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Resumen aprobado por:

Esta investigacion se realizé como una alternativa no convencional para bio-
remediar el nivel de contaminacion organica de efluentes de agua de mar,
especificamente producto de las actividades acuaculturales. Para lograr este fin,
se construyeron tapetes microbianos utilizando como soporte los consorcios de
microorganismos colectados de un cuerpo de agua hipersalino de Guerrero Negro,
Baja California Sur. Los tapetes microbianos son comunidades autotréficas vy
heterotroficas dominadas por cianobacterias (algas azul-verde) organizadas en
estructuras laminadas en sedimentos acuaticos. Los tapetes colectados se
inocularon en camas de algodén de fibra de vidrio y se mantuvieron en el medio de
cultivo de Allen-Arnon. Los tapetes construidos se pusieron en las respectivas
unidades reaccionales en las cuales se realizé el tratamiento de un efluente de
cultivo semi-extensivo de Penaeus stilirrostris de una granja comercial ubicada en
el estado de Sonora. Los resultados del registro fotografico de los principales
microorganismos dominantes del tapete revelaron la presencia de Microcoleus sp.,
como la principal forma filamentosa, en menor abundancia Thalassiothrix sp.
Schizothrix y Calothrix sp. Otros componentes igualmente importantes fueron las
diatomeas del genero Nitzchia sp y Navicula sp. Asi como las cianobacterias Y
ciertas microalgas eucariotas como Dunaliella sp. En la parte inferior del tapete se
encontraron principalmente Halobacterias purpureas. Los niveles de los
parametros evaluados después del paso del agua del efluente sobre los tapetes
construidos fueron 0.30 mg/l DBO, 0.15 mg/l DQO, 0 mg/l NH; y 0.03 mg/l NOs.
Los valores obtenidos mostraron que las reducciones de los niveles de los
parametros mencionados fueron del orden de 91 %, 97 %, 100% y 98 %
respectivamente.



ABSTRACT of the Thesis of Olimpia Gloria Deyanira Garcia, presented as a partial
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EX SITU BIOREMEDIATION OF AN EFFLUENT FROM A SHRIMP HATCHERY
BY CONSTRUCTED MICROBIAL MATS

This research was performed as a non-conventional alternative to
bioremediate the level of organic pollution of seawater effluents, namely those
generated from aquacultural activities. To achieve this goal, microbial mats were
constructed using natural consortia of microorganisms collected from an
hypersaline lagoon from Guerrero Negro BCS, Mexico. Microbial mats are natural
heterotrophic and autotrophic communities dominated by cyanobacteria (blue-green
algae) organized in laminated structures in aquatic sediments. The mats were
inoculated on glasswool beds and cultured in the Allen/Arnon media. The
constructed microbial mats were settled-up on their respective reactional units for
the treatment of a semi-extensive culture effluent of Penaeus stilirrostris from a
commercial hatchery from the state of Sonora. The results of the photographic
record of the main microorganisms of the mats shown the presence of Microcoleus
sp. as the principal filamentous form, Thalassiothrix sp. Schizothrix sp and Calothrix
sp. were less abundant. Other important components were diatoms as Nitzchia sp
and Navicula sp. as well as the cyanobacteria Oscillatoria sp., and some eukaryotic
microalgae as Dunaliella sp. Purple halobacteria were found in the lower part of the
mat. After passing the effluent on the constructed mat, the levels of the analyzed
parameters were 0.30 mg/l DBO, 0.15 mg/l DQO, 0 mg/l NH4 and 0.03 mg/l NOs,.
The obtained data shown reductions of 91 %, 97 %, 100% and 98 % of the above
mentioned parameters respectively.
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BIO-REMEDIACION EX-SITU DE UN EFLUENTE DE CULTIVO DE CAMARON

MEDIANTE TAPETES MICROBIANOS CONSTRUIDOS.

. INTRODUCCION

A nivel mundial se enfrentan numerosos problemas relacionados con
sistemas de agua contaminados con una variedad de componentes organicos e
inorganicos. Las leyes ambientales han proporcionado una aplicabilidad general y
su fuerza se ha ido incrementando, por lo que ésta tendencia continua debido a la
presion pulblica y gubernamental. Ultimamente se han implementado medidas
correctivas en términos de salud, ambiente y economia, asi la lucha contra la
contaminacion ha venido a cobrar una mayor importancia (de la Nole et al. 1992).

Las comunidades necesitan cumplir con los estandares legales impuestos
para la calidad de las aguas. Por lo tanto el tratamiento y prevencién de efluentes
contaminados ha sido el foco de atencién en las ultimas décadas. Las alternativas
generales de depuracidon de efluentes contaminados puede dividirse en dos
grandes categorias: 1) procesos fisico/quimicos y 2) sistemas biologicos(Metcalfe,
1995).

Para los volumenes elevados de aguas residuales que requieren un método
de bajo capital y bajo costo de operacion, la alternativa bioldgica en sus multiples
formas, ha atraido la atencidn como una posible solucién para éste problema

(Pearson, 1989).



Los contaminantes organicos e inorganicos son utilizados por los sistemas
biolégicos para formar nuevo material celular o para producir energia la cual es
requerida por los organismos en sus formas de vida. Aun los sistemas biolégicos
mas simples, son mezclas complejas de miles de reacciones biogquimicas
generadas por una variedad de microorganismos. Esta complejidad usualmente
habilita a los microorganismos a las condiciones reaccionales importantes en el
procesamiento de contaminantes (Pearson, 1989; Sorkhoh, 1992; Lin 1995 vy
Yocum 1995).

Los sistemas de tratamiento biolégico de aguas residuales son
complemento importante de los mecanismos fisicos y quimicos, considerados en
general, demasiado costosos para ser implementados en la mayoria de los
lugares. El inconveniente de estos ultimos es que pueden conducir a una
contaminacion secundaria (de la NoUe et al. 1992).

Entre las alternativas recientes de mejoramiento ambiental de aguas
impactadas por contaminantes se encuentra la biotecnologia marina ambiental que
incursiona por medio de la bio-remediacion. La bio-remediacion se define como la
utilizacion de sistemas biolégicos para destruir o reducir la concentracion de
desechos peligrosos de un medio contaminado. Como tal, la bio-remediacion
puede utilizarse para restaurar las propiedades originales del agua contaminada
susceptible a tratamiento bioldgico (Mearns, 1993).

La bio-remediacion ex situ se refiere a la implementacion del tratamiento

fuera del sitio donde se localiza la materia a depurar, en este caso, la bio-



remediacion del agua de cultivo de camaron se realiza en un sistema de
laboratorio, o bioreactor.

Esta biotecnologia debe verse en armonia con las tecnologias industriales
como los ciclos globales de materiales en la biosfera, generandose asi una nueva
cultura de tratamiento de residuos que debe ser familiar al humano y al medio

ambiente, cuyas componentes se mencionaran a continuacion:

a) Debe basarse en recursos renovables.
b) Los productos resultantes deben ser compatibles ambientalmente.
c) Los residuos generados deben ser reciclables.

d) El tratamiento debe ser de bajo costo.

Ademas de lo anterior, es esencial un conocimiento general de la ecologia y
caracteristicas de las poblaciones bioldgicas degradadoras a emplear. Esta
informacion es necesaria para el diseno y valoracion de la efectividad de los
costos, seguridad ecoldgica y un plan de bio-remediacion ambientalmente correcto

(Liu, 1993).



I. 1. Antecedentes

l. 1. 1. Sistemas de tratamiento biolégico convencionales.

En términos de ingenieria ambiental, los procesos de tratamiento
mecanicos, fisicos y quimicos se han aplicado tradicionalmente en numerosos
lugares con el fin de eliminar faciimente los materiales presentes (tratamiento
primario) y para oxidar parcialmente los compuestos presentes en el agua residual
(tratamiento secundario). Sin embargo el efluente secundario obtenido, posee aun
nutrientes organicos e inorganicos disueltos que al acumularse a ciertos niveles
pueden causar la eutroficacion y problemas a largo plazo al descargarse en
cuerpos de agua naturales (Metcalf, 1991; de la Nolie et al., 1992; Hopkins et al,,
1993 y 1994; Briggs, 1994 y Gray, 1995).

Las alternativas convencionales de tratamiento biolégico han considerado
tanto bacterias como microalgas por separado para lograr los fines de depuracién
de iones inorganicos de los efluentes residuales.

El uso de formas libres de microalgas para fines de remocién de nutrientes
de aguas residuales es una técnica antigua que posee limitaciones inherentes
entre las que sobresalen:

a) Poseen tiempos de generacién largos.

b) La concentracion de biomasa activa es baja.

c) La cosecha de biomasa es dificil y costosa.

d) No inciden simultaneamente sobre contaminantes mixtos.



Estos inconvenientes persisten actualmente, por lo que la remocion de los
componentes residuales se logra sélo parcialmente sin incidir en los compuestos
recalcitrantes por carecer de componentes heterotréficas especificas asociadas.

Existen actualmente procesos de sofisticacion tecnologica para el
procesamiento terciario y/o cuaternario que remueven los iones inorganicos como
el amonio, nitratos, fosfatos y ciertos metales pesados.

Estos mecanismos avanzados ‘de depuracién de efluentes por lo general
son costosos y en ocasiones generan otro tipo de contaminacion limitdndose su
aplicacion a paises industrializados y/o a fines industriales.

En esta situacion, se requiere de sistemas de tratamiento bioldgico
alternativos e innovadores enmarcados en el contexto de la biotecnologia
ambiental y de acuerdo a los principios de la bio-remediacién. Especificamente se
desea que la alternativa realice una remocién y transformaciéon mayor de los

contaminantes en tiempos menores a formas menos nocivas ecoldégicamente.

I. 1. 2. Caracteristicas de los efluentes acuaculturales.

La acuacultura es una actividad industrial cuyo impacto ambiental
recientemente se esta considerando (Wang, 1990; Pruder, 1992a; Pruder et al.
1992b; Griffin, 1993; Phillips, 1993 y Hopkins, 1994). Esto debido principalmente al

aumento de las granjas o criaderos de acuacultura intensiva en el Noroeste de



México y a la reciente reglamentacion de estas actividades establecida por
organismos gubernamentales.

Entre los problemas que generan los efluentes acuaculturales sobre la
calidad de las aguas receptoras se encuentra la acumulacién de nitrégeno
inorganico y fésforo, sélidos disueltos y suspendidos. Estos contaminantes
provocan una eutroficacién de las aguas receptoras.

Lin et al. (1994), informan que en el pais de Tailandia los efluentes de las
granjas de camardn contribuyeron a la acumulacion anual de 187 mil toneladas de
materia organica y 13 mil toneladas de nitrégeno al ambiente provocando una
disminucién en la calidad de agua del medio.

Otro de los problemas que generan los efluentes son las descargas de
grandes cantidades de sustancias organicas e inorganicas tales como,
desperdicios producto de la alimentacion y excrecién de los organismos que se
cultivan en las granjas de acuacultura intensiva que ocasionan acumulacién y
contaminacion del medio (Pruder, op. cit; Wang, op cit.).

Entre los impactos ambientales que se generan estan los procesos de
eutroficacién, interaccién con la cadena alimenticia, consumo de oxigeno, disturbio
de la vida silvestre y el habitat natural, introduccién de compuestos bio-activos
(incluyendo pesticidas y antibiéticos), descarga de compuestos inhibitorios en el
ambiente acuatico, hormonas y promotores de crecimiento entre otros (Aquafarm-

news, 1995; Thorhaugh, 1990 y Sundararaj, 1993).



Dosdat y colaboradores (1995), realizaron estudios en base al analisis de
efluentes acuaculturales para evaluar la excrecion de los compuestos nitrogenados
de los peces.

Arbiv y Van Rijn (1990, 1992 y 1995) demostraron que con una
combinacion de nitrificacion y denitrificacion en los sistemas de cultivo, se pueden
abatir los niveles de nitrégeno a concentraciones aceptables para su reutilizacion
en el crecimiento de los organismos.

Una de las premisas para cumplir con los postulados de la bio-remediacién
es que el producto (bien) o servicio obtenido sea reutilizado o reciclado. Entre las
alternativas no convencionales de reciclado y reutilizacion de los nutrientes
removidos se encuentran los consorcios microbianos. Las caracteristicas
especificas de estas asociaciones de algas-bacterias, la sitian como componentes
importantes para depurar efluentes marinos contaminados.

Un aspecto principal por considerar es el destino final de los nutrientes
transformados, los cuales no deben causar una contaminacién secundaria. Una
opcion para cumplir con este postulado es el tratamiento de los nutrientes
suceptibles a reutilizacidén por formas biolégicas (nitratos, fosfatos y proteina
celular), producto de la bio-depuracién en alimentos para organismos acuaticos.
Pocos antecedentes existen al respecto en donde consideren los postulados de la
biotecnologia ambiental y bio-remediacién para fines de remocién y reciclado de

contaminantes.



Bender et al. (1984 y 1989) elaboraron un alimento para peces, a partir del
material vegetal producido de los procesos microbianos de los estanques y
ensilados de pasto. La biomasa obtenida mediante este proceso contuvo un valor
nutritivo elevado considerado en funcién de sus componentes de proteina y
carbohidratos. Esta propiedad incidid en el crecimiento mayor de los organismos

cultivados y alimentados con este material.

| .1. 3. Propiedades y ventajas de los tapetes microbianos.

Los tapetes microbianos son comunidades autotroficas y heterotroficas
dominadas por cianobacterias (algas azul-verde) conformadas en capas comunes
en los sedimentos acuaticos generalmente en las zonas intermareales costeras y
principalmente en ambientes hipersalinos. Estos consorcios microbianos estan
organizados a manera de estructuras laminadas compactadas fuertemente por
secreciones viscosas formando camas mucilaginosas entre los varios
componentes microbianos (Jorgensen, 1979; Javor, 1981b y Rodriguez-Eaton
1994).

La estructura microbial se encuentra organizada en su parte superior por
una fotozona cianobacterial. Debajo de esta zona, se localiza una comunidad

multilaminada de bacterias (bacterias fotosintéticas anoxigénicas) y una variedad



le heterotrofos (Javor, op. cit). Esta disposicidn permite la realizacion conjunta de
nixotrofia o heterotrofia.

Estos consorcios microbianos juegan un papel importante como
bsorbentes, filtradores y transformadores de varios nutrientes y contaminantes
Jjue incursionan en las zonas intermareales y costeras. Debido a que los tapetes
resentan tanto zonas éxicas y andxicas pueden reducir sulfatos asi como oxidar y
educir ciertos compuestos recalcitrantes como los metales (Bender et al., 1995 y
sanfield et al., 1991).

Los ecosistemas microbianos naturales y construidos, contienen zonas
juimicas heterogéneas que pueden representar propiedades Unicas para las
ecnologias ambientales. Por ejemplo al estudiar la transformacién de metales,
netaloides e hidrocarburos para fines de bio-remediacion (Bender et al. 19943,
1994b y 1995; Mondecar et al., 1994; Phillips et al., 1994), via oxidacion, reduccion
) precipitacion.

Con el uso de tapetes microbianos para la bio-remediacién se aprovecha la
uncion que estos consorcios naturales de microorganismos poseen para filtrar,
bsorber y transformar compuestos organicos e inorganicos en zonas
ntermareales costeras. Esta caracteristica se debe a la capacidad unica que
yoseen los tapetes para formar asociaciones con nuevas especies microbianas
utdtrofas y heterétrofas (Bender et al., 1995). Esto permite utilizar la capacidad de

a naturaleza para seleccionar inéculos de microorganismos especiales para cada
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sitio segun el lugar que se quiere remediar. Se aporta asi, una invaluable
aplicacion para procesos especificos de bio-remediacion.

El proceso de bio-remediacion del efluente tratado en relacion a los
compuestos nitrogenados se basa en los procesos de nitrificacion y denitrificacion

que ocurren en los consorcios microbianos del tapete.

Efluente
ONH,"+ 30, [Uