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Resumen

Amabilis-Sosa, L. E., Siebe, C., Moeller-Chavez, G., Duran-
Dominguez-De-Baztia, M. C. (marzo-abril, 2015). Remocién
de mercurio, cromo y plomo por humedales artificiales
inoculados con cepas tolerantes. Tecnologia y Ciencias del
Agua, 6(2), 21-34.

En la presente investigacién se evalué el desempefio de
humedales artificiales a escala de laboratorio, inoculados con
cepas tolerantes a metales pesados. Estos sistemas fueron
comparados con humedales artificiales con las mismas
caracteristicas constructivas y de operacién, pero con
bacterias convencionales que, naturalmente, se encuentran
presentes en la rizosfera de los reactores. Ambos tipos de
reactores fueron evaluados considerando la remocién de
mercurio, plomo y cromo en solucién durante 151 dias de
operacion. A partir del dia 100, los sistemas inoculados con
bacterias tolerantes presentaron estabilidad en el porcentaje
de remocién alrededor de 50% de Hg, 57% de Pb y 45% de
Cr. Por su parte, los reactores con bacterias convencionales,
a pesar de remover cierto porcentaje de metales pesados,
fueron reduciendo su eficiencia en funcién de los dias de
operacién, ademds de que no llegaron a presentar valores
estables.

Palabras clave: bacterias rizosféricas, cepas tolerantes,
humedales artificiales, metales pesados.

Introduccion

Dentro de los diversos problemas ambientales
y de salud publica, los relacionados con las
aguas residuales con metales pesados han pre-
sentado un incremento en los tultimos afios
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wetlands inoculated with strains tolerant to heavy metals. The
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(Fu & Wang, 2011). La alta toxicidad de estos
compuestos, aunada a su larga persistencia en
el ambiente, les confiere la denominaciéon de
contaminantes prioritarios, establecida por la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
y por la Organizaciéon Mundial de la Salud
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(OMS) (CEPIS, 2001). Entre los mds peligrosos
se encuentran el cromo (Cr), mercurio (Hg) y
plomo (Pb), que son utilizados y generados
de manera exhaustiva en todo el mundo por
industrias relacionadas con la minerfa, papel,
curtido de pieles, galvanoplastia, produccién
de baterias, etc. (Fu & Wang, 2011; Khan,
Ahmad, Shah, Rehman, & Khaliq, 2009).
Tan solo en México, 18 estados presentan
problemas derivados de las industrias que
utilizan como materia prima o subproducto
Hg, Cr o Pb, e incluso una combinacién de
estos metales pesados (INE, 2004; SSA, 2006).
La concentracién en las formas totales de
estos compuestos varfa de modo amplio en
funcién del tipo y la capacidad de produccién
de la industria. Los intervalos reportados en
los efluentes descargados se encuentran entre
0.0005 y 2.2 mg 1" de Hg (Loredo, Alvarez, &
Ordéiiez, 2003), de 5 a 75 mg 1! de Cr (Barrera,
Romero, & Martinez, 2003) y de 7 hasta 130
mg 1! de Pb (Lavado, Sun, & Bendezu, 2010).
Las plantas de tratamiento de aguas residuales
convencionales actualmente no son capaces
de tratar las aguas con metales pesados, ya que
el sistema bioldgico colapsaria por la toxicidad
de estos cationes inorgdnicos o saldrian sin
tratamiento con el efluente. Las opciones fi-
sicoquimicas que existen en la actualidad,
como el carbén activado, intercambio iénico
y precipitacibn quimica, siempre presentan
alguna desventaja operacional, econémica o
de eficiencia (Barakat, 2010; Cheng, Grosse,
Karrenbrock & Thoennessen, 2002).

En paralelo, recientes estudios se han
enfocado en investigar los mecanismos de re-
sistencia que presentan algunas bacterias hacia
los metales pesados mds tdxicos, incluyendo
Hg, Cr y Pb. En este sentido, las bacterias que
han sido aisladas y caracterizadas de forma
genética han sido identificadas del género
Bacillus y en la mayoria de los casos Gram
(+) (Becerra-Castro et al., 2012; Colak, Atar,
Yazicioglu, & Olgun, 2011; Salgado-Bernal,
Carballo-Valdés,
Arias, & Duran-Dominguez-de-Bazta, 2012).
En estos microorganismos se han identificado
mecanismos que dan lugar a la tolerancia de
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metales pesados, incluyendo la presencia de
metaloproteinas transportasas, en conjunto
con la capacidad de excretar sideréforos, los
cuales brindan protecciéon extracelular al ser
compuestos quelantes (Schalk, Hannaver, &
Braud, 2011). Otro mecanismo de tolerancia
hacia metales pesados, como el cromo, es la
capacidad genética de reducir los cationes por
medio de genes cromosdémicos especificos que
utilizan enzimas reductasas (He et al., 2011;
Kumar et al., 2013).

