA| MF |AA| TF | IPF 2‘: TCC FCA/F FCA/GT (%)

1 0|00 0 0|0 0 0| 172 0

2 0|00 0 0|0 0 0 | 1s8 0

AP 3 0o|0|O0 0 0|0 0 0 | 166 0 0.13

4 0o|0|O0 0 0|0 0 0 | 137 0

5 11010 0 0| o0 0 1 133 0.8

1 6 | 0 | 86 0 0| o0 4 |196| 200 48.0

2 0| 0|52 4 1|0 0 |57 169 33.7

CuSO.5H,0| 3 |11 ] 0 |21 1 | 2] 0] o 151 189 60.8 43.20

4 2|0 |5 3 0| o0 0 |55]| 160 34.3

5 3|10 |44 0 oo 0 |47]| 138 34.1

1 3010 0 oo 7 |10| 97 10.3

2 1|10 3 1|0 20 | 26| 142 18.3

TPA 3 6 | 0] O 0 0| o0 10 | 16| 101 15.8 29.26

4 8| 1] 0 2 0| 1 16 | 28| 70 40.0

5 6| 0 | 0 2 2| o0 39 |59| 65 90.8

1 5({0]|0 0 0|0 0 51| 101 49

2 4 14 |0 0 0|0 0 8 | 99 8.1

TF 3 4 1310 0 0|0 0 7 | 104 6.7 6.2

4 4 1210 0 0|0 0 6 | 93 6.4

5 5({0]|0 0 0|0 0 51| 97 5.1

T= Tratamiento

No. Niamero de muestra

AC= Alargamiento celular

PN= Polinucleos

PA= Profase anémala

MF= Metafase anémala

AA= Anafase anémala

TF= Telofase an6mala

IPF= Incremento en profase

No. CA= Numero de células anormales

TCE= Total de células contadas

FCA/F= Frecuencia de células anémalas por foto
FCE/GT= Frecuencia de células an6malas en porcentaje por grupo de tratamiento.
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Toxico de referencia:
Se us6 como téxico de referencia sulfato de cobre puesto que en exceso puede
reducir el indice mitético, inhibir la division celular e inducir aberraciones

cromosomicas (Liu et al, 1994; Jiang et al., 2001).

El tratamiento denominado control positivo (sulfato cuprico), presentdé una
frecuencia de células anormales de 43.2 %, donde predomind la presencia de
profase anormal, en la figura 15 se reconoce donde se sefialan en rojo cuatro
de las observaciones de esta fase y el efecto se generaliza para gran parte del

area de la microfotografia.

Figura 15. Microfotografia de células con presencia de profase anormal, bajo tratamiento de
sulfato cuprico, objetivo de observacion 40X, tincién azul de metileno, a partir de este ejemplo
de microfotografias se establecen el conteo de las células anormales por area.

Cabe destacar que la cantidad empleada de téxico fue de 0.006 g/250 mL de
agua de garrafon; y estudios realizados por Donghua et al. (2009) con una
concentracién de 0.0635 g L™ registraron efectos similares, donde la profase
andmala que se registra en este estudio se relacionan con los efectos de
desintegracion tanto de los ndcleos como de las membranas nuclear y
plasmatica (Donghua, 2009). El cobre causa inhibicion en la elongacion de la
raiz por la interferencia de metal con la divisién celular, incluyendo la induccion
de aberraciones cromosémicas y mitosis anormal. Se pudo evidenciar que la
longitud de estas raices se inhibi6 al cabo del primer dia de exposicion, alcanzé
una longitud que no sobrepasaba 1.5 cm. Donghua (2009) establece que el
efecto de este toxico se ve reflejado después de una hora de exposicion con la
concentracion reportada que es mas alta a la empleada en este estudio. A
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pesar de que las raices reflejan inhibicidn, la parte aérea de los ajos continua
Su crecimiento lentamente, lo que indica que las plantas tienen mecanismos de
desintoxicacion y tolerancia ante la presencia de metales como el cobre, al
formar complejos metalicos (Hall, 2002).

También se reporta la presencia de células alargadas, metafase anormal y
formacién de puentes en anafase (anafase anormal), esta Ultima se presenta
debido al efecto de la pegajosidad que genera el cobre entre los cromosomas
(Figura 16).

Binucleo Profase Prometalase Metafase Anafase Telofase Cilocinesis

Figura 16. Fases celulares del co;l.t.rzl negativo.
Una de las caracteristicas externas que a simple vista se reconocié en este
tratamiento fue el hinchamiento de las raices y mediante observaciones a
simple vista, y en observacion de microfotografias se pudo encontrar que la
vacuolizacion (Figura 17) o dilatacion de la vacuola ocurre al encontrarse la
célula en presencia de sustancias que causan efectos toxicos (Donghua e
Ingrid, 2004; Verbruggen et al., 2009).

Figura 17. Vacuolizacion de la célula por efecto de acumulacién de cobre; ampliacion 100X.
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Agua residual

El tratamiento primario avanzado que presenta el agua residual permite que el
agua disminuya la toxicidad solo hasta un 29,26 %, (Cuadro 9) presentando
efectos toxicos en las células tales como: mayor cantidad de células en profase
tornandose la mitosis mas lenta debido a que las células permanecen mas
tiempo en esta fase partiendo que el tratamiento de control negativo (agua de
garrafén) permite una mayor visualizacion de diferentes fases. Ademas, el
predominio de apariciones de polintcleos, necrosis, apoptosis y alargamientos
celulares son aberraciones cromosomicas por efecto del agua residual sobre la

cofia de la raiz de ajo (Figura 18 y 19).

Figura 18. Microfotografia de células de la punta de raiz de ajo, evidenciando la formacién de
polintcleos, que conducen a una apoptosis (tinciéon con orceina acética).
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Figura 19. Microfotografia de células de la punta de raiz de ajo, evidenciando la formacion de
apoptosis (tincion azul de metileno).

En la figura 20 se reporta la presencia de alargamiento celular, esto se ha
observado por efecto de peroxidacién lipidica, este efecto se ha encontrado
inducido en ajo y haba por acumulacién de cadmio, indicando que ocurre un

ataque por parte de radicales libres sobre los componentes de acidos grasos
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de los lipidos contenidos en la membrana, esto atribuido a la excesiva
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) exacerbado por las
defensas antioxidantes deficientes (Ayla et.al., 2006); aunque la muestra de
agua residual no present6 un incremento en este metal. Sin embargo, el metal
gue rebaso los limites maximos permisibles fue el cobre, lo cual puede deberse
a este metal u otra sustancia debido a que se trata de una muestra compleja
(agua residual).

Apcplosis Metafase anémala  Puente anafase Necrosis Alargamiento
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Figura 20. Fases celulares Tratamiento Primario Avanzado.
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Tratamiento fotoquimico

En este tratamiento se produjo una reduccion del porcentaje de células
anormales de un 6.27 % (Cuadro 9), sin embargo persisten aberraciones tales
como alargamiento celular y presencia de polindcleos lo cual puede conducir a
una apoptosis posterior (muerte celular), a pesar de que las células disminuyen
su toxicidad y conducen a un alargamiento de las raices e incremento del
namero de raices, se continua presentando efectos téxicos que pueden
atribuirse a la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno
(incluyen iones de oxigeno, radicales libresy peroxidos sumado a que el
tratamiento fotoquimico no elimina metales, actia principalmente sobre la
materia organica y a la presencia de cloro en aguas residuales (Figura 21). Sin

embargo, el porcentaje de anomalias, decrecio.

Pdlinucleos Alargamiento

Figura 21. Izquierda; células con presencia de polindcleos (100X — tincién azul de metileno);
derecha; alargamiento celular y bintcleos (40x-tincién azul de metileno).
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IX. CONCLUSIONES

Se determind que el Cu, Pb y Zn fueron los elementos con mayor
concentracion para los diferentes tipos de agua utilizada y se observo el mismo
comportamiento en la acumulacion tanto en raices como en la parte aérea de

las plantas de maiz.

En la parte aérea se encontr6 menor acumulacion de metales que en las raices

de las plantas de maiz.

Las concentraciones de metales en las plantas exhibieron el siguiente orden:

Cu >Zn> Pb> Cr> Cd en raiz y parte aérea.

La altura de las plantas fue mayor con la incorporacion de agua residual tratada
fotoquimicamente. En el porcentaje de emergencia en semillas de maiz y el

peso seco de las plantas no se encontré diferencias estadisticas.

El nimero de UFC mL™ disminuyé hasta nulificarse por completo conforme

aumento el tiempo de irradiacion al agua residual.

A pesar de que la planta de tratamientos de aguas residuales “San Francisco”
realiza un tratamiento primario avanzado considerado de tipo convencional, el
agua presentd toxicidad. Al presentar anomalias cromosdmicas radicales en

plantulas de ajo, se destaca apoptosis y necrosis celular en un 29.3 %.

El agua tratada fotoquimicamente después del tratamiento primario avanzado
presento una disminucion en la genotoxicidad generada, observandose dos
anomalias cromosomicas principalmente, disminuyéndo la genotoxicidad hasta
un 6 %, posiblemente concebida por la presencia de metales al igual que en el

ensayo positivo.

Las aguas residuales con tratamiento fotoquimico, pueden ser utilizadas para el

riego agricola, con lo que se previene el deterioro ecoldgico y se asegura una
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calidad de agua satisfactoria, es necesario sefialar que los parametros fisicos,

quimicos y microbiologicos se cumplen, excepto el cobre.
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