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RESUMEN

El presente estudio se enfocO en la obtencion de datos experimentales utiles para proponer las
condiciones de operacion de un humedal artificial tipo sistema de flujo subsuperficial con recirculacion
HAFSSR a escala de laboratorio con capacidad para depurar agua enriquecida con lindano y nutrientes,
bajo condiciones controladas. La especie vegetal empleada fue Sagittaria lancifolia, la cual fue elegida
debido a que se extiende rapidamente llegando a ser dominante y presentar altos porcentajes de
remocion. Respecto a los componentes de los humedales experimentales consistieron en agregar un
medio de soporte de Oxido de silice debido a su nula reactividad con el medio y agua contaminada con
lindano a concentraciones controladas de (0.5 mg/L) cada 7 dias y enriquecida con nutrientes a una
concentracion controlada de 6 mg/L de fosforo (P) y 6 mg/L de nitrogeno (N) estos componentes
formaron los diferentes arreglos de cada unos de los reactores (1) Sagittaria lancifolia + lindano, (2)
(Testigo) Sagittaria lancifolia + Pseudomonas aeuroginosa + lindano, (3) (Testigo) Pseudomonas
aeuroginosa, (4) Sagittaria lancifolia - lindano, (5) Sagittaria lancifolia - lindano, (6) Pseudomonas
aeuroginosa — lindano (7) Sagittaria lancifolia + Pseudomonas aeuroginosa — lindano, (8) Sagittaria
lancifolia + Pseudomonas aeuroginosa + lindano, para seguir una cinética de 90 dias de exposicion,
utilizando agua residual sintética para la alimentacion de los HAFSSR y la especie vegetal Sagittaria
lancifolia. Los HAFSSR a escala de laboratorio que obtuvieron los mayores porcentajes de remocion del
intervalo del 93% equivalentes al 0.46 mg/L de lindano y del 91% de remocién de nutrientes
equivalentes al 2.7 mg/L de nitrogeno total y 5.9 mg/L de fésforo, fueron los reactores (2) con
microorganismo, especie vegetal y nutrientes y el reactor nimero (8) con microorganismos
Pseudomonas aeruginosa, la especie vegetal Sagittaria lancifolia y agua de alimentacion con nutrientes

y lindano.
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1 INTRODUCCION

En México existen regiones hidrograficas importantes como Campeche y Veracruz, que se han
aprovechado para la agricultura, principalmente para la siembra de infinidad de productos de consumo,
por ejemplo la cafia de azlcar, maiz, arroz y pifia. En la actualidad no es posible una agricultura con altos
rendimientos sin la utilizacién de medidas de proteccion para las especies vegetales, entre las cuales estan
los plaguicidas quimicos que siguen teniendo una participaciéon considerable, lo que obliga a conocer
profundamente las propiedades de estos compuestos y su presencia en suelos, cuerpos de agua y aire, asi
como sus aspectos toxicoldgicos en humanos, flora y fauna, (Ortega, 2010). Pese a que en México esta
prohibido el uso de algunos plaguicidas, ain se siguen utilizando aproximadamente el 60% de los 22
plaguicidas prohibidos en el Convenio de Rotterdam (CICOPLAFEST, 2008). Dentro de los plaguicidas
mas utilizados en la agricultura con una toxicidad aguda elevada, particularmente en la zona de la Cuenca
del Papaloapan, Veracruz, se encuentran los plaguicidas organoclorados, en este caso se encontré la
presencia de lindano, siendo éste el de mayor interés para este estudio por su alta persistencia en el
ambiente, por su gran estabilidad quimica y afinidad con las grasas, ya que se acumula en los tejidos ricos
en ellas y ademas puede migrar largas distancias a través del agua y aire (INE, 2004).

El uso de lindano, a pesar de su prohibicion ha sido contraproducente, ya que se ha incrementado su
concentracion en suelo debido a su fuerte adsorcion en suelos con alto contenido de materia organica,
limitando el efecto de adsorcidén-desorcién o degradacion en el medio (Budd et al., 2009; Calderén-
Villagbmez et al., 2001). Por otra parte cabe mencionar que del lindano adsorbido en las especies
vegetales éste se acumula principalmente en los rizomas y s6lo una pequefia porcion es translocada a los
tallos y hojas o frutos; sin embargo, existe evidencia que afirma que la volatilizacion es una via
importante de disipacion bajo condiciones tropicales y altas temperaturas. La vida media para la
atenuacion natural del lindano varia de algunos dias hasta 3 afios dependiendo de varios factores como el
tipo de suelo y clima de la region (Prakash et al., 2004, Poggi-Varaldo y Rinderknecht-Seijas; 2003;
Poggi-Varaldo et al., 2006). Los suelos y cuerpos de agua, principalmente en la zona de la Cuenca del
Papaloapan, Veracruz, estan siendo contaminados por las actividades agricolas realizadas en su entorno,
por lo que es importante establecer el destino final del lindano, evaluando su impacto ambiental ya que no
se cuenta con la informacion suficiente sobre la acumulacion de este plaguicida en cuerpos de agua y su
tratamiento con humedales artificiales (Avalos y Ramirez, 2003). El presente estudio esta enfocado a
contribuir al entendimiento de los mecanismos en que el lindano (1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano)
afecta a cultivos vegetales, suelos y cuerpos de agua, empleando como modelo experimental un humedal

artificial de flujo subsuperficial con recirculacion HAFSSR a escala de laboratorio.



2 OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO
OBJETIVO GENERAL

> Determinar la remocion de lindano contenido en agua residual sintética en un humedal artificial de

flujo subsuperficial con recirculacion bajo condiciones controladas.

OBJETIVOS PARTICULARES

> Determinar el porcentaje de remocion de lindano en el humedal artificial mediante la evaluacion
periddica de éste en el sistema experimental.

> Determinar el efecto del lindano en la remocion de nutrientes en el humedal artificial.

» Determinar si la recirculacién de la alimentacién tiene efecto en la remocion del lindano en el
humedal artificial.

> Evaluar el efecto de la adicion del microorganismo Pseudomonas aeruginosa y la especie vegetal

Sagittaria lancifolia en la remocién de lindano y nutrientes.

ALCANCES

> Los humedales artificiales construidos y operados a escala laboratorio seran alimentados a partir de
agua enriguecida con lindano y nutrientes a una concentracion controlada.

» Se evaluaran las condiciones de operacion mas adecuadas para la remocion de lindano y nutrientes en
el humedal artificial.

» Se cuantificara la presencia de lindano en los diferentes arreglos propuestos para los HAFSSR

> Estandarizacion del método de extraccion en fase sélida en la extraccion de lindano.

> Evaluar el efecto del microorganismo Pseudomonas aeruginosa en los diferentes arreglos para

remover lindano.



ESTRATEGIA DE TRABAJO

Suelo

Agua

Especie vegetal

A

A\ 4

\ 4
Tratamiento a

Deposito en reactor
con 15 L de agua

Aclimatacion de
especies vegetales

soporte (suelo) (25-30°C)
Andlisis sorcién Porcion de v
de lindano en 60 kg de B Seleccion de
suelo suelo = ejemplares vegetales
para siembra

v

Instalacion y Arranque de
Operaciones de HAFSSR

A

:

Especie vegetal +

Especie vegetal +

\ 4

Testigo

lindano M.O. + lindano Especie vegetal
| I [
Testigo Especie vegetal - M.O.- lindano
M.O. lindano
\ 4 A\ 4
Especie vegetal + Testigo Especie vegetal +
M.O.- lindano M.O.+ lindano
Periodo de Lindano
experimentacion 3 [0.5mg/L]
meses
v
Colecta de muestras
v 3 L
Tratamiento a muestras

Tratamiento de
muestras de suelo

Tratamiento de
muestras de agua

tallo vy hoia)

de especie vegetal (raiz

v

A 4

Extraccién de lindano

v

Cuantificacion por CG

M.O. = Microorganismo

v

Andlisis y Propuestas

Conclusiones y

recomendaciones




3 MARCO TEORICO

3.1 LINDANO

El lindano ha sido utilizado en agricultura, veterinaria, e incluso en el ambito de la salud humana porque
es un insecticida de amplio espectro (sirve igualmente para matar a insectos fitéfagos como para los
parésitos de los animales). Hoy en dia su toxicidad ha sido comprobada, y esta siendo prohibido en

varios paises. Pero las consecuencias de la fabricacion de lindano no han desaparecido.

El peligro del lindano procede de que, como todos los organoclorados, ademas de ser toxico tiene la
capacidad de ser almacenados en los seres vivos (bioacumulacion). Es dafiino para la salud humana y el
ambiente. EI HCH se asimila ingiriéndolo, respirandolo o tocandolo y sus efectos toxicos dependen de la
cantidad de isomeros que lo formen y principalmente de la cantidad de isomero gamma que contenga. Si
se toma en grandes cantidades, o que no es normal, pero puede suceder en algunos casos accidentales, el
HCH provoca dolores de cabeza, cansancio, debilidad, malestar, insomnio, diarreas, vomito y fiebre, e
incluso la muerte, si se tomara en muy grandes cantidades. A pequefias dosis, pero en exposiciones
largas (toxicidad cronica) causa problemas hepaticos, renales, hormonales, ginecoldgicos, sanguineos
(anemias) y del sistema nervioso. Por otro lado, se ha encontrado que en varios animales es cancerigeno,
y se podria pensar que también lo puede ser para el hombre, aunque esto no estd demostrado todavia. La
OMS recomienda tratar el HCH y sus isdmeros como si fuesen cancerigenos.

Desde el punto de vista ambiental, al ser un compuesto apolar, el HCH es lipofilico. Ademas se
biodegrada lentamente y es muy estable en condiciones ambientales normales. Por lo tanto, el HCH se
almacena féacilmente en los seres vivos y en el ambiente. EI HCH ambiental se degrada casi
exclusivamente mediante bacterias anaerobias. Por lo tanto, en lugares de condiciones aerobias o de
pocas bacterias anaerobias, el HCH puede permanecer muchos afios en el entorno. Si se vierte HCH en
grandes cantidades (tal y como se ha hecho en vertederos), tardan muchos afios para que ese HCH

desaparezca completamente (Tabla 1).



Tabla 1. Via de accion en organismos vivos

Modo Accion

Contacto Actua al ser absorbido por los tejidos externos de la plaga

Ingestion Ingerido para su accion efectiva

Es absorbido por especies vegetales y animales, y se traslada por su
Sistémico sistema vascular a puntos remotos del lugar en que es aplicado,
donde actla.

Se difunde en estado gaseoso o de vapor y es absorbido por todas las

Fumigante vias.

Repelente Ahuyenta a las plagas

Defoliante Provoca la caida del follaje de las especies vegetales

Fuente: SEMARNAT, 2007

3.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y TOXICOLOGICAS DEL LINDANO

Es el nombre comin del isomero gama-HCH, uno de los ocho estereoisomeros del 1,2,3,4,5,6-
hexaclorociclohexano (CgHsClg) cuyo peso molecular es 290.83 g. Es un polvo cristalino de color
blanco, con olor mohoso o ligeramente aromatico (CAS: 58-89-9); en su estado puro es inodoro. El
HCH técnico se compone principalmente de cinco isdémeros de HCH: a-HCH (53-70 %), B-HCH (3-14
%), y-HCH (11-18 %), 6-HCH (6-10 %) y e-HCH (3-5 %). El lindano puro (>99 %) se concentra por
tratamiento de mezclas de isdémeros de HCH con metanol o acido acético y cristalizacion, (Prakash et al.,
2004) (Figura 1) y (Tabla 2).

Su punto de fusion es igual a 112.5 °C. Su solubilidad en agua es de 7.3 ppm a 25 °C, 12 ppm a 35 °C y
14 ppm a 45 °C. Es muy soluble en petroleo e hidrocarburos, pero ligeramente soluble en aceites
minerales. Su solubilidad (expresada en g/L) en diferentes compuestos organicos a 20 °C es la siguiente:
en acetona de 43.5, en metanol de 7.4, en etanol de 6.4, en benceno de 28.9, en tolueno de 27.6, en
xileno de 24.7, en dietil éter de 20.8, en éter de petréleo de 2.9, en acetato de etilo de 35.7, en
cloroformo de 24.0, en tetracloruro de carbono de 6.7, en ciclohexanona de 36.7, en dioxano de 31.4 y
en acido acético de 12.8. Su presion de vapor es de 4.20x10-5 mm Hg a 20 °C. Su constante de la ley de
Henry es de 3.50x10-6 atm-m*/mol a 25 °C. Esta sustancia se descompone en contacto con superficies
calientes o flamas, formando gases toxicos y corrosivos que incluyen al fosgeno y cloruro de hidrégeno.
Ademas, se descompone en contacto con bases, produciendo triclorobenceno, o en contacto con el polvo

de acero, aluminio y zinc.
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Figura 1. Estructuras de lindano

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del lindano (y-HCH) y a- y p-HCH.

Propiedades Nivel inquietante Lindano Lindano Lindano
Fisicoquimicas (y-HCH) (a-HCH) (B-HCH)
Punto de fusion (°C) 112.5-113.5 158 309
Punto de ebullicién (°C) 3234 288
Densidad (g cm®a 20°C) 1.87
Cs (mg L"a20°C) 7.3 10.1 0.7-5.0
PV (Paa20°C) <1000 Pa 0.00383 0.00333-0.84 3.73-4.90”
Hc (Pa m® mol™ a 20°C) 0.149 0.87 0.116
Nomenclatura Kow >5 3.5 3.8 3.8-4.2
Nomenclatura Koc 2.38-3.52 3.25-4.1 3.36-3.98
Aire (ty,) >2d 2.3-13d 4 afos
Agua (ti) >6 meses 30-300d 11.5 afios
Sedimentos (ty,) >1 afio
Suelo (ty) >6 meses 2 afnos
Nomenclatura BAF* >3.7 4.1
Nomenclatura BCF® >3.7 2.26-3.85 1.93-3.38 2.66-3.08

Fuente: Documento de decisién sobre el lindano, Comision para la Cooperacion Ambiental, 2000 en INE, 2004."BAF se expresa por la
relacién entre la cantidad de un contaminante en el organismo y la concentracion de ese contaminante en el suelo; 2BCF es el valor que
resulta de dividir el contenido de un contaminante en un animal o especie vegetal, entre el contenido en el ambiente o del organismo u
organismos que han servido de alimento para la especie en cuestion.

» TOXICIDAD DEL LINDANO

Tiene una toxicidad de moderada a alta con (DLsy) de 55 a 480 mg/kg por administracion oral
dependiendo de la especie estudiada (OMS, 1991). Los efectos observados pueden comprender una
sobre-estimulacion del sistema nervioso central, excitacion, problemas motores y convulsiones ya sea

por ingestion, inhalacién o absorcion a través de la piel.



A un nivel de dosis de aproximadamente 1.0 mg/kg peso corpdreo no induce envenenamiento, pero si a
un nivel de dosis de 15-17 mg/kg peso corpdreo ya que dard lugar a sintomas de intoxicacion grave ya

que se acumula en los tejidos ricos en grasas de los humanos y animales (Ortega, 2010).

Otros estudios reportan una relacion entre exposicion al lindano y la ocurrencia de anemia aplastica.
También existe suficiente evidencia que indica que el a-HCH, el lindano y el HCH técnico son
carcinogénicos en ratones. En cuanto a los humanos, la EPA lo enlista en la clasificacion de “Evidencia
sugestiva de carcinogenicidad pero no suficiente para evaluar el potencial cancerigeno humano” y por lo
tanto no se requiere la cuantificacion del riesgo de cancer en humanos. Otras evidencias muestran que el

lindano causa efectos reproductivos y puede causar toxicidad en el desarrollo (INE, 2004) (Tabla 3).

Tabla 3. Limites permisible de lindano en alimentos en México.

Alimento Tolerancias para lindano
residual en alimentos (mg/L)
Ganado bovino, caprino, equino, ovino 7.0
(grasa)
Q) Ganado porcino y aves (grasa) 4.0
¥  Agua paraconsumo humano 0.002

% NOM-127-SSA1-1994 Q NOM-004-ZO0O-1994

3. SITUACION DEL LINDANO EN MEXICO

» ASPECTOS GENERALES

Desde la década de los cincuenta se inicié en México un proceso activo de desarrollo y modernizacion
de la agricultura, con énfasis en las zonas de riego y de agricultura destinada a la exportacién, lo cual
Ilevé a introducir el uso del DDT en las zonas destinadas para la exportacion de cultivos, y también para
el combate al mosquito transmisor del paludismo. Hasta el inicio de la década de los setenta, tuvo un
auge el consumo de plaguicidas organoclorados, que fueron reemplazados posteriormente por
plaguicidas organofosforados. Durante este periodo tanto la empresa paraestatal de Servicios Ejidales,
como el Banco Nacional de Crédito Rural (BANRURAL), jugaron un papel coyuntural en su
adquisicion. Se calcula que en 1981, se aplicaba mas de la mitad de los plaguicidas usados en el pais, en
cultivos de algodon y de hortalizas, que representaban sélo el 2.5 % de la superficie agricola. Desde
1990 la agricultura ha estado practicamente estancada y la interrupcion del crédito para el avio de los
pequefios agricultores y ejidatarios por parte de BANRURAL, junto con la crisis economica de 1994,
han contribuido a disminuir el consumo de agroquimicos, ya para el afio 2000, el 70 % de los
plaguicidas se consumian en los estados y las zonas de Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco-Nayarit-

Colima, Sonora-Baja California y Tamaulipas (Gold-Bouchot, 2005).



En el marco de las actividades que desarrolla la CICOPLAFEST, se publicé el 23 de diciembre de 2004 el
Reglamento en materia de registros, autorizaciones de importacion y exportacion y certificados de
exportacion de plaguicidas, nutrientes vegetales y sustancias y materiales toxicos o peligrosos,

instrumento a través del cual se regula el ingreso al comercio de estos productos.

Tras el desarrollo de otros planes, en 2007 surge el Programa de monitoreo y evaluacion de sustancias
toxicas, persistentes y bioacumulables (PRONAME). El alcance y acciones contenidas en el PRONAME
apoyan la identificacion, prevencion, atencién y manejo de los riesgos y las consecuencias de la
interaccion medio ambiente—salud. Se incluye el monitoreo en el largo plazo de agentes ambientales
tanto fisicos, como quimicos y bioldgicos a fin de abarcar el espectro mas amplio de agentes que

influyen en esa interaccion.

Dentro del Plan de Accion que conforma el Programa Nacional de Implementacion del Convenio de
Estocolmo (PNI), publicado en 2007, se contempla la eliminacion de la liberacion al ambiente de
plaguicidas que son COP, evitar que se generen plaguicidas caducados y se prevengan o reduzcan los
riesgos al ambiente y la salud de los sitios contaminados con ellos. Este plan pretende conocer se ha
alcanzado su objetivo a través de la obtencion de datos sobre niveles de COP en muestras representativas
de alimentos de consumo nacional seleccionados como indicadores, datos del PRONAME y de grupos
de investigacion sobre niveles de plaguicidas COP en distintas matrices y medios, el nimero de sitios
contaminados con plaguicidas sujetos a medidas para reducir sus riesgos, integracion de inventarios de
informacién sobre COP en un sistema unificado (Siscop) (Cortinas, 2009), entre otras. Estan
involucradas la Ley General de Salud, la Ley General Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente, la
Ley Federal de Sanidad Vegetal, la Ley de Sanidad Animal, la Ley de Desarrollo Rural Sustentable;
también la Ley General de Prevencion y Gestion Integral de Residuos; asi como por sus respectivos
reglamentos y NOM (Tabla 4) (SEMARNAT, 2007).



Tabla 4. Plaguicidas prohibidos o restringidos en México

PLAGUICIDAS
Acetato de fenil mercurio DDT
Acido 2,4,5-T BHC
Aldrina Aldicarb
Cianofos Dicofol
Cloranil Lindano
DBCP Metoxicloro
Dinoseb Paraquat
Endrina Pentaclorofenol
Erbon Quintozeno
Formotion Mevinfos
Fluoroacetato de sodio (1080) Forato
Kepone/Clordecone Triamifos
Fumisel MirexMonuron
Schradan Nitrofen
Dieldrina

Sélo podra ser utilizado por las dependencias del ejecutivo en campafias sanitarias (INE, 2004)
3.1.3 TECNOLOGIA PARA LA DEGRADACION DE LINDANO

El craqueo térmico consiste en la descomposicidn de estos compuestos en un reactor a alta temperatura,
siendo alimentados en forma liquida (residuos fundidos), teniéndose una produccion continla de
triclorobenceno y cloruro de hidrégeno. En Alemania se mantuvo en operacion una planta de
produccion que aplicaba este proceso desde 1953; sin embargo, al principio de los afios 80, se descubrid
que durante este proceso se generaban dioxinas en concentraciones altas, por lo que la planta de
produccién fue clausurada (lhobe, 2008). La incineracién resulta inviable debido a que es
extremadamente caro el proceso para aplicarlo a un gran volumen de residuos, por lo que en muchos
casos, éstos se confinan en celdas de seguridad o vertederos controlados, aunque esto sélo representa una

solucion temporal.

La disposicién de grandes cantidades de pesticidas obsoletos como en el caso de los isomeros del
Hexaclorociclohexano (HCH), incluyendo al lindano, implica una solucién compleja y bastante costosa
que agrava el problema. Asimismo, se han explorado otras alternativas para la degradacion de lindano
como son su degradacion fotocatalitica y otros compuestos aromaticos y aliciclicos mediante el proceso
de TiO,'UV o el de Fe,O3 UV y el uso de nanoparticulas de sulfuro de hierro (FeS), estabilizada con un

polimero proveniente del hongo, “Itajahia sp”, con un 94 % de eficiencia. Este método se considera con



un alto potencial de aplicacion para la remocion de contaminantes clorados del agua (Paknikar et al.,
2005).

Tambieén se ha investigado el uso de la fitorremediacién para el tratamiento de suelos contaminados. Esta
tecnologia implica el uso de especies vegetales de rapido crecimiento que proveen oxigeno y condiciones
favorables a los microorganismos del suelo, incrementando su diversidad, densidad de poblacion y
actividad degradadora de diversos compuestos toxicos (Béltner et al., 2008). En un estudio realizado por

(Okeke et al., 2002), se reportd la degradacion abidtica del lindano mediante porfirinas, mayores al 75 %.

Dado que es comun encontrar pesticidas en algunas especies vegetales de tratamiento de aguas residuales,
la concentracion de lindano reportada se encuentra en el intervalo de 0.14 - 0.23 ug/L, regularmente se
requiere acoplar al tratamiento una etapa de refinacion donde se utiliza carbon activado. Sin embargo,
este proceso resulta muy costoso por la regeneracion del carbon, por lo que se ha propuesto el uso de

materiales naturales como la corteza de pino para su remocion (Ratola et al., 2003).

Entre las tecnologias biologicas propuestas se encuentra la degradacion del lindano por
microorganismos asi como el uso de materiales naturales para su remocién. La degradacion del lindano
se puede llevar a cabo por diversos microorganismos facultativos, estrictamente anaerobios y aerobios.
Pero también se han encontrado microorganismos capaces de aprovechar el lindano como Unica fuente
de carbono y energia entre los cuales se encuentra Pseudomonas sp (Sahu et al., 1990), Xanthomonas
sp ICH12 (Manickam et al., 2006), Streptomyces sp M7 (Benimeli et al., 2007), Sphingobium
japonicum (antes Sphingobium paucimobilis) UT26 (Nagata et al., 2007). En algunos casos se han
empleado medios ricos o enriquecidos con glucosa, extracto de levadura, o peptona [degradacion por
cometabolismo] (Sahu et al., 1992; Boyle et al., 1999).

Se han aislado de diversas fuentes varios microorganismos capaces de degradar lindano y con base en la
informacidn de la tabla 5, en la cual se ha reportado la degradacion de este compuesto con cultivos puros
de Clostridium y Bacillus licheniformis, B. alvei, B. sphaericus y B. cereus (El Bestawy et al., 2002)
cianobacterias (Kuritz y Wolk, 1995; Mohn et al., 2006) y hongos (Singh y Kuhad, 2000). Pocos de
estos microorganismos han sido identificados filogenéticamente, como es en el caso de Sphingomonas,
Rhodanobacter y Pandorrea (Mohn et al., 2006). También se han aislado cultivos mixtos con capacidad
de degradar lindano. Mediante la biodegradacion de este insecticida se busca que sea mineralizado por
completo y que no se generen metabolitos que resulten mas toxicos que su precursor. Se ha observado
que la mineralizacion del lindano ocurre generalmente s6lo en condiciones de aerobiosis (Nagata et al.,
2007). Algunas especies del género Sphingomonas presentan esta capacidad de remover lindano por

mineralizacion (De Geneéve y Fernandez, 2008).
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También se han investigado diversos hongos (Phanerochaete chrysosporium, Trametes hirsutus,
Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Trametes trogii, Bjerkandera), los cuales degradan lignina asi
como una gran variedad de contaminantes organicos persistentes, incluyendo plaguicidas como el
lindano, mediante un sistema enziméatico conformado por las enzimas lignino peroxidasa, manganeso
peroxidasa y lacasa (Singh y Kuhad, 2000; Quintero et al., 2007).

En estudios con algunos cultivos anaerobios enriquecidos provenientes de sedimentos marinos, asi como
con algunas bacterias reductoras de sulfato (SRB) como son Desulfovibrio gigas ATCC 19364,
Desulfovibrio africanus ATCC 19997 y Desulfococcus multivorans ATCC 33890, (Boyle et al., 1999),
se ha visto que poseen capacidad para degradar al lindano, deshalogenandolo del area de contacto de la
particula, informacién que puede encontrarse en la tabla 5.
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Tabla 5. Microorganismos que degradan lindano

Fuente de Concentracion Eficiencia de | Metabolitos /
M.O. aislamiento inicial de  Co-sustrato|degradacion Productos Referencia
lindano [%%6] finales
Suelo de la
Pseudomonas | rizosfera Sah |
sp. decafiade | 0028mM | Ninguno 100 Gamma-pcH | >anuetal,
azucar 1990
Adquirido Tetraclorociclo
en la hexano Singhy
Universida . (TCCH), Kuhad,
Trametes dG.K. | 000027 mm | Medio 95 tetraclorociclo-
irsutus Hardwar Brodie hexanol 1999
(U.P) TCCOL)
Biochemical
Engineering T : _
etraclorociclo- Sinah
Phanerochaete and - h any
; i _| 0.00027mM | Medio exano(TCCH), | Kuhad,
chrysosporium Blcitechno _ 90 Tetraclorociclo- 1999
0gy. Brodie hexanol
[T, India (TCCOL)
Suelo 0.003 mM Caldo 100
Bacillus  [contaminado . ND GUDZtS(t)e(t) al.,
Circulans con HCH 0.017 mM nutritivo 94.6
Suelo 0.003 mM Caldo 100 ND
Bacillus brevis |contaminado ' N Guptaetal.,
0.017mM | nutritivo 98.4 2000
con HCH
Sedimentos, peﬁéﬁﬁf?&?&lo
y aguas .
Xanthomonas residuales de hexano (Y- eil:val‘al'nl(:z%aorg
sp. ICH12 area - >95 PCCH), 2,5- &
P, oroductora 0.34 mM Ninguno dicloro
) hidroquinona
de lindano (2,5-DCBQ)
Streptomyces 100, 150, 200, . 29.1, 78, Benimeli et
sp, M7 NM 300 pg/kg | NINGUNO | 3576714 4 ND al., 2007
: : Lago El Bestaw
O;cn(llgtlozr)la Arounc 0.034 mM Ninguno 98.2 ND y
P Egipto et al., 2007
Anabaena Lago - El Bestaw et
cylindrica Mariut 0.034 mM Ninguno 786 ND al., 2007

(ND.=No detectable) (M.O. = microorganismo) Fuente: (Ihobe, 2008)
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> PROCESOS DE REMOCION

En la tabla 6 se muestra un resumen de los mecanismos de eliminacion que sufren algunos
contaminantes dentro de los HA (Mena-Sanz, 2008).

Tabla 6. Contaminantes en agua y sus mecanismos de eliminaciéon en un HA

Contaminantes Mecanismos de eliminacion

Solidos suspendidos | Sedimentacion y filtracion

Materia organica Degradacion microbiana aerobia

Degradacion microbiana anaerobia

Nitrogeno Amonificacién, nitrificacion microbiana y desnitrificacion.
Asimilacién de las especies vegetales adsorcion principal

Volatilizacién del amoniaco

Fosforo Adsorcion por parte del lecho

Asimilacién de las especies vegetales

Metales Asimilacion de las especies vegetales, intercambio i6nico

Patdgenos Sedimentacion, filtracion, muerte natural y radiacion UV.

Fuente: (Mena-Sanz, 2008)

> PROCESOS DE REMOCION FiSICOS

El agua superficial se mueve muy lentamente a través de los HA, debido al flujo laminar caracteristico y
la resistencia proporcionada por las raices y las especies vegetales flotantes, lo cual favorece la
sedimentacion de los solidos suspendidos. Las esteras de las especies vegetales sirven como trampas de
sedimentos, pero su rol primario es la remocién de solidos suspendidos para limitar la resuspension de
material particulado (Llagas-Chafloque y Guadalupe-Gomez, 2006).

> PROCESOS DE REMOCION QUIMICOS

El proceso quimico mas importante de la remocién de contaminantes presentes en suelos es la adsorcion,
que da lugar a la retencion superficial a corto plazo o a la inmovilizacion a largo plazo de varias clases
de contaminantes. La adsorcion se refiere a la union de iones a las particulas del suelo, por intercambio
catiénico o absorcion quimica. Muchos componentes de las aguas residuales existen como cationes,
incluyendo el amonio (NH4") y la mayoria de metales traza, tales como cobre (Cu®").

La volatilizacion del amoniaco (NH3") puede dar lugar a la remocion significativa de nitrogeno, si el pH
del agua es alto (>8.5). Sin embargo, a pH cercano a 8.5, el nitrogeno amoniacal existe casi
exclusivamente en forma ionizada, el amonio (NH4") que no es volatil (Llagas-Chafloque y Guadalupe-
Gdmez, 2006).
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» PROCESOS DE REMOCION BIOLOGICOS

Los contaminantes que en ocasiones también son nutrientes esenciales para las especies vegetales, tales
como (NOs,, NH," y PO,*), son tomados facilmente por las especies vegetales. Sin embargo, muchas
especies son capaces de captar e incluso acumular significativamente algunos metales téxicos, como el
cadmio (Cd") y el plomo (Pb*). La velocidad de remocion de contaminantes varia extensamente,
dependiendo de la velocidad de crecimiento de especie vegetal y la concentracion del contaminante en
tejido de especie vegetal. Las especies vegetales del tipo lefiosas, es decir, arboles y arbustos,
proporcionan un almacenamiento a largo plazo de contaminantes, comparado con las herbaceas. Sin
embargo, la velocidad de captacién de contaminante es a menudo mucho mas alta para las herbaceas.
Las bacterias y otros microorganismos en el suelo también proveen, captan y almacenan nutrientes y

algunos contaminantes corto plazo.

3.2 HUMEDALES ARTIFICIALES

Los humedales artificiales (HA) son sistemas de tratamiento de aguas residuales que simulan la
actividad depuradora realizada por los humedales naturales. Por ello se define como sistemas bioldgicos
confinados mediante algun tipo de impermeabilizacion, que surgen a partir de la simulacion de los
mecanismos propios de los humedales naturales para la depuracién de las aguas en los que se combinan
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que ocurren al interactuar la columna de agua con el estrato de
suelo, las especies vegetales, los microorganismos y la atmosfera, dando lugar a la aparicién de procesos
de sedimentacion, filtracion, adsorcion, degradacion bioldgica, y absorcidn de nutrientes por parte de la

vegetacion (Mena-Sanz, 2008) (Llagas-Chafloque y Guadalupe-Gémez, 2006).

3.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS HUMEDALES ARTIFICIALES

Estos sistemas proporcionan un tratamiento eficaz removiendo contaminantes, materia organica,
nutrientes, microorganismos patdégenos, metales pesados de las aguas residuales. Debido a esto se
presentan como una buena opcion por su bajo costo para tratamiento de aguas, ademas de tener aspecto
agradable y como un extra constituyen una reserva para la vida silvestre generando ecosistemas.

Los humedales artificiales operan casi a velocidades de flujo y caudal constante y estan sujetos a
drasticos cambios en la remocion de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), debido a los cambios en
la temperatura del agua. Por esta razon en zonas templadas estos sistemas de tratamiento tienden a variar
su eficiencia durante el afio siendo mayor en zonas calidas y tropicales, los parametros climatoldgicos:

temperatura, radiacion solar, evapotranspiracion varian en un intervalo menor que en zonas templadas.
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» COMPONENTES DE UN HUMEDAL ARTIFICIAL
» AGUA

Es la fase movil dentro del humedal ya que transporta a los contaminantes. Las condiciones hidrolédgicas
afectan a muchos factores abioticos, incluyendo el estado oxidativo del lecho, la disponibilidad de los
nutrientes y la salinidad. Estos factores abioticos, a su vez, determinan qué seres vivos van a
desarrollarse en el humedal. Los componentes bioticos actlan alterando la hidrologia y otras

caracteristicas fisicoquimicas del humedal.

» MEDIO SOPORTE

Actla como barrera primaria de tamizado, como estructura soporte de las especies vegetales y como
superficie para el crecimiento y desarrollo de la masa microbiana. El tamafio de particula es importante,
ya que entre mas pequefia sea mayor superficie de biopelicula albergara, pero habrd mayor probabilidad

de que se produzcan una obturacién de los poros e inundaciones por encima del nivel subsuperficial.

El medio de soporte facilita los mecanismos de adsorcion e intercambio idnico entre el agua residual y
los componentes minerales del suelo. Estos fendmenos dependen en gran medida de las condiciones de
pH, concentracion, entre otros. La permeabilidad del suelo o soporte afecta la circulacion del agua a
través del humedal ademaés de favorecer la precipitacion quimica de contaminantes disueltos (Kadlec y
Knight, 2006).

» ESPECIES VEGETALES

Las macrofitas tienen la funcion de proporcionar oxigeno al medio, ademas, estabilizan la superficie de
los lechos, proveen de buenas condiciones para la filtracion, funcionan como aislantes de la superficie al
eliminar la posibilidad de que se congele y sus tejidos proporcionan una gran area donde densas
comunidades de algas fotosintéticas, bacterias y protozoos que se adhieren (Chavarria-Hernandez,
2001). La presencia de la vegetacion distribuye y reduce la velocidad del agua residual, crea mejores
condiciones para la sedimentacion de los sélidos suspendidos, reduce el riesgo de erosion y la
resuspension e incrementa el tiempo de contacto entre el agua residual y las especies vegetales (Krdger,
et al. 2009).
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> MICROORGANISMOS (BIOPELICULA)

Incluye principalmente, bacterias, hongos, y protozoarios. Esta biomasa se encuentra formando una
biopelicula alrededor de las particulas del lecho. Los microorganismos utilizan los nutrientes y el
carbono tanto como fuente de energia como para la formacion de nueva biomasa microbiana. La
comunidad microbiana de un humedal puede ser afectada por sustancias toxicas, como pesticidas y
metales pesados, y debe prevenirse que tales sustancias se introduzcan en las cadenas troficas en

concentraciones perjudiciales.
3.2.2 CLASIFICACION DE LOS HUMEDALES ARTIFICIALES

» HUMEDAL ARTIFICIAL DE FLUJO SUPERFICIAL HAFS

Consisten en canales o balsas de poca profundidad (0.1 a 0.6 m) construidas sobre el terreno con algun
tipo de barrera que confine el sistema y evite filtraciones, que contienen un lecho de grava o arena para
soportar las raices de la vegetacion emergente y a través de los cuales circula agua residual. La
superficie de agua estd expuesta a la atmésfera y la trayectoria del flujo es horizontal. El tratamiento se
lleva a cabo durante la circulacién del agua a través de los tallos y raices de la vegetacion emergente
(Figura 2). La exposicion del agua a la atmdsfera hace que el disefio adecuado de estos sistemas sea

crucial para evitar problemas como aparicién de olores y plagas de insectos (Mena-Sanz, 2008).

Flujo Superficial Plantas acuaticas

Agua Residual ' Agua Tratada
—
‘" m /l/ "m‘ 1 [

Fondo Impermeable

Figura 2. Sistema de flujo superficial. Fuente: (Mena-Sanz, 2008)
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3.2.3 DESCRIPCION ESTRUCTURAL Y OPERATIVA DE UN HAFSS
» HUMEDAL ARTIFICIAL DE FLUJO SUBSUPERFICIAL HAFSB

El humedal artificial de flujo subsuperficial consiste en una balsa o canal impermeabilizado del exterior,
que se encuentra relleno de un material sélido poroso, ocupando casi toda su profundidad. El agua
residual circula a través del medio poroso y siempre por debajo de su superficie. Como medio de soporte
se utilizan rocas o grava. Estos sistemas funcionan con vegetacion emergente, cuyo papel es
fundamental para su buen funcionamiento.

Durante el paso del agua residual a través del lecho poroso, se produce un contacto con zonas aerobias,
anoxicas y anaerobias. La zona aerobia se encuentra en las zonas muy cercanas a la superficie y
alrededor de las raices y rizomas de las especies vegetales. Los microorganismos que degradan la
materia organica se encuentran formando una biopelicula alrededor de la grava y de las raices de las
especies vegetales. Por lo tanto, cuanto mayor sea la superficie susceptible de ser ocupada por la
biopelicula, mayor seré la densidad de microorganismos y mayor eficiencia del sistema. En este tipo de
humedal, se evitan problemas como posibles plagas de insectos, olores en climas frios y aportan una

mayor proteccion térmica (Vyzamal, 2009).

» HUMEDAL ARTIFICIAL DE FLUJO SUBSUPERFICIAL HORIZONTAL HAFSH
Consiste en un lecho impermeabilizado en las orillas y en el fondo para impedir la filtracion, en el cual
se siembra la especie vegetal (Sagittaria lancifolia). La materia organica es descompuesta
microbiologicamente a través de la rizosfera de los carrizos, en la cual ocurre la desnitrificacion y la
remocion de fosforo y metales que pueden ser fijados al medio (Figura 3).

Plantas Acuaticas

Grava gruesa

I

Tuberia

Grava gruesa Flexible Agua Tratada

Agua Residual

Fondo Impermeable  Grava Fina

Figura 3. Sistemas de flujo subsuperficial horizontal. Fuente: (Mena-Sanz, 2008)
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> HUMEDAL ARTIFICIAL DE FLUJO SUBSUPERFICIAL VERTICAL HAFSV

El lecho no se encuentra saturado porque normalmente el agua es suministrada al humedal de manera
intermitente, esto es, en periodos secos y periodos de alimentacion, permitiendo la percolacion a través
del medio. Si el lecho es alimentado intermitentemente, se incrementa la oxigenacion del lecho en
comparacion el HAFSH. Dicho régimen de operacion permite condiciones alternas de oxidacion y
reduccién en el sustrato, lo cual estimula una nitrificacion-desnitrificacion secuencial y la adsorcion de

fésforo (Figura 4) (Chavarria-Hernandez, 2001).

Plantas Acuaticas
'd \ Grava Fina

Agcua Residual
& Agua Tratada

Grava gruesa Fondo Impermeable

Figura 4. Sistemas de flujo subsuperficial vertical. Fuente: (Mena-Sanz, 2008)
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4 MATERIALES Y METODOS

SELECCION Y CARACTERIZACION DEL MATERIAL DE EMPAQUE

> CALCULO DE LA DENSIDAD APARENTE DEL MATERIAL DE EMPAQUE

La densidad aparente del material de empaque se determina siguiendo el método propuesto por UEX
(2009), el cual consistio en los siguientes pasos:

Se tara una probeta graduada limpia de 100 mL, se considera un volumen de 100 mL el cual se llena con

gravilla de 6xido de silice con un diametro de 1 a 2 mm, se pesa la probeta y se registra el peso.
El célculo de la densidad aparente se realiza con la siguiente ecuacion:

pap = (peso con suelo — peso sin suelo) g/100 mL

> CALCULO DE DENSIDAD REAL DEL MATERIAL DE EMPAQUE
Se introducen 100 mL de agua en una probeta graduada, a la cual se le afiaden 10 gramos de grava la

densidad real se calcula con la siguiente ecuacion:
pr = 10 g/(volumen con material — volumen sin material) ml

> DETERMINACION DE POROSIDAD DE SUELO DE DIOXIDO DE SILICE

La porosidad es el espacio libre de la matriz del medio, conformado por los poros que quedan entre las

particulas del medio la porosidad se calcula con la siguiente ecuacion:

P =100 (1- pApj
Pr

Las pruebas anteriores se realizan con una (n=10).

De forma complementaria se realiza una difraccion de rayos-X para conocer la composicién y estructura

cristalina de la grava de diéxido de silice.
» DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD HIDRAULICA

La conductividad hidraulica se define como la velocidad en que el agua que fluye en un medio poroso, la
cual es directamente proporcional al gradiente hidraulico causado por el flujo (Ley de Darcy, 1856)
(Figura 5). Se evaltia como:

19



Q=K xA x -
Donde:
Q = caudal [m*/dia]
K = conductividad hidraulica [m/dia]
A = area [m’]
h= altura de agua [m]
L= largo de la muestra de suelo [m]
El método es el siguiente:
1.- Se coloca un volumen de material en el permeametro de carga constante
2.- Se adiciona un gasto (Q= m/s) constante a la entrada

3.- Se coloca una probeta de 1 litro de agua y se mide el (Q= m/s) a la entrada del sistema, en el desvio y a
la salida

4.- Se registran los tiempos requeridos en llenar el volumen de la probeta

Figura 5. Permedmetro
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4.1 LINDANO

4.1.1 CARACTERISTICAS DEL LINDANO EMPLEADO
DATOS DE IDENTIFICACION

Nombre quimico (IUPAC): 1a,2a,3pB,40,50,6B-hexaclorociclohexano

= No. CAS: 58-89-9
El lindano utilizado durante la experimentacion es de grado reactivo analitico, con un contenido
de pureza de 99, en estado solido (polvo de color blanco).

= Para la preparacion de la curva de calibracion fue disuelto en una mezcla de hexano-acetona.

=  Para la alimentacion de los humedales en el tiempo de en operacion fue disuelto en agua potable a
una concentracion de [0.5 mg/L].

4.1.2 PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE SU CONCENTRACION EN AGUA Y
COMPONENTE VEGETAL

>  Extraccion de lindano de agua

El lindano fue extraido del agua por extraccion fase solida (EFS) con hexano. Para 15 mL de agua, se
usaron 5 mL de disolvente. La muestra se pasé a traves de una columna empacada con la fase sélida, y se
concentro y se purificd acido sulfurico concentrado (H,SO,). La fase organica se paso por sulfato de sodio

y el extracto final se concentré a 1 mL. El analito se cuantificé por cromatografia de gases.
>  Extraccion de lindano de especie vegetal

Al final del periodo de evaluacion de los HAFSSR, las especies vegetales fueron retiradas, colocadas en
papel aluminio, congeladas y liofilizadas para no perder analito por volatilizacion. La muestra seca se
molié y se colocd para su almacenamiento en un desecador. La extraccion se realizé por microondas
Marsx-CEM a 10 g de muestra seca, en vasos de teflon con una mezcla 1:1 hexano-acetona; la extraccion
se realizé a 110 °C por 10 min, alcanzados tras una rampa de temperatura de 15 min; la presion alcanzada
fue de 150 psi.

> A lamuestra se le adiciond mas mezcla de disolventes para ser filtrada y separada del extracto de los
solidos. A dichos extractos, se les agregd una disolucion acuosa de sulfato de sodio al 5 %, de donde el
plaguicida se extrajo con hexano, cuya fase fue filtrada a través de una capa de sulfato de sodio; luego, el
extracto fue concentrado en un rotavapor. Se purificd el extracto agregando 1 ml de acido sulfdrico
concentrado agitando vigorosamente durante 1 minuto; el acido precipitd las sustancias organicas vegetales
e hidrolizd el complejo de plaguicida con los compuestos organicos endogenos (Ortega, 2010). Se
separaron las fases y se filtrd la fase organica nuevamente por una capa de sulfato de sodio. Este Gltimo se
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enjuagd con hexano (dos veces) y los enjuagues se colectaron para concentrar a 1 ml. El extracto se analiz

por CG-DCE (Figura 6).

> METODO ACOPLADO DE EXTRACCION FASE SOLIDA

EXTRACCION DE LINDANO FASE

SOLIDA (SPE)

Acondicionamiento
del cartucho

v
a) 5mlde
Acetona

b) 5 ml de Hexano

I}

|

c¢) 10 ml de agua

Alimentacion de

la muestra
\ 4
: ]
15 ml de disolucion 10 ml de agua
de lindano-agua (Lavado)
Extraccién

6 ml de Acetona-
hexano

|

Inyeccion a
Cromatografo (DCE)

Figura 6. Procedimiento para extraer lindano en fase sdlida
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4.2 HUMEDAL ARTIFICIAL DE FLUJO SUBSUPERFICIAL CON RECIRCULACION
4.2.1 DISENO ESTRUCTURAL

La construccion de los HAFSSR se llevé a cabo en dos fases (Figura 7)

> Disefio: Dimensionamiento de los HAFSSR

> Montaje: Armado de las partes de los HAFSSR
a)  Tuberia interna de muestreo

b)  Sellado de los reactores

c)  Montaje de llaves

d)  Montaje de bombas de recirculacion

e)  Montaje de bombas de aireacion

f)  Montaje de tanques de almacenamiento para alimentacion

Iy b
pr \

Entrada . N
74 %

& A

AN
150 |2 o
C s —
- '5"]_'1{// s | F5F s Salida

l i3

f—170—}
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Figura 7. Dimensiones de los sistemas experimentales “HAFSSR” medida en (cm)

El disefio de los HAFSSR se rige principalmente a tres razones:

a)  Permita el andlisis y potenciar el proceso de remocion de nutrientes y remocion de lindano en
HAFSSR.

b)  Las dimensiones de los sistemas experimentales se asemejen a los sistemas reales.
c¢) Elarmado interno permita obtener muestras de zonas especificas dentro del HAFSSR.

Los criterios para el dimensionamiento de los HAFSSR se enfocan principalmente en dos vertientes,

aquellos que se basan en volumen o bien en el area (Wallace y Knight, 2006). Los métodos basados en el
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volumen se ajustan a un tiempo de retencion hidraulica tal que permita la reduccion de contaminantes
(Crites y Tchobanoglous, 2005), mientras los métodos basados en area estan enfocados a la reduccion de

contaminantes en funcion del area hiumeda de los sistema (Kadlec y Knight, 1996).
422 SELECCION DE MATERIAL DE EMPAQUE Y COMPONENTE VEGETAL

Existen diversos criterios a considerar, tal es el caso del tamafio de particula el cual segun (Crites y
Tchobanoglous, 2005), los cuales mencionan que un tamafio de particula entre 2 y 5 mm favorecen el
proceso de nitrificacién debido a la mayor superficie de contacto que proporciona el material para el
desarrollo de una biopelicula de microorganismos nitrificantes y denitrificantes. Sin embargo sélo se
recomienda este tamafio de particula para cargas de materia organica medida como DQO menores a 200
mg/L. Si el tamafio de particula fuese mayor a los 10 mm o con una porosidad mayor al 50 %, el sistema

favorecera la remocion de carbono, pero se reducira hasta en 50 a 60 % la remocidn de nitrégeno.

El tamafio de particula que se emple6 en los HAFSSR fue de 1 y 2 mm para optimizar el proceso de
nitrificacion en los sistemas experimentales. Otro criterio importante es el tipo de material, pues para su
seleccidn se debe considerar la dureza del material, tal que permita su durabilidad y baja compactacion,
esto con el fin de evitar un desmoronamiento del mismo y como consecuencia un taponamiento del
sistema, por lo tanto también es necesario que el material esté libre de particulas organicas finas, limos

finos y arcillas, de tal manera que estos elementos no ocasionen una colmatacion del lecho filtrante.

El material de empaque que fue utilizado en los HAFSSR fue gravilla de SiO; por su poca reactividad
con el medio y la estabilidad de la molécula.

El proceso para el acondicionamiento del material de empaque comenz6 con el tamizado del material
por medio de un cernidor con malla metalica de la cual se obtuvo un tamafio de particula de entre 1y 2
mm. Posteriormente el material fue lavado con agua corriente potable hasta retirar la arenilla del

empaque. EI material fue secado a 55° C durante 5 dias.

24



» CALCULO DE LA DENSIDAD APARENTE DEL MATERIAL DE EMPAQUE

La densidad aparente del material de empaque se determind siguiendo el método propuesto por UEX

(2009), el cual consistio en los siguientes pasos:

Se tara una probeta graduada limpia de 100 mL, se consider6 un volumen de 100 mL el cual se llené con

gravilla de 6xido de silice con un diametro de 1 a 2 mm, se peso la probeta y se registro el peso.
El calculo de la densidad aparente se realizo con la siguiente ecuacion:

pap = (peso con material — peso sin material) /100 mL

> PROFUNDIDAD DEL MEDIO FILTRANTE

En cuanto a la profundidad del medio filtrante existen diversos medidas en funcion del contaminante que
se requiera remover, sin embargo las medidas comunes oscilan entre 0.45 y 1.20 m, por lo que se
consider6 que una profundidad media de 0.30 m es suficiente para el proceso de remocién de lindano y
nutrientes, debido a que el proceso como se ha mencionado, se realiza en condiciones aerobias y en los
primeros 0.30 metros de los sistemas (Vyzamal, 2009), por lo tanto se plantea analizar si esta
profundidad de los sistemas experimentales permitan niveles aerobios y en lo profundo un nivel andxico,
por lo que se espera que a esta profundidad no exista un cambio significativo y permitiendo de la misma

manera un ambiente anaerobio para permitir la transformacion del (NO3") hacia la desnitrificacion.

La razoén de carga hidraulica es también un criterio importante y fuertemente asociado a tiempo de
retencién hidraulica debido a que demasiada carga hidraulica o demasiado tiempo de residencia
hidraulica afecta fuertemente la dinamica poblacional de los microorganismos encargados de
transformar y degradar los diferentes contaminantes en el agua, propiciando bajas eficiencias en cuanto a

la remocidén de contaminantes en el sistema.

Para tal fin segin (Crites-Tchobanoglous, 2005), mencionan que se debe considerar la proporcion de 4.5

a 9 litros de agua por cada 0.092 m?/dia.

> ESPECIE VEGETAL

La especie vegetal elegida para esta investigacion fue Sagittaria lancifolia a partir de experimentos
previos de acumulacién de lindano en tres especies diferentes, los cuales nos dieron datos suficientes
para determinar que era la especie vegetal que mas lindano bioacumulaba con porcentajes cercanos al
90%, en comparacion con la especie vegetal Thypa Dominguensis con 75% y Echinocloa Pyramidalys
con 70% (Ortega, 2010). Esta especie vegetal se propagd a partir de ejemplares extraidos del Rio

Papaloapan, Veracruz y llevadas al laboratorio de microbiologia experimental (LME) para su
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tratamiento de de aclimatacion y propagacion condiciones de invernadero (25-30°C) durante seis meses
(Figura 8).

Figura 8. Sagittaria lancifolia en invernadero del (LME)

> CONSTRUCCION DE LOS HAFSSR

El primer objetivo fue construir ocho HAFSSR de vidrio con las especificaciones mencionadas mas a
adelante, en los cuales se propuso la colocacion de valvulas de muestreos las cuales fueron tubos de
PVC % pulgadas que fueron cubiertos con malla delgada de pléastico que no permitan el paso del
material de soporte pero si del agua, en la figura 9. Para la purga de los HAFSSR se usaron tuercas de
tinaco conectadas y tubos de ¥ pulgada de PVC, para fungir como controlador del nivel del agua. Los
HAFSSR fueron colocados dentro del invernadero del Laboratorio de Microbiologia experimental

(LME), de tal manera que la operacion sea ergonémica.

Figura 9. Estructura inicial del “HAFSSR” sin tuberia interna
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La alimentacion de los HAFSSR es por gravedad a partir de tres tinacos de 40 L y dos de 60 L

colocados en los extremos de las plataformas, conectados con tubo de PVC de ¥ pulgada (Figura 10).

Figura 10. Estructura del HAFSSR con tuberia interna y puntos de muestreo en costado
Para la construccion se siguieron los siguientes pasos:
1.- Realizar pruebas hidraulicas pertinentes a los HAFSSR.

2.- Empacar con arena de 6xido de silice previamente caracterizada y tratada, finalmente colocar en los
HAFSSR en una posicion que garantizard una pendiente de 1% como lo indica la bibliografia para

favorecer el movimiento hidraulico.

3.- Determinar el volumen efectivo del HAFSSR y con ello el volumen de agua tratada en cada lote, se
determina su volumen total y después se relaciona este dato con la porosidad para obtener el espacio

volumen efectivo para ser ocupado por el agua, aproximadamente 15 litros.

Dato que se corrobor6 con un procedimiento experimental el cual permite obtener con mayor exactitud

el volumen de tratamiento de agua, los HAFSSR.

4.- Se llenan hasta los 25 cm con un volumen de agua conocido, posteriormente se deja dicha agua por
una hora y se vacia; se mide el volumen de salida; posteriormente se llenan nuevamente hasta 25 cm y se
dejan dos horas con el agua; el volumen se mide y nuevamente a la siguientes tres horas. La cantidad de

agua purgada fue en promedio fue de 15 L por cada reactor.

Los distintos arreglos de los componentes de cada HAFSSR se asignaron con el objetivo de obtener
informacidn que nos permita plantear propuestas de operacion. EI sembrado de las especies vegetales

en los HAFSSR (Figura 11), se realiz6 conforme al trabajo realizado por (Ortega en 2010).
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Figura 11. Reactores conectados a los tanques de alimentacién.

En cada HAFSSR con especie vegetal, se coloca un ejemplar de la especie vegetal, debido al area
requerida de 4 ejemplares por cada 2 m? (Lara, 2000).

4.2.3 DISENO EXPERIMENTAL

Para realizar la comparacion de arreglos se ha planteado un experimento que permita evaluar cuél es el
efecto del lindano en la remocion de nutrientes, cuél es el efecto de la especie vegetal en la remocién de
lindano y cuél es el efecto de los microorganismos en la remocién de lindano.

Cada sistema experimental (SE) corresponde a un tratamiento. Los factores en estudio son: especie vegetal
(P) lindano (L) y microorganismos (). Es asi como en dos experimentos se estudiaran dos variables de
respuesta: “remocion de nutrientes” y “remocion de lindano”. El arreglo de tratamientos para el primer
caso es de tipo factorial 4 x 2; donde los tratamientos en estudio son control, especie vegetal,
microorganismos y microorganismos + especie vegetal y lindano y cada uno tiene dos factores cualitativos
(con y sin lindano); dicho arreglo se muestra en la tabla 7. En el caso de que la variable de respuesta sea
“remocion de lindano”, el arreglo de tratamientos es simple y se hard la prueba de todos los tratamientos
entre si (tratamientos) t1 al 18 para observar si existe efecto de la presencia del lindano en la remocion de
nutrientes y se propone un arreglo mas para determinar el porcentaje de remocion de lindano en el sistema
experimental proponiendo el siguiente arreglo tratamientos t1, 12 y 13 y 14 para determinar el porcentaje
de remocion de lindano y su comparacion entre los arreglos propuestos, si afecto de la presencia del
lindano, y microorganismos en la remocion de nutrientes (Tabla 8).

Tabla 7. Arreglo de tratamientos

COMPONENTES Sin lindano  Con lindano
Control Tl T2
Especie vegetal T3 14
Microorganismos (L) 15 16
Especie vegetal + M.O () T7 78
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El método estadistico es una ANOVA vy posteriormente una prueba de t’-student para comparar entre
tratamientos y factores y determinar el reactor que presente mayor remocion de nutrientes con y sin lindano
como se observa en la (tabla 7 y 8).

Tabla 8. Siguiente arreglo de tratamientos

Con lindano
Control 11
Especie vegetal T2
Microorganismos (L) T3
Especie vegetal + M.O. (1) T4

El método estadistico es una ANOVA y posteriormente, una prueba de t"-student para comparar entre
tratamientos y determinar que reactor remueve mas lindano, para profundizar en los fenémenos que puede

observarse en la experimentacion.
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5 ANALISIS DE LOS COMPONENTES DEL HAFSSR

En la tabla 9 se muestran los fenGmenos de remocion que se pueden presentar en los diferentes

tratamientos propuestos para los diferentes humedales experimentales en la experimentacion.

Tabla 9. Informacion de los fendmenos que pueden observarse en los tratamientos T.

T | Componentes

Actividad
componente

de cada

Observaciones

1 Lindano + Especie
vegetal

Remocion de nutrientes y
lindano en agua por accién
del medio de soporte y
Especie vegetal.

Se evaluard el efecto de los componentes
en la remocion del lindano. (Medio de
soporte, agua residual sintética, especie
vegetal y lindano).

2 Lindano + especie
vegetal + p-
organismos

Remocion de nutrientes y
de lindano de agua por
accion del medio de
soporte, microorganismos y
especies vegetales.

Se evaluard el efecto de todos los
componentes en la remocién del lindano,
(Medio de soporte, agua residual sintética,
especies vegetales, microorganismos Yy
lindano).

3 Testigo + especies

Remocién de nutrientes de

Control I; Medio de soporte, especies

vegetales agua por accién del medio | vegetales y agua residual sintética.
de soporte y especies
vegetales.
4 Testigo + p- Remocion de nutrientes de | Control  Il; Medio de  soporte,
organismos - agua por accion del medio | microorganismos y agua  residual
de soporte. sintética.

5 | Especie vegetal - Sin
Lindano - sin p-
organismos

Remocion de nutrientes del
agua por accion de la
especie vegetal sin lindano,
sin microorganismos.

Se evaluara el efecto del componente en
la remocion de nutrientes. (Medio de
soporte, agua residual sintética, especies
vegetales).

6 M-organismos* +
Lindano

Remocion de nutrientes y
lindano de agua por accién
del medio de soporte y
microorganismaos.

Se evaluara el efecto del componente en
la remocion de nutrientes y lindano.
(Medio de soporte, agua residual sintética
y lindano).

7 | Con especie vegetal +
J-organismos*

Remocion de nutrientes del
agua en él SE por accion

Se evaluara el efecto del componente en
la remocion de nutrientes. (Medio de

del medio de soporte y los | soporte, agua  residual  sintética,
microorganismaos. microorganismos, especie vegetal).
8 Testigo especie Remocion de nutrientes y | Control 1ll; Remocion de nutrientes y de
vegetal + de lindano de agua por | lindano de agua por accion del medio de
H-0rganismos - accion del medio de | soporte, microorganismos Yy especie
+ Lindano soporte, microorganismos y | vegetal.

especie vegetal.

1= Microorganismos (Pseudomonas aeuroginosa)

Especie vegetal = Sagittaria lancifolia
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5.1 ANALISIS PREVIO A LA EXPERIMENTACION

Las pruebas previas a cada componente tienen como objetivo complementar la informacion obtenida

durante los muestreos y explicar los fendmenos que ocurren en los HAFSSR (Tabla 10).

Tabla 10. Fenémenos que pueden observarse en pruebas complementarias.

Prueba

Fenémenos

Observaciones

Isoterma de adsorcion.

Adsorcion 'y desorcion  del
compuesto en el medio de soporte
sin microorganismos.

Se cuantificara a condiciones de
laboratorio cual es la
concentracion maxima de
lindano que puede adsorber y
desorber del medio de soporte.

Agua con lindano.

Fotodegradacion, volatilizacion y
fendbmenos que ocurran por las
condiciones del

Invernadero.

Agua potable y agua destilada
con lindano. Se puede evaluar
con un experimento rapido de 3
dias en recipientes de vidrio en
las condiciones del invernadero.

Agua residual

Biodegradacion, fotodegradacion y

Agua residual sintética con
lindano 'y  microorganismos

concentracion conocida de lindano.

sintética, volatilizacion. inoculados en los SE. Se puede
microorganismos y evaluar con un experimento
lindano. rapido de 7 dias en recipientes de
vidrio a condiciones  del

invernadero.
Agua residual Acondicionamiento del | Agua residual sintética con
sintética. microorganismo a una| lindano y  microorganismos

inoculados en los SE.
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» RESULTADOS OBTENIDOS A PRUEBAS PREVIAS
> ISOTERMA DE ADSORCION

Se preparon disoluciones de 6 concentraciones de lindano de [0, 0.2, 0.5, 0.7, 0.8, 0.9 y 1] mg/L desde la
concentracion [0 mg/L], a utilizar hasta el maximo de [1 mg/L]. Se adicionaron a frascos color &mbar con
los medios de soporte (por duplicado) posteriormente se agitaron durante 72 horas, se centrifugaron y se
extrajeron los analitos por el método de extraccion de fase sdlida “EFS” (Pico, 2003). Los resultados

fueron ajustados a una isoterma de Freundlich (Kadlec y Wallace, 2009).

»  AGUA CON LINDANO

Se colocaron en una probeta con agua y lindano con la concentracién conocida, por seis dias tiempo de
residencia hidraulico (TRH) bajo las condiciones del invernadero. Al final del (TRH) se extrajo el lindano
de agua para determinar su concentracion final.

» MEDIO DE SOPORTE

Al medio de soporte se le realizaron pruebas de densidad y conductividad hidraulica obteniendo los

datos que se muestran en la (Tabla 11).

Tabla 11. Pruebas de densidad al material de empaque

Propiedad Datos
Densidad real (g cm™) 1.01 +0.035
Densidad aparente (g cm”) 1.494 + 0.014
Porosidad (%o) 32.35+6.48
Conductividad hidraulica (m s™) 2.02x10°+1.01 x 10"

El medio de soporte elegido es arena de cuarzo de 1-2 mm de didmetro; la composiciéon quimica se
muestra en la (Tabla 12). Se trata de fragmentos cristalinos del tamafio de las arenas, de origen igneo, los
cuales exhiben un color blanco crema e incoloros, bordes de sub-angulosos y forma irregular (IMCYC,
2010) (Figura 12).
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Tabla 12. Composicién quimica del material de soporte.

Composicién Arena de cuarzo (%)
SIO; 98.5
Al,O3 0.01
Fe,Os 0.57
MgO 0.01
CaO 0.19
BaO 0.01
K;O 0.07
TiO, 0.06

Fuente: (IMCYC, 2010)
Complementariamente se realizé una difraccioén de rayos-x para conocer la composicién y estructura
cristalina de la grava de dioxido de silice. Este analisis revel6 que la composicion es dioxido de silicio

(SiOy) en forma de cuarzo y su estructura es hexagonal.
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Figura 12. Difraccién de rayos x de muestra de grava de silice utilizada como material de empaque de los sistemas experimentales
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> AGUA RESIDUAL SINTETICA

Cabe sefalar que este tipo de agua ha sido utilizada en otros experimentos para evaluar la remocion de
nutrientes y algunos Xenobidticos en HA experimentales (Prochaska y Zouboulis, 2009; Agudelo-Cadavid,
2010; Zhao, 2010). El agua residual utilizada en este experimento se muestra en la tabla 13, dicha agua
sintética contiene los sustratos necesarios para proporcionar los nutrientes que requieren los
microorganismos, glucosa como sustrato de carbono orgéanico, urea como fuente de nitrogeno, fosfatos de

sodio y potasio como fuente fosforo, asi como cloruro de calcio y sulfato de magnesio.

Tabla 13. Composicién del agua residual sintética alimentada en los HAFSSR

Agua residual sintética Concentracién (mg/L)
Glucosa (CgH1206) 100
Urea (NH,),CO 80
Fosfato dihidrogenado de sodio(NaH,POy) 3.5
Fosfato dihidrogenado de potasio (KH,PO,) 2.5
Cloruro de calcio (CaCly) 4
Sulfato de magnesio (MgSOQy,) 2

Fuente: (Zhao, 2010)

En la figura 13 se observa la concentracion de cloro en mg/L contenido en agua de alimentacién, tomada
de potable en la cual se observa que la concentracion de cloro es aceptable segln el método EPA, para
agua de alimentacion a humedales experimentales y que pudiera interferir en la remocion del plaguicida

lindano y materia organica medida como DQO.
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Figura 13. Concentracion de cloro residual en agua de alimentacion a los HAFSR

> IDENTIFICACION DE MICROORGANISMO

Los HAFSSR seleccionados segun el arreglo experimental, fueron inoculados con microorganismos

Pseudomonas aeruginosa.

Se tom6 una muestra y se colocé en medio mineral con glucosa como fuente de carbono, se incub6 por 24

horas a 25 °C para aumentar la biomasa.

Se realiz6 un experimento previo para conocer cualitativamente si el microorganismo era resistente al
lindano. Se tomé una alicuota con pipeta Pasteur y se sembré en medio Agar Cetrimida y posteriormente
fue incubado por 24 horas a 38 °C. A partir de la densidad microbiana observada en dicho medio, se
determind la presencia del mismo.

Se realiz6 la identificacion del microorganismo por técnicas bioquimicas (API), en las cuales se obtuvo
un 99.5% de certeza de que el microorganismo en estudio se traté de Pseudomona aeuroginosa, como se

muestra en la (Figura 14).
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Figura 14. Identificacion del programa (APIWEB) para Pseudomona aeuroginosa

52 DEFINICION DE CONDICIONES DE OPERACION DURANTE LA ETAPA
EXPERIMENTAL

Como se menciond en el apartado anterior el tiempo de evaluacion de los HAFSSR fue en total de 16
semanas:

10 dias con agua y solucion enraizadora que no se contabiliza el tiempo de operacién (semana 0).

3 semanas con agua sintética sin lindano, para que la especie vegetal se adapte a las nuevas condiciones;
en esta fase los microorganismos fueron inoculados (fase aclimatacion).

12 semanas con agua sintética y lindano (fase de depuracion).

En los cuales se evallo el efecto de la recirculacion y los diferentes arreglos propuestos para cada

humedal.
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>

PARAMETROS A MEDIR DURANTE LOS MUESTREOS

Los parametros que se monitorearon y los métodos que se utilizaron se enlistan a continuacion.

>

Demanda quimica de oxigeno (DQO). Parametro que sefiala la demanda teorica de oxigeno,

necesaria para oxidar completamente los contaminantes organicos del agua.

Oxigeno disuelto (OD). Es requerido por los microorganismos aerobios como receptor de
electrones para metabolizar la materia organica. Sirve como indicador de los posibles

mecanismos de remocién del analito dentro de los sistemas. Electrodo de membrana para O,

pH. El pH cambia en los HAFSSR por el material a degradar, la altura de lamina de agua,

temperatura, minerales disueltos y por el potencial redox. Electrodo de pH.

Potencial redox. Los gradientes redox fueron utilizados como indicadores de reacciones
aerobias, anaerobias y andxicas que ocurren en los HAFSSR.

Conductividad eléctrica. EI cambio en la conductividad en los HAFSSR en los efluentes varia

dependiendo del grado de mineralizacién de los compuestos del influente.

Temperatura. Se registrd con el fin de saber si pudiera influir en la remocion del plaguicida y
de los nutrientes. Se tomaron muestras a la entrada a la salida de los HAFSSR, asi como la

temperatura del invernadero. Electrodo para temperatura

Nitrégeno amoniacal. (N-NH4"). Método Nessler APHA, 1989.

Nitratos (NOj3’). Método 4500, NO3™ .

Nitritos (NO;"). Método por diazotizacion de p-nitroanilina (2009).

Fosfatos (P-PO,%). Método colorimétrico de acido VVanadomolibdofosférico
Cloro (CI') Test kit Cloro libre

Lindano. Método EPA-8081 B CG-DCE.

Extraccion de lindano. Agua, suelos y especie vegetal, (Tabla 14).

Tabla 14. Métodos de extraccion de lindano

Componente-Extraccion Método
Agua - Fase Sélida (EPA 3535)
Especie vegetal - Microondas (EPA 3546)
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6 ANALISIS DE RESULTADOS

Al inicio de la fase experimental, se realiz6 la identificacion del microorganismo Pseudomonas
aeruginosa por técnicas bioguimicas con un 99 % de efectividad asi como la caracterizacion del
suelo utilizado en los humedales el cual fue identificado como dioxido de silice mediante difraccion
de rayos X y finalmente se logr6 propagar los mejores ejemplares de la especie vegetal Sagittaria
lancifolia, para ser utilizado en cada humedal experimental y acoplar los componentes suelo, agua y
especie vegetal y microorganismos utilizados en los diferentes arreglos y cuya finalidad fue obtener
resultados que nos indicaran porcentajes de remocion de lindano, nutrientes y parametros como: pH,
Temperatura, Oxigeno disuelto, DQO, a partir de la alimentacion de agua residual sintética a una
misma concentracion inicial cuya finalidad fue la de comparar los resultados de los diferentes
arreglos propuestos para evaluar los sistemas experimentales, algunos de las técnicas empleadas
fueron: nitrogeno amoniacal (NHs"), método de la nessler (4500 NO3), método de
espectrofotometria ultravioleta, nitritos (NO,) método de determinacion de nitrito por diazotizacion
simple y (4500 fosfatos PO,*) método colorimétrico de 4cido vanadomolibdofosférico), observando
que existen diferencias significativas entre los diferentes arreglos, basado en los resultados en los
cuales se determind que los humedales 8 y 2 removieron mas lindano y nutrientes, concluyendo que
es el mejor arreglo para remover estos contaminantes como se muestra en la (Figura 18) y (Tabla
15) ver en (Anexo 1), en la que se presentan los porcentajes maximos de remocion remediacion en

cada humedal.
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6.1 COMPORTAMIENTO DE (pH), OXIGENO DISUELTO (O;) Y TEMPERATURA (°C) EN
LOS DIFERENTES ARREGLOS DE HAFSSR

En la figura 15, se presentan las unidades de pH que se obtuvieron antes y después de la recirculacion
observandose que hay un ajuste del pH en todos los reactores relacionado con la remocién de lindano y
nutrientes disueltos en el agua de alimentacion y acercando el pH a 7 (neutro).
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Figura 15. Unidades de pH en agua de alimentacidn
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En la figura 16 se presentan las concentraciones de oxigeno disuelto que se obtuvieron antes y después de
la recirculacion observandose que hay un incremento de la concentracion de oxigeno disuelto, y por lo
tanto causando un efecto directo en la remocion de lindano y nutrientes disueltos en agua de alimentacion

a los humedales artificiales y por lo tanto en la remocion de los 8 humedales después de la recirculacion.

1 2 3 4 5 i T g

Reaciores

B Sinrecirculacion
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Figura 16. Concentracion de oxigeno disuelto en los 8 reactores utilizados
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En la figura 17 se muestra la temperatura de los 8 humedales artificiales durante la experimentacion la
cual fue ajustada mediante un interruptor que controla la temperatura del invernadero, lo que nos permitio
evitar cambios en parametros como oxigeno disuelto, por lo tanto un efecto en los microorganismos

aerobios Pseudomonas aeuroginosa encargados de la remocion del lindano y nutrientes.
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Figura 17. Temperatura en los 8 reactores experimentales
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6.2 REMOCION DE LINDANO POR ARREGLO DE HAFSSR

En la figura 18 se muestra la remocion total de lindano en los 4 humedales artificiales que fueron
alimentados con lindano durante la experimentacion y en la cual se observa que los reactores 2 y 8
removieron mayor porcentaje de lindano que los demas rectores. Hay una diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.044) antes de la recirculacion y después de la misma, hay una diferencia

estadisticamente significativa (P = 0.029)

% Remoclon

1 2 b i
Reactores

1 Sin recirculacian
B Con recirculacidn

Figura 18. Remocion total de lindano en los 4 humedales artificiales
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6.3 CONTENIDO DE LINDANO EN EL COMPONENTE VEGETAL
En la figura 19 se presenta la concentracion de lindano en raiz, tallo y hoja de la especie vegetal utilizada
en los humedales, en la cual podemos observar que la mayor acumulacion del plaguicida en unidades de

mg de lindano/kg de planta, se presenta en la raiz (0.236), seguida del tallo (0.068) y finalmente en hoja
(0.008).
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Figura 19. Concentracién de lindano en raiz, tallo y hoja de la especie vegetal utilizada



6.4 REMOCION DE FOSFATOS (PO,%)

En la figura 20 se muestra la remocién total de (PO,>) en cada reactor en la cual se observa que el reactor
8 con el arreglo (Especie vegetal + microorganismos + lindano) y el reactor 2 con el mismo arreglo
(Testigo) obtuvieron las remociones mas altas en comparacion con los demas reactores antes de la

recirculacion y con la propuesta de recircular la almentacion la remocion aumento6 a mas del 90% .
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Figura 20. Remocién total de (PO,*) en los 8 reactores experimentales
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6.5 REMOCION DE NITROGENO: (NO>), (NO3) Y (NH,")

En la figura 21 se muestra la remocion de nitritos (NO;") lo que permite observar que existe una remocién
mayor al 80% de nitritos en los 8 humedales artificiales pero hay un efecto al recircular el agua debido al
aumento de oxigeno disuelto en los 8 reactores independientemente de los componentes de cada reactor
ya que los reactores 3, 4,5y 6 presentaron una remocion mas alta, situacién que confirma el cambio de
(NO2) a (NOg).
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Figura 21. Remocion total de NO, en los 8 reactores experimentales
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En la figura 22 se muestra la remocion de nitritos (NO3) lo que nos permite observar que existe una
remocion mayor al 80% de nitratos en los 8 humedales artificiales pero hay un efecto positivo al
recircular el agua debido al aumento de oxigeno disuelto en los 8 reactores independientemente de los
componentes de cada reactor ya que los reactores pero cabe mencionar que los reactores 1, 2, 6 y 8
presentaron una remocidon mas alta, situacion que confirma que presencia de lindano no limita la la

remocion de (NOg3).
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Figura 22. Remocion total de NO3™ en los 8 reactores experimentales
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En la figura 23 se muestra la remocion total de NH;" en la cual se observa que el reactor 8 removié mas
y no cambio significativamente despues de la recirculacion de un 76% a 80% respectivamente mientras
que el reactor 2 y 4 removieron un porcentaje de 75 % antes de la recirculacion, pero despues de la
misma el reactor 2 alcanz6 un 83%.

Los reactores 5 y 6 son los que mas aumentaron su remocion despues de la recirculacion de un 56% a un

76% después de la recirculacion.
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Figura 23. Remocion total de NH," en los 8 reactores experimentales
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6.6 REMOCION DE MATERIA ORGANICA COMO DQO

En la figura 24 se observa que los reactores 1, 2 ,6 y 8 su remocion de materia organica medida como
DQO fue muy similar (420mg/L) y son los que aumentaron méas (x600 mg/L), mientras que los reactores
3, 4 .5y 7 bajo sin recirculacién (300 mg/L) y solo aumentaron a un 420mg/L, la cual nos permite
determinar que la presencia de lindano en el agua de alimentacion genera un efecto directo en el aumento

de su concentracion expresada en mg/L, pero sin limitar la remocion del plaguicida y la materia organica.
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Figura 24. Concentracidn de materia organica medida como DQO en los 8 reactores experimentales en el cual se

observa el efecto de la presencia del plaguicida lindano en los reactores 1, 2,6y 8

49



7 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que la remocion de lindano y
nutrientes en el agua de alimentacion tipo sintética alcanzo porcentajes de remocion superiores al 90 % en

los sistemas de humedales artificiales estudiados a condiciones de laboratorio.

En términos generales, se observo que en los reactores que incluyeron los componentes Sagittaria
lancifolia y Pseudomonas aeruginosa en su arreglo, obtuvieron los porcentajes de remocidn mas altos de
lindano y nutrientes, siendo de 93% (0.46 mg/L de lindano) y 91% (2.7 mg/L de nitrogeno total y 5.9

mg/L de fésforo), respectivamente después de la recirculacion.

En el caso particular de la remocidn del lindano por cada uno de los componentes del sistema, se encontro
un porcentaje de bioacumulacion equivalente a 0.31 mg/kg por parte de la especie vegetal Sagittaria
lancifolia. Para el caso del componente suelo, se obtuvieron concentraciones de lindano de 0.27 mg/kg de

suelo, representando un 46%.

Por otra parte, se concluye que el factor de recirculacion en el sistema fue significativo, debido a que
aumento el porcentaje de remocion tanto de lindano, como de los nutrientes en un 25% en todos los

reactores analizados durante la experimentacion. Lo anterior es atribuible al contacto con el oxigeno.

Asimismo, se pudo comprobar que la presencia del lindano no tuvo un efecto significativo sobre la
remocion de nutrientes. Este hecho también ocurre con la materia organica (medida como DQO), ya que
la presencia del lindano en el agua residual ocasion6 el aumentd inicial en la concentracion de DQO pero
posteriormente su porcentaje de remocion fue superior al 80% en muestras con Yy sin lindano (Figura 24)
y (Tabla 25) en Anexo 1.

RECOMENDACIONES:
> Se propone que el componente de HAFSSR sea la especie vegetal Sagittaria lancifolia, en una
densidad de 2 especies vegetales en cada médulo m?, proponiendo un gasto de alimentacién por
lotes a un flujo que permita para proporcionar un tiempo de residencia hidraulica de 6 dias a

efecto de lograr una remocién aceptable acorde con la legislacién vigente.

> La automatizacion de la operacion, mediante la instalacion de temporizadores de alimentacion y

recirculacion que permitan regular el flujo.

> La adaptacion de celdas solares para no requerir de energia eléctrica domiciliar.
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Tabla 15. Remocion total de lindano en los humedales artificiales

Reactor | Entrada | Recirculacion Final Recirculacion Final Total
NUmero mg/L mg/L mg/L (%) (%) (%)
1 0.5 0.21 0.15 58.5 30.5 89
2 0.5 0.14 0.11 72.5 22.5 95
6 0.5 0.22 0.17 56.5 34.5 91
8 0.5 0.13 0.09 74.5 18.5 93
Tabla 16. Remocion de lindano en raiz, tallo y hoja.
Lindano
Corridal |Especie vegetal bioacumulado Lindano Bioacumulado
Sagittaria gramos mg de lindano/g de mg de lindano/kg de
lancifolia planta planta
Raiz 10 2.2 E-04 0.226
Raiz 10 2.3 E-04 0.237
Raiz 10 2.4 E-04 0.246
c=0.01
Lindano Lindano
Corrida 2 Especie vegetal bioacumulado Bioacumulado
Sagittaria gramos mg de lindano/g de mg de lindano/kg de
lancifolia planta planta
Tallo 10 7.69 E-05 7.6 E-02
Tallo 10 6.89 E-05 6.8 E-02
Tallo 10 6.11 E-05 6.0 E-02
c=0.01
Lindano
Corrida 3 Especie vegetal bioacumulado Lindano Bioacumulado
Sagittaria gramos mg de lindano/g de mg de lindano/kg de
lancifolia planta planta
Hoja 10 8.52 E-06 8.5 E-03
Hoja 10 8.86 E-06 8.8 E-03
Hoja 10 6.72 E-06 6.7 E-03
o= desviacion estandar o= 0.0011

Tabla 17. Remocién de (PO,>) en cada humedal artificial
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Recirculacio Con
Reactores | Entrada n Salida [Sin recirculacion| recirculacion Final
mg/L mg/L mg/L % % %
1 6 1.23 0.97 79.58 20.82 83.83
2 6 0.88 0.79 85.33 10.23 86.83
3 6 1.98 1.35 67.05 31.71 775
4 6 1.45 14 75.81 3.53 76.67
5 6 1.7 0.66 71.7 61.2 89.02
6 6 1.71 0.95 71.45 44.72 84.22
7 6 1.95 1.29 67.5 33.69 78.45
8 6 0.91 0.68 84.77 25.58 88.67
Tabla 18. Remocion de (NO;) en cada humedal artificial
Sin Con
Reactores | Entrada [Recirculacion| Salida recirculacion recirculacion Final
mg/L mg/L mg/L % % %
1 3 0.712 0.333 76.27 12.63 88.9
2 3 0.356 0.212 88.13 4.8 92.93
3 3 0.352 0.326 88.27 0.87 89.13
4 3 0.581 0.299 80.63 9.4 90.03
5 3 0.695 0.455 76.83 8 84.83
6 3 0.648 0.401 78.4 8.23 86.63
7 3 0.799 0.369 73.37 14.33 87.7
8 3 0.391 0.259 86.97 4.4 91.37
Tabla 19. Remocion de (NOj3’) en cada humedal Artificial
Reactores | Entrada |Recirculacion| Salida  pin recirculacion fon recirculacion | Final
mg/L mg/L mg/L % % %
1 6 1.9 1.04 68.39 14.2 82.59
2 6 1 0.96 83.4 0.68 84.08
3 6 1.34 1.18 77.68 2.66 80.33
4 6 1.72 14 71.32 5.4 76.72
5 6 1.96 1.83 67.3 2.22 69.52
6 6 1.62 1.21 73 6.83 79.83
7 6 15 1.35 75.02 2.48 77.5
8 6 0.93 0.81 84.51 2.01 86.52

Tabla 20. Remocion de (NH,") en cada humedal artificial
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Sin Con
Reactores | Entrada |Recirculacion| Salida recirculacion recirculacion Final
mg/L mg/L mg/L % % %
1 6 2.36 1.81 60.62 9.16 69.78
2 6 1.74 1.15 70.96 9.95 80.91
3 6 2.58 1.39 57.08 19.77 76.85
4 6 1.75 1.36 70.83 6.55 77.38
5 6 2.47 1.32 58.92 19.11 78.03
6 6 2.37 1.26 60.49 18.59 79.08
7 6 2.65 1.65 55.77 16.76 72.53
8 6 1.37 1.14 77.25 3.8 81.04

Tabla 21. Concentracion de cloro (CIY) en agua potable utilizada.

Dias Hora Cl™ [mg/L]
1 Mafana 0.75
2 Tarde 0.5
3 Noche 0.75
4 Mafana 0.5
5 Tarde 0.5
6 Noche 0.25
7 Mariana 0.5
8 Tarde 0.5
9 Noche 0.25
10 Marfiana 0.25

Tabla 22. Unidades de pH de agua potable utilizada

pH sin pH con recirculacion
Muestras recirculacion salida
1 6.11 7.31
2 6.23 7.42
3 6.35 7.44
4 6.74 7.36
5 6.41 7.19
6 7.26 7.62
7 6.49 7.37
8 6.36 7.34

Tabla 23. Concentracion de oxigeno disuelto en agua.
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Muestras | Sin recirculacion | Con recirculacion
1 2.5 4.1
2 3.6 4.5
3 3.8 5.8
4 3.7 5.4
5 3.9 6.3
6 3.1 5.1
7 3.8 54
8 2.8 4

Tabla 24. Temperatura promedio de los 8 reactores experimentales en grados (°C).

Reactores Entrada Sin _Con
recirculacion recirculacion

1 22.05 20.75 21.00
2 21.02 19.8 20.53
3 22.44 20.79 21.99
4 20.9 20.79 21.5
5 23.01 20.94 21.39
6 20.77 20.63 21.59
7 22.98 20.87 22

8 20.79 20.8 22.6

Tabla 25. Concentracion en mg/L de DQO en los 8 reactores experimentales

Reactores Entrada Salida
mg/L mg/L
1 429 208
2 426 190
3 310 139.3
4 432 137.8
5 311 238
6 302 130.8
7 313.3 130.8
8 430 210

ANEXO 2. TECNICAS ANALITICAS

Fosfatos (P-PO,%). Método colorimétrico de acido vanadomolibdofosférico.



Nitrégeno amoniacal (N-NH,"). Método por nesslerizacién apha, 1989.
Nitratos (NOgz). Método por 4500-NO3".
Nitritos (NO;"). Método por diazotizacion de p-nitroanilina (2009).

Cloro test kit cloro libre

Como medida preventiva fue necesario lavar el material a utilizar con detergente libre de estos
elementos N y P, durante la experimentacion de las técnicas para determinar nitrégeno o fosforo en el

laboratorio de microbiologia experimental (LME) se lo cual aplico DEXTRAN.

Posteriormente de lavar el material, es importante enjuagarlo con agua corriente y agua destilada,
después hacerle un lavado con &cido clorhidrico o sulfhidrico con una concentracion al 20%. Al

finalizar debe enjuagarse el material con agua desionizada y dejarlo secar.

Algunas técnicas que se pueden llevar a cabo en el LME para cuantificar nitrdgeno en alguna de sus

formas se describen a continuacion:

Nitratos (NO3)

4500 - NO3™ B Método de espectrofotometria ultravioleta.

La técnica que se describe a continuacion, funciona para agua con poca materia organica presente.

La determinacién de nitratos debe procurar hacerse poco tiempo después de haber tomado la muestra,
de no ser posible, se recomienda almacenar la muestra a 4°C por un maximo de dos dias. Para mayor
tiempo de almacenaje de muestras que no contengan cloro, se pueden preservar con 2mL de H,SO4
concentrado por litro de muestra a 4°C. Cuando las muestras son preservadas con acido, ya no es

posible determinar nitritos y nitratos como dos especies diferentes.

Tabla 26. Determinacién de nitratos
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Aparatos Reactivos Material

Espectrofotémetro con por Agua desionizada Tubo Nessler con tapon

lo menos una celda . o )
Acido clorhidrico [1N] Pipeta (1mL)

Verter en un tubo Nessler 50mL de muestra, filtrarla antes si hay presencia notable de materia en

suspension.
Agregar al tubo 1mL de HCl y agitarlo, inmediatamente medir la absorbancia a 220nm.

La curva de calibracién se puede preparar para las concentraciones comprendidas entre 0 y 7 mg
NO;3 - N/I, haciendo las diluciones necesarias a partir de una solucién madre de nitratos, que se

prepara como se indica a continuacion:

1. Secar nitrato de potasio por 24 horas en el horno a 105°C.
2.  Disolver 0.7218g del reactivo seco en 1 litro de agua desionizada para tener una concentracion
conocida de 1.0mL de solucién patron = 100.0ug NO3™ - N.

Esta solucion patron puede ser preservada hasta por 6 meses agregando 2mL de CHCI4l/I.

Para conocer la interferencia que tiene la materia suspendida en el anélisis, puede medirse la
absorbancia de la muestra a 220nm y a 275nm, ya que el nitrato no absorbe la luz en la segunda

longitud de onda.

El uso de acido en esta técnica previene la interferencia de hidroxidos o carbonatos en

concentraciones mayores a 1,000mg de CaCOsl/I.
El cloro presente en la muestra no afecta la determinacion.

Si causan interferencias en esta técnica la presencia de surfactantes, nitritos y Cr*,
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Nitritos (NO3)
Metodo de determinacion de nitrito por el método de diazotizacion simple.

La técnica que se enuncia a continuacion se basa en las reacciones simples de diazotizacion que se

Ilevan a cabo con la P — nitroanilina (PNA) con el acetoacetato de etilo (ACE).

Este método puede ser empleado para muestras de agua con concentraciones de nitrito entre 0.05 y
6.0 ug NO;™ - N/I.

Tabla 27. Determinacién de nitritos

Aparatos Reactivos Material

Agua desionizada

Solucion de p -

nitroanilina (PNA) Matraz aforado (10mL)

Espectrofotdmetro  con _
por lo menos una celda Solucién de acetoacetato

de etilo (ACE) 3 Pipetas (3mL)

Solucién de hidréxido
de sodio [2M]

1 Pipeta (5mL)

Solucion de p - Disolver 0.125g de PNA en 55.3mL de HCI.

nitroanilina (PNA
( ) Aforar la solucién a 250mL con agua destilada.

Solucion de acetoato de Aforar 5mL de acetoato de etilo a 100mL con alcohol.
etilo (ACE)

Solucién de hidroxido Disolver 8g de NaOH en agua destilada y aforar a
de sodio [2M] 100mL con este mismo solvente.

En un matraz aforado de 10mL, verter:

5mL de muestra y ImL de la solucion de p — nitroanilina (PNA), agitar vigorosamente durante

2 minutos para gque se complete la reaccion de diazotizacion.
Agregar al matraz 1mL de acetoacetato de etilo (ACE) y 2mL de hidréxido de sodio 2M.

Aforar el matraz y después de 5 minutos medir la absorbancia a 507nm.
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La curva de calibracion se pudo preparar para las concentraciones comprendidas entre 0.05 y 6.0
pug NO;” - N/mL, haciendo las diluciones necesarias a partir de una solucién madre de nitritos,

que se prepara como se indica a continuacion:

1. Disolver 0.150g de nitrato de sodio en 100mL de agua destilada. Esta solucion, tiene una
concentracion conocida de 1,000pug NO, - N/mL

Se puede preservar con 2mL de cloroformo.
Nitrégeno 4500 — N C. Método de persulfato.

Este método determina el nitrogeno total presente en la muestra por la oxidacion de todos los

compuestos de nitrégeno a nitrato.

Se basa en que a una temperatura de 100 a 110°C de lleva a cabo una oxidacion alcalina que
convierte el nitr6geno orgénico e inorganico a nitrato. La cuantificacion de nitrato se puede

hacer con cualquier otra técnica ya desarrollada o con la mencionada en este documento.
Las muestras preservadas con &cido no pueden ser analizadas con este método.

Tabla 28. Determinacion de nitrogeno total

Aparatos Reactivos Material
Autoclave, capaz de Agua desionizada.
mantener una Solucién digestora. Tubos de precipitados

temperatura de entre

100 y 130°C por 30 Solucion  buffer  de
minutos. borato.

con tapa

Disolver 20.1g de persulfato de potasio (K;S,0g) y 3.0g
de NaOH en agua y aforar la dilucion a 1,000mL.

Esta solucion debe prepararse justo antes de empezar la
experimentacion asi que se sugiere calcular la cantidad
de solucion digestora que se necesita en funcion del
numero de muestras que se analizaran y preparar la
cantidad necesaria para la sesion.

Solucién digestora

Disolver 61.8g de acido boérico (H3BOs3) y 8.0g de
Solucién  buffer  de NaOH en agua y aforar la solucién a 1,000mL.

borato Esta solucion no tiene alguna indicacion de

conservacion o rapida degradacion.
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Agregar a un tubo de precipitados 10mL de la muestra y 5mL de la solucién digestora, mezclar

la solucion invirtiendo el tubo por lo menos dos veces.

Llevarlo a la autoclave con el tapon parcialmente cerrado, dejarlo por 30 minutos a una
temperatura entre 100 y 110°C.

Al salir de la autoclave dejar que se enfrie a la temperatura ambiente, ya frio afiadir 1mL de la

solucion buffer de borato y mezclar la solucion, invirtiéndolo por lo menos 2 veces.

Se puede cuantificar el nitrato presente con el método 4500 - NOjs; - B Método de
espectrofotometria ultravioleta, que necesita 50mL de muestra, asi que serd necesario hacer

una dilucion ya que solo se cuenta con 15mL de muestra.
Nitrégeno amoniacal (NH3)
Método de la nesslerizacion.

Los principales factores que afectan esta técnica son la concentracion y la presencia de

interferencias.

Se utiliza unicamente para aguas potables purificadas, si no se hace para este tipo de agua se
puede hacer una destilacion previa para eliminar turbidez, color, magnesio y calco. Como una
opcion de la destilacion se puede precipitar la materia presente en el agua con sulfato de zinc y

alcali.

En el LME, se tienen los elementos necesarios para llevar a cabo esta técnica, pero como sélo
puede ser utilizada para bajas concentraciones de amonio (20pug NH; - N/I) se llevan a cabo los

siguientes pasos para preparar una muestra antes del analisis:

1. Filtrar la muestra a través de un filtro de fibra de vidrio de 0.75micras, para eliminar la
materia organica presente. Es importante que el filtro sea de este material para evitar la posible
interferencia con la nitrocelulosa de los filtros de papel.

2. Se hace una dilucion de la muestra tomando sélo 1mL de filtrado aforando con 9mL de
agua desionizada. La dilucion se lleva a cabo para evitar altas concentraciones de minerales en la
muestra que con la presencia del reactivo de Nessler puedan formar floculos que interfieran en la

medicion de la absorbancia de la muestra.
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Tabla 29. Determinacion de nitrégeno amoniacal

Aparatos Reactivos Material

Agua desionizada
] Tubo de Nessler (10mL)
Espectrofotémetro Solucion de EDTA
con por lo menos 1 Micropipeta (10ul)
Solucion de Nessler

una celda . .
1 Micropipeta (200pl)

Disolver 50g de tetraacetato de etilendiamina disodica

Solucion de dihidratada, en 60mL de agua con 10g de NaOH.

EDTA
Aforar la solucion a 100mL.
Disolver 100g de Hgl, y 70g de KI en una pequefia cantidad de
agua.
Adicionar esta mezcla lentamente y con agitacion a una
solucion fria de 160g de NaOH en 500mL de agua.

N Aforar esta nueva solucion a 1.
Solucion de
Nessler Esta solucion debe ser almacenada en material de vidrio de

borosilicato con tapén de goma y protegido de la luz solar, para

mantener su estabilidad por 1 afio.

Se puede comprobar la efectividad del reactivo si produce color
10 minutos después de agregar 0.1mg de solucién de NH3 - N/I

y no forma un precipitado en las dos horas siguientes.

En el tubo Nessler verter los 10mL de muestra diluida y agregar 1 gota (10ul) de EDTA, agitar para
homogeneizar. Agregar 200ul de solucion de Nessler y volver a agitar, se debe esperar por lo

menos 15 minutos para que se efectle la reaccion y después medir la absorbancia a 420nm.

La curva de calibracién se puede preparar para las concentraciones comprendidas entre 0.05 y 6.0

ug NO7™ - N/mL, haciendo las diluciones necesarias a partir de una solucion madre de nitritos, que
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se prepara como se indica a continuacion: Disolver 3.189g de NH,CI anhidro, secado a 100°C en
agua y aforarla a 1I. Diluir 10mL de esta solucion en 1 litro de agua destilada. Esta solucion tiene la

siguiente concentracion: 1.0mL = 10.0pugN = 12.2 ugNH;3
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ANEXO 3. CURVAS DE CALIBRACION

Curva lindano
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Figura 25. Curva de calibracion lindano
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Figura 26. Curva de calibracion Fosfatos
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Curva de Calibracion de NO:

~

6 °
5 A/
.24 /
§3 A/' y =0.4229x?+3.2365x - 0.0495
_2 / R>=0.9984
2 b
1 /
0 / : : : : : : ‘
] 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
mg/L de Nitritos NO2
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Figura 28. Curva de calibraciéon Nitrégeno amoniacal
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ANEXO 4. CROMATOGRAMAS DE CURVA

_l!j Chromatogram
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Figura 29. Cromatograma de curva de calibracién de lindano [0.1 ppm].
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Figura 30. Cromatograma de curva de calibracién de lindano [0.2 ppm].
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_§_| Chromatogram
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Figura 31. Cromatogama de curva de calibracién de lindano [0.4 ppm].
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Figura 32. Cromatograma de curva de calibracién de lindano [0.6 ppm].
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QI Chromatogram
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Figura 33. Cromatograma de curva de calibracién de lindano [0.8 ppm].
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Figura 34. Cromatograma de curva de calibracién de lindano [1.0 ppm].
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CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DE REACTORES
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Figura 35. Cromatograma de reactor 1 (agua), remocion de lindano.
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Figura 36. Cromatograma de reactor 1 (suelo), remocion de lindano.
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Figura 37. Cromatograma de reactor 2 (agua), remocion de lindano.
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Figura 38. Cromatograma de reactor 2 (suelo), remocion de lindano.
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Figura 39. Cromatograma de reactor 6 (agua), remocion de lindano.
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Figura 40. Cromatograma de reactor 6 (suelo), remocion de lindano.
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Figura 41. Cromatograma de reactor 8 (agua), remocion de lindano.
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