A raiz de los resultados anteriores autores
como Rathnayake, Megharaj, Bolan y Naidu
(2010), Salgado-Bernal et al. (2012), y Xie, Fu,
Wang y Liu (2010), han trabajado con bacterias
tolerantes a metales pesados, para el sanea-
miento de suelos y cuerpos de agua superfi-
ciales. Entre estas investigaciones destaca la de
Salgado-Bernal et al. (2012), en la que las cepas
bacterianas, ademaés de tolerar la contaminacion
por Hg, Cr y Pb, presentaron cierta remocién
de éstos en la fase acuosa. Estos resultados, en
conjunto con la problemdtica expuesta, plan-
tean que los sistemas de humedales artificiales,
con presencia de bacterias tolerantes, pueden
ser una opcién técnicamente eficiente para el
tratamiento de las aguas residuales que con-
tienen metales pesados, dado que son sistemas
caracterizados por remover contaminantes a
través de la interaccion de las bacterias con la
vegetacion. Esta interaccién ha permitido que
los humedales artificiales puedan tratar aguas
con cierto contenido de metales pesados, a
diferencia de otros sistemas biolégicos que no
contienen vegetacién. Asi, se plantea que el
uso de bacterias tolerantes a metales pesados
en humedales artificiales propiciard o mejorard
la capacidad de remocién de Hg, Pb y Cr, en
comparacién con sistemas con bacterias con-
vencionales de un agua residual. Asimismo,
podran tratarse niveles de concentracién ca-
racteristicos de los efluentes industriales de las
empresas que los generan.

El presente trabajo se circunscribe a evaluar
el desempefio de un sistema de humedales ar-
tificiales inoculados con cepas tolerantes sobre
la eficiencia de remocién de mercurio, cromo
y plomo, comparado con el mismo sistema de
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tratamiento, pero sin la adicién de las bacterias
tolerantes. Los resultados obtenidos aportan
los primeros datos experimentales y elemen-
tos iniciales de disefio que pueden emplearse
en futuros estudios a escala piloto, enfocados
en el tratamiento de efluentes con los metales
pesados en estudio.

Metodologia
Diseifio experimental

Se utilizaron seis reactores a escala de labora-
torio, que consistieron en cilindros de cloruro
de polivinilo (PVC por sus siglas en inglés)
con dimensiones de altura y didmetro de 39
cm y 20 cm, respectivamente, lo cual exhibe
una relacién altura/didmetro de 1.7/1, que
se encuentra dentro de las proporciones reco-
mendadas y utilizadas de forma amplia para
la implementacién de este tipo de sistemas
(Lideritz, 2004; Puigagut, Caselles-Osorio,
Vaello, & Garcia, 2008; Winter & Goetz, 2003;
Wood, 1995). Estas dimensiones corresponden
al volumen de llenado con el medio de soporte,
el cual consistié en roca volcdnica denominada
tezontle, con didmetro de particula de 3.8 a
4.5 mm, lo cual exhibe una porosidad de 38%
(Kadlec et al., 2000; USEPA, 2000). El nivel de
agua en cada uno de los seis humedales fue
ajustado a 5 cm por debajo de la superficie del
medio de empaque, resultando en un volumen
del liquido de ~ 4.0 1. Tres de los seis sistemas
fueron esterilizados e inoculados con un con-
sorcio de cepas bacterianas tolerantes, identi-
ficdndose como RCT. Los otros tres sistemas
no fueron esterilizados para que contuvieran
a las bacterias asociadas con la rizosfera de la
vegetacién sembrada, identificindose como
RCC por reactores con cepas convencionales.

Condiciones operacionales de los
humedales artificiales

Todos los humedales artificiales (RCT y RCC)
fueron sembrados con la especie Phragmites
australis y en el caso de los tres inoculados

con cepas tolerantes (RCT), la rizosfera fue
esterilizada por medio de la aplicacién de
NaClO (hipoclorito de sodio) al 10%, seguido
por C,H O (etanol) al 70% (De Souza, Huang,
Chee, & Terry, 1999). De manera similar, el ma-
terial de empaque fue lavado y esterilizado con
calor humedo a 115 °C durante 15 minutos, por
medio de un autoclave (Black, 1999; Ramirez et
al., 2011).

Una vez empacados y sembrados los seis
sistemas de humedales, los tres RCT fueron
inoculados con un consorcio bacteriano con-
formado por cinco cepas tolerantes a meta-
les pesados estudiadas
Salgado-Bernal et al. (2012), denominadas
como TAN117, TAN119, TAN1113, TAN1115
y TAN217, todas del género Bacillus y Gram
(+). La inoculacién se realizé sembrando

previamente por

cada una de las cepas tolerantes mencionadas
en un matraz Erlenmeyer con un litro de
caldo nutriente. Una vez que las bacterias
proliferaron, el medio fue diluido hasta obtener
una solucién con una concentracién de 400
mg 1! de DQO. Posteriormente, esta solucién
fue vertida en cada uno de los tres reactores
RCT que, considerando sus dimensiones,
exhibieron una carga orgdnica de 16 gm=>d™, el
cual es un valor caracteristico de los sistemas
de humedales artificiales (Kadlec et al., 2000;
Kadlec & Wallace, 2009).

Por su parte, los reactores RCC fueron ali-
mentados con una solucién con un contenido
de C_H, O, (sacarosa), equivalente a 400 mg
I de DQO (Masters & Ela, 2008), para que la
carga orgdnica mencionada antes sea la misma
en todos los reactores.

Para los dos tipos de reactores, a partir del
tercer dia y de manera diaria, se cuantificé el
desarrollo de la densidad microbiana a través
de las unidades formadoras de colonias (UFC),
que es un conteo de células viables subsecuen-
te a un vertido en placa. Esta cuantificacién
se realizé hasta el dia 15, punto en el que se
consideraron colonizados los seis reactores,
al presentar un comportamiento asintético de
la densidad bacteriana en funcién del tiempo,
alcanzando un valor alrededor de 37 x 10° UFC
ml™
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Posterior a la colonizacion bacteriana, los
seis reactores operaron durante 136 dias (151
dias en total desde la inoculacién) de forma
discontinua o por lotes (“batch”, en inglés),
con tiempos de cambio de agua de cuatro dias.
La composicién del agua residual sintética con
la que fueron alimentados se muestra en el
cuadro 1y se basa en los estudios de Ordufia-
Bustamante, Vaca-Mier, Escalante-Estrada y
Durdn-Dominguez-de-Bazia (2011), ademds
de ser valores caracteristicos de agua residual
municipal tipica (Crites & Tchobanoglous,
2000; Masters y Ela, 2008). Asimismo, las
concentraciones de metales pesados fueron
establecidas con base en pruebas de toxicidad
bacteriana y fitotoxicidad, para garantizar que
los componentes biolégicos de los humedales
artificiales no sean inhibidos y estos sistemas
puedan operar a lo largo de los dias como
sistemas de tratamiento de aguas residuales.
Ademads, fueron consideradas las concentracio-
nes caracteristicas de metales pesados que con-
tienen los efluentes de industrias propias de la
rama (Barrera et al., 2003; Lavado et al., 2010;
Loredo et al., 2003). A continuacion se describe
el procedimiento de las pruebas de toxicidad.

Pruebas de fitotoxicidad y toxicidad
bacteriana

Para la prueba de fitotoxicidad se realizé un
bioensayo con semillas de Lactuca sativa, para
evaluar los efectos de la mezcla de metales
pesados de interés. La metodologfa utilizada

fue la descrita por Sobrero y Ronco (2004), en
la que se considera de manera estdtica tanto el
proceso de germinacién de las semillas como el
desarrollo de las plantulas de lechuga a través
de mediciones de la radicula (raiz en fase em-
brionaria) e hipocétilo (tallo en fase embriona-
ria). Las diferentes concentraciones probadas
se describen en el cuadro 2. Las pruebas de
germinacion se realizaron por triplicado para
cada concentracién y cada réplica contenia, de
manera dispersa, 10 semillas de L. sativa. Una
vez incubadas las semillas, se procedié a obser-
var las inhibiciones en germinacién y/o desa-
rrollo del hipocétilo y radicula, para contrastar
los resultados contra el control (concentracion
cero de metales pesados) y asi establecer los
porcentajes de inhibicién para cada concentra-
cién evaluada.

En relacién con el bioensayo para conocer
el efecto de cada una de las mezclas de metales
pesados sobre la densidad bacteriana del con-
sorcio tolerante, se evaluaron, al igual que con
las pruebas de fitotoxicidad, las concentracio-
nes indicadas en el cuadro 2, que de acuerdo
con los estudios previos de Salgado-Bernal et
al. (2012), son las méximas concentraciones a
las que logran proliferar las bacterias de interés
y son cercanas a las maximas evaluadas en este
estudio. En términos generales, se prepar6 por
triplicado caldo nutriente para cada concentra-
cién de la mezcla de metales pesados a probar
(cuadro 2) y, posteriormente, se procedié a
inocular, con asadas, tomando el inéculo por
picadura de cada agar nutriente que contenia

Cuadro 1. Composicion del agua residual sintética utilizada para la alimentacién de cada uno de los sistemas

é de humedales artificiales.

)

;‘3 Nutriente Concentracién, mg 1" Compuesto utilizado
§ Carbono 400 (expresada como DQO) C,H,0,

i Nitrégeno 30 (NH,),SO,

§ Fésforo 6 Na,PO,

N Potasio 30 KNO,

E; Mercurio 0.106 HgCl,

§° Plomo 26 Pb(NO,),

= Cromo 1655 Cr(NO,),
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las bacterias que conforman el consorcio tole-
rante. Luego de 40 horas de incubacién a 34 °C,
se realizé la cuantificacién de las bacterias, pos-
terior al vertido en placa, para asf obtener los
resultados en UFC ml! (Aquidhuatl & Pérez,
2004; Ramirez et al., 2011). Al relacionar éstos
con su respectiva concentracién de metales pe-
sados, se calcularon las concentraciones letales,
CL, proporcionales al grado de inhibicién. Es
decir, la CL,; se refiere a la concentracion de
metales pesados que inhibe 50% de la pobla-
cién bacteriana respecto al control sin metales
pesados y en funcién de la ecuacion resultante
(comportamiento cinético). En efecto, la CL, es
la variable utilizada en los estudios de pruebas
de toxicidad, sobre todo cuando los organis-
mos de prueba son bacterias, ya que a pesar
de reducir su poblacién en 50%, su inhibicién
es proporcional a su reproduccién, pues ésta
es por fision binaria (duplicacién) (Sobrero &
Ronco, 2004).

Determinaciones analiticas y andlisis
estadisticos

La toma de muestras de cada reactor se realizé
cada cuatro difas, en funcién del tiempo de
recambio del agua, en frascos de polietileno
previamente lavados con HNO, (4cido nitrico)
al 5%. La determinacién de metales se realizé
mediante espectrometria de absorcién atémica,
en un equipo Perkin-Elmer Optima 4 300DV,
con generacion de hidruros para las muestras
de mercurio y con el método de flama para plo-

mo y cromo, siguiendo el protocolo del método
3 005A de la USEPA (1996).

Todos los resultados de metales pesados
fueron analizados estadisticamente para con-
trastar las eficiencias de remocién entre los dos
tipos de humedales artificiales, a través de un
andlisis de varianza, ANDEVA (ANOVA, en
inglés) de medidas repetidas. Previo al andli-
sis tipo ANOVA, se verific la normalidad y
homogeneidad de los datos con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para todo lo anterior se
utilizé el paquete estadistico Minitab 15 para
Windows.

Resultados y discusién

A continuacién se presentan los resultados de
esta investigacién, mds que en el orden en que
fueron presentadas las metodologias seguidas,
en el orden en que fueron realizados los experi-
mentos. Esto es, las concentraciones adecuadas
de metales para realizar las pruebas en los reac-
tores de laboratorio que simularon humedales
artificiales y, posteriormente, los resultados de
estas pruebas con metales pesados.

Pruebas de toxicidad de la mezcla de metales
pesados

En la figura 1 se observan las curvas dosis-res-
puesta de cada una de las pruebas de toxicidad
realizadas. Para las pruebas de fitotoxicidad
no existieron efectos letales por parte de los
metales pesados, ya que todas las semillas

Cuadro 2. Concentraciones de metales pesados en las mezclas aplicadas durante las pruebas de toxicidad tanto del consorcio

microbiano como en las semillas de L. sativa.

Combinacién de concentraciones de metales pesados, mg 1*

Nivel de concentracion Cromo Plomo Mercurio

0 0 0 0

1 0.525 0.825 0.003

2 B 53 0.02

3 10.5 16.5 0.06

4 21 68 0.12

5 42 66 0.24

6 70 110 0.4
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lograron germinar después del tiempo de incu-
bacién. No obstante, se observaron marcados
efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las
plantas, en comparacién con el control que no
contenia mezcla de metales pesados, tal y como
se muestra de manera objetiva en el cuadro 3.
En este mismo cuadro también se aprecia que
los tres ultimos valores de la longitud del hi-
pocétilo (correspondientes a las tres mezclas
mds altas de metales) son muy similares, por
lo que la respuesta (efecto) a las dosis altas
es practicamente la misma. Por su parte, en
la columna que se refiere a la longitud de la
radicula, se puede observar que ésta decrece
de manera proporcional conforme incrementa
la concentracién de los metales pesados. Estos
comportamientos de los drganos vegetales ante
el efecto de las altas dosis de metales pesados
suministradas coincide con lo reportado por
Di Salvatore, Carafa y Carratt (2008), y Walter,
Martinez y Cala (2006), quienes también traba-
jaron con al menos los tres metales utilizados
en la presente investigacion. De acuerdo con lo
anterior, en las figuras la y 1b se sefialan los
porcentajes de inhibicién para la longitud de
hipocétilo y radicula, respectivamente, en fun-
cién de la concentracion de metales aplicada.
La tendencia asintética de la inhibicién exhi-
bida es caracteristica en este tipo de pruebas
con especimenes fotoautétrofos debido a que
los compuestos téxicos inorgdnicos pueden
circular a través de sus tejidos con un limite
de saturacion, resultando en una asimilacién
de primer orden (Nagajyoti, Lee, & Sreekanth,
2010). Con base en las curvas de las figuras 1a
y 1b, las concentraciones que causan 50% de
inhibicién en el desarrollo de la radicula e hi-
pocétilo son muy similares entre ambas partes
de la planta, con 0.109 mg I de Hg, 17.3 mg
I de Cr y 27.2 mg I'! de Pb para la radicula, y
0.106 mg 1" de mercurio, 16.5 mg 1" de Cr y 26
mg 1" de Pb para el hipocétilo.

Por otra parte, la figura 1c sefiala la ten-
dencia de inhibicién bacteriana en funcién de
la concentracién de metales pesados aplicada.
Por medio de la ecuacién de la curva resultante
(caracteristica de primer orden), la CL, para el

2 60
~Z
S8 s |
o &
g = 40 y=14.9231n (x) + 1.1727
£3 R2=0.8348
S o 30
25
S 20
®og a)
2 10
5
0 L L L L L )
70 - .

y=14.752 1In (x) + 0.1738
R2=10.8628

% de inhibicién del
crecimiento radicular

b)

y=30.375 In (x) - 38.382
R?=0.974

% de inhibicién del
crecimiento bacteriano

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% de la concentracién maxima aplicable
a los tres metales pesados

Figura 1. Resultados de las pruebas de toxicidad producida
por la mezcla de los tres metales pesados: inhibicién
del crecimiento del hipocétilo (figura 1a); inhibicién del
crecimiento radicular (figura 1b); inhibicién del desarrollo
0 “crecimiento” bacteriano (figura 1c) (+ desviacién

estandar).

consorcio bacteriano resulté en 0.112 mg 1" de
Hg, 18.2 mg I de Cry 29.5 mg 1" de Pb, valores
que se encuentran por arriba de los méximos
tolerables por sistemas biolégicos de tratamien-
to de aguas residuales (Jin, Yang, Yu, & Zheng,
2012; Karvelas, Katsoyiannis, & Samara, 2003),
y son muy similares a los reportados por Viti,
Pace y Giovannetti (2002), aunque por debajo
del estudio in vitro realizado por Congeevaram,
Dhanaran, Park, Dexilin y Kaliannan (2007).
Considerando las concentraciones letales de
las tres pruebas realizadas, se utilizaron las mds
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bajas en el agua de alimentacién, que corres-
ponden a las del hipocétilo, lo cual garantiza
que los sistemas de humedales puedan operar
sin colapsar bajo la presencia de metales pesa-
dos. Cabe mencionar que estas concentraciones
se encuentran dentro de los intervalos reporta-
dos para las diferentes industrias que generan
al menos uno de los metales pesados probados
en este estudio, tal y como se mencioné en la
metodologia. Asf, los resultados obtenidos
en esta primera fase experimental aportan
criterios para la realizacién de subsecuentes
estudios de remocién de metales pesados a
través de este tipo de sistemas bioldgicos. En
especifico, permitirdn establecer los niveles fac-
tibles de concentracién a remover, ademads del
procedimiento a seguir para identificar dichos
niveles en el caso de que varifen los microorga-
nismos y/o los metales pesados a evaluar.

Remocion de metales pesados

En la figura 2 se presenta la remocién de los tres
metales pesados que exhibieron los dos tipos
de reactores evaluados, en funcién de los 151
dias de operacién. Al aplicar la prueba Kolmo-
gorov-Smirnow para cerciorar la normalidad
de los datos, se encontr6 que los resultados
de Pb y Cr presentan una distribucién normal
(P > 0.05). Sin embargo, para los datos de mer-
curio, la distribucién no se ajusté a la normal
(P < 0.05), pero si a una distribucién Weibull,
por lo que se procedié a una transformacién

con el método de Box Cox y, posteriormente, a
su andlisis tipo ANOVA de medidas repetidas.

La figura 2a sefala la tendencia de la remo-
cién de mercurio en los humedales artificiales,
que en promedio fue de 50% para los que
contenfan cepas bacterianas convencionales
(RCC) y de 60% para los inoculados con bacte-
rias tolerantes (RCT). Al inicio de la operacién,
para ambos tipos de sistemas, se observaron
valores arriba de 90% de remocién, con ten-
dencia a disminuir hasta el dia 30, punto en el
que ambos reactores volvieron a incrementar
su remocién hasta el dfa 50, para nuevamente
decaer de manera abrupta hasta llegar por
debajo de 50% en el dia de operacién 74. Los
altos porcentajes de remocién de mercurio
hasta este punto probablemente se encuentren
relacionados por fenémenos de volatilizacién,
tal y como lo sugieren Ventura, Simoes, Tomaz
y Costa (2005), y Schliiter (2000), aunado a la
evapotranspiraciéon del metal por parte de la
vegetacion (Han, Su, Monts, Waggoner, & Plo-
dinec, 2006; Kabatas-Pendias & Pendias, 2001).
Esto explicaria por qué el comportamiento y la
remocién fue practicamente la misma para los
dos tipos de reactores en la primera mitad de
los experimentos. No obstante, a partir del dia
74 solamente los RCT mostraron un compor-
tamiento estable, sobre todo en los dltimos 30
dias, lapso en el cual los reactores RCC, a pesar
de presentar poca variacién, exhibieron una
tendencia a disminuir la eficiencia de remocién
conforme transcurrian los dias de operacién,

Cuadro 3. Efecto cuantitativo de las dosis de metales pesados, aplicadas durante las pruebas de fitotoxicidad y toxicidad

bacteriana (+ desviacion estdndar).

S e e T B

0 0 0 30 000 +2 900 2.70 +0.08 4.50 + 0.06

0.525 0.825 0.003 27000 +3 100 2.14+0.20 410+ 0.46

3.5 5.5 0.02 22000 +2 100 1.93 £0.20 3.96 +0.43

10.5 16.5 0.06 10 000 + 1 400 1.41+0.16 3.31+0.25

21 33 0.12 3900 + 300 0.31+0.26 1.87 £0.12

42 66 0.24 12 +1.10 0.26 + 0.35 2.20+0.51

70 110 0.4 2+0.15 0.18 +£0.23 1.60 +0.20
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Figura 2. Resultados de la remocién de mercurio (figura 2a), plomo (figura 2b) y cromo (figura 2c), que exhibe cada uno de

los tipos de reactores estudiados. RCC: reactores con cepas convencionales, RCT: reactores con cepas tolerantes (+ desviacién

estandar).

ademds de que no lograron estabilidad en la
eficiencia de remocién. Esta diferencia entre
los sistemas RCT y RCC radica en el tipo de
organismos con el que fueron inoculados, ya
que en sus estudios, Salgado-Bernal et al. (2012)
seflalan que el consorcio de los reactores RCT
posiblemente haya desarrollado la capacidad
de tolerar y proliferar a ciertas concentraciones
de metales pesados a través de adaptaciones
generacionales, es decir, a pesar de verse inhi-

bidos por los metales pesados, su proliferacion
por fisién binaria permite que la poblacién
bacteriana sea estable (De, Ramaiah, & Vardan-
yan, 2008; Xie et al., 2010). Esta diferencia se ve
reflejada en el andlisis estadistico, en el que se
presentaron diferencias significativas (P < 0.05)
a partir del dia 80 de operacion.

Las eficiencias de remociéon de mercurio
alcanzadas en este estudio se encuentran por
debajo de las reportadas por De et al. (2008) y
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por Filali et al. (2000), aunque las condiciones
experimentales no son equiparables, ya que en
estas dos investigaciones solamente realizaron
pruebas in vitro, sin introducir las bacterias a
condiciones operacionales de sistemas de tra-
tamiento de agua residual.

En cuanto a la remocién de Pb, en la figura
2b se muestra que en el intervalo de 15 a 80
dias, la eficiencia de remocién que exhiben los
reactores inoculados con cepas tolerantes (RCT)
oscila alrededor de 55%. Una vez transcurrido
este intervalo de tiempo, el comportamiento
es muy estable hasta el final de la operacién,
ya que las variaciones son menores a 5%. En
efecto, una vez que se alcanza la maxima remo-
cién (55%), la linea de tendencia se comporta
de forma asintética, lo cual probablemente se
encuentra relacionado con la completa adapta-
cién de las bacterias tolerantes a las condicio-
nes de los humedales artificiales, en especial la
interaccién con la vegetacién presente, ya que
se tiene evidencia de que el plomo tiende a acu-
mularse en el rizoma y las raices de las plantas
acudticas durante los primeros dias (Deng, Ye,
& Wong, 2004), y precisamente en los primeros
dias de operacién la remocién de plomo era
alta de manera relativa, pero inestable (figura
2a). En este mismo orden de ideas, gran parte
de la remocién exhibida durante los primeros
80 dias de operacién (figura 2b) es probable
que se derive de la asimilacién por parte de
la rizosfera de la vegetacién, la cual es mayor
en los sistemas RCT, pues dicha asimilacién
se debe en gran medida al paso de los metales
pesados, unidos a transportadores secundarios
como las proteinas, a través de la membrana
plasmdtica vegetal (Clemens, Plamgreen y
Kramer, 2002; Guerinot, 2000), y precisamente
los microorganismos asociados con la rizosfera
promueven la regeneracion de las proteinas
y otros compuestos exudados por las plantas
(Clemens et al., 2002; Williams, Pittman y Hall,
2000).

Por su parte, los sistemas con bacterias
convencionales (RCC) presentan una tenden-
cia inversamente proporcional a los reactores
RCT, decayendo en la remocidn, hasta el dia 80.

No obstante, a partir de este punto presentan
variaciones cada vez menores, estabilizdndose
en los dltimos 20 dfas de operacién, aunque
el porcentaje de remocién es alrededor de la
mitad que el alcanzado por los RCT, encontran-
dose diferencias estadisticamente significativas
a lo largo del factor tiempo (P < 0.005). Estos
resultados denotan la habilidad de las bacterias
para adaptarse a medios contaminados con
plomo, y seguir desempefiando sus funciones
metabdlicas para interactuar con la vegetacién
y propiciar la remocién del metal, a pesar de
no ser tolerantes en un principio, caracteristica
evolutiva que sugieren Rathnayake et al. (2010),
y Vacca, Wand y Kuschk (2005). Esta afirmacién
coincide con lo mencionado por Lyer, Mody y
Jha (2005), quienes establecen que los microor-
ganismos contienen mecanismos naturales de
desintoxicacién de plomo por medio de exu-
dados celulares, que a la vez funcionan como
agentes quelantes.

Por dltimo, la tendencia de remocién de
cromo fue la que present6 el comportamiento
mds definido para ambos tipos de sistemas. En
la figura 2c se observa que los reactores inocu-
lados con cepas tolerantes (RCT) iniciaron con
valores alrededor de 60% de remocién, que fue
decayendo hasta 47% el dia 80. A partir de este
punto y hasta el dltimo dia de operacién, la
remocion fue estable alrededor de 50%, con va-
riaciones menores a 10%. Este comportamiento
contrasta con lo observado en los humedales
artificiales con cepas convencionales (RCC),
que presentaron cada vez menos eficiencia en
la remocién de cromo conforme transcurria
el tiempo. En los primeros dias de operacién
alcanzaron remociones alrededor de 50%, pero
esta eficiencia descendi6 hasta 24% al final de
las pruebas de remocién; ademads, no se tuvo un
comportamiento estable (figura 2c). De acuerdo
con esto, los valores de los resultados entre am-
bos tipos de sistemas presentaron diferencias
estadisticamente significativas a partir del dia
40 de operacién (P < 0.05). La mayor remocién
registrada en los sistemas con cepas tolerantes
es probable que se deba a lo mismo que ocurre
con el plomo, en la que las bacterias tolerantes
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tienen una relacion sinérgica con la vegetacion.
Ademads, la literatura sefiala que el cromo es
traslocado en mayor proporcién que el plomo
(Cheng et al., 2002), situacién que pudo haber
propiciado que la remocién del cromo sea més
estable que la del plomo, al exhibir movilidad
en toda la planta y no sélo en las raices (Khan
et al., 2009) (figuras 2b y 2c). Asimismo, como
se habia mencionado, las bacterias tolerantes
a metales pesados presentan como uno de los
mecanismos de protecciéon la capacidad de
reducir los cationes a través de enzimas reduc-
tasas (He et al., 2011; Kumar et al., 2013) y en
el presente estudio, esta reduccién de valencia
resulta beneficiosa en cuestiones de toxicidad
para el caso del cromo.

Los porcentajes de remocién de cromo ob-
tenidos en la presente investigacién coinciden
con los reportados por Kropfelovd, Vymazal,
Svehla y Stichova (2009), y por Mant, Costa,
Williams y Tambourgi (2006). Estos autores tra-
bajaron con humedales artificiales y aguas resi-
duales caracteristicas de industrias curtidoras.

Los resultados de esta tltima parte experi-
mental indicaron en general que, para los tres
metales, los sistemas con presencia de bacterias
tolerantes (RCT) lograron estabilizarse después
de 100 dias de operacién, con lo cual propor-
cionan informacién a considerar en estudios
a escala piloto y real sobre disefio, arranque,
operacién y niveles de remocién a obtener una
vez estabilizados los humedales artificiales.
En efecto, en las dreas de disefio y operacién
de sistemas de tratamiento de agua residual se
requiere de una variaciéon maxima de 10% en
los efluentes (Crites & Tchobanouglous, 2000;
Masters & Ela, 2008) y, en la presente investiga-
cién, se logré dicha estabilizacién, en especial
para el caso del plomo, donde la variacién del
efluente fue alrededor de 5%.

Cabe mencionar que la anterior aportacién,
enfocada al escalamiento para tratar aguas con
presencia de mercurio, plomo y/o cromo pro-
venientes de industrias propias de la rama, re-
sulta aplicable por los resultados obtenidos en
los sistemas con cepas bacterianas tolerantes,
cuya presencia dio lugar a la remocién estable
de los metales pesados.

En este sentido, se sabe que los posibles me-
canismos de remocién dentro de los humedales
artificiales son la fitoextraccién, la adsorcién
por parte del medio de empaque y la volatili-
zacion.

En efecto, la aportacion de las cepas toleran-
tes a los sistemas es el incremento o mejora de
estos mecanismos. En cuanto a la adsorcion, las
bacterias proliferan dentro de los humedales
artificiales en forma de biomasa adherida al
medio de empaque, lo que se conoce como bio-
pelicula, la cual es un eficiente bioadsorbente
de metales pesados (Chong, Ahmad, & Lim,
2009) que, de modo eventual, los va liberando
en forma suspendida. Asi, al ser organismos
tolerantes, el crecimiento, desarrollo y regene-
raciéon de la biopelicula se tiene ,a pesar de la
presencia de metales pesados (Nies, 2003). Otro
mecanismo maximizado por las bacterias tole-
rantes es la fitoextraccion. En este fenémeno,
la acumulacién de los metales en los érganos
vegetales se suscita porque estos cationes se
encuentran unidos a proteinas bacterianas
y las membranas de las raices y rizomas son
selectivas a dichas moléculas, permitiendo su
ingreso. Esta modificacién molecular a meta-
loprotefnas es un mecanismo caracteristico de
microorganismos tolerantes a metales pesados
(Schalk et al., 2011), por lo cual también se
encontraron diferencias significativas entre los
dos tipos de sistemas evaluados. Este aumento
en la fitoextraccién propiciado por las bacterias
tolerantes se hace mds evidente en la remocién
de mercurio, ya que es un elemento susceptible
a ser evapotranspirado a través de los érganos
superiores de la vegetacién (Clemens, 2006),
ademds de su transferencia a la atmoésfera
(volatilizacién) por su baja presion de vapor
(Kabatas-Pendias & Pendias, 2001; Ventura et
al., 2005).

Con todo lo anterior, se pone de manifiesto
la importancia de utilizar cepas tolerantes en
humedales artificiales para la remocién de
metales pesados. En este caso, la remocién
de los tres metales fue similar (alrededor de
50%), aunque al considerar las concentraciones
influentes mencionadas en péarrafos anteriores,
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no se logra cumplir con los limites mdximos
permisibles que establece la NOM-001-SE-
MARNAT-1996 (DOF, 1996). No obstante, cabe
resaltar que este hecho no es por el grado de
eficiencia, sino por la alta concentracién in-
fluente en tratamiento. Es decir, que aunque
se hubieran obtenido eficiencias arriba de 95%
de remocién, no se cumpliria con dicha norma.
Ante esto, los pocos tratamientos de efluentes
industriales con presencia de cromo, plomoy/o
mercurio como contaminantes, siempre operan
de manera secuencial o acoplados con otros
sistemas (fisicoquimicos o electroquimicos) (Fu
& Wang, 2011; Khan et al., 2009), los cuales po-
drian ser sustituidos por humedales artificiales
como tratamiento principal o de pulimento en
una segunda etapa, dado que son mucho mds
accesibles econémica y operacionalmente, ade-
mas de los beneficios colaterales que generan
(Kadlec et al., 2000; Kadlec y Wallace, 2009).

Conclusiones

Con base en los resultados de remocién de
metales pesados por los sistemas en estudio,
se puso de manifiesto el aporte de las cepas
tolerantes en los humedales artificiales, al dar
lugar a una mayor remocién y, sobre todo, al
propiciar la estabilidad de dicha remocién. Este
altimo aspecto hace factible su implementa-
cién como sistemas de tratamiento para aguas
residuales que contengan mercurio, plomoy/o
cromo.

Dado que la mayor remocién y estabilidad
alcanzadas durante el tratamiento de metales
pesados es probable que se deba a un incre-
mento en los mecanismos de remocién que se
suscitan dentro de los humedales (adsorcién,
fitoextraccién y volatilizacién), es conveniente
realizar estudios enfocados a identificar el
papel que desempefian las bacterias tolerantes
en la acumulacién y distribucién de metales
pesados dentro de los sistemas de humedales
artificiales, considerando cada uno de los
compartimientos implicados, los cuales son la
vegetacién, el medio de empaque, las bacterias
y el efluente. Para este fin, los resultados del

presente estudio aportan criterios para la cons-
truccién y operacién de los sistemas, basados
en pruebas experimentales.

En funcién de las eficiencias de remocién
alcanzadas y de las concentraciones de mer-
curio, cromo y plomo reportadas para los
efluentes industriales, los humedales artificia-
les inoculados con las cepas tolerantes podrian
ser una alternativa pertinente a implementar,
necesariamente acoplada con un tratamien-
to fisicoquimico para poder cumplir con lo
estipulado en las normativas vigentes en la
materia. Para poder corroborar esto, resulta
conveniente la realizacién de estudios a escala
piloto basados en los resultados de la presente
investigacién, ya que las concentraciones de
metales pesados del influente, en funcién de
las pruebas de toxicidad, y las caracteristicas
operacionales utilizadas, fueron las adecuadas,
al garantizar la subsistencia y proliferacién
tanto de las bacterias como de la vegetacién
durante todo el tiempo de operacién, ademds
de encontrarse dentro de las reportadas para
efluentes de industrias relacionadas con el uso
y /o produccién de los metales pesados.
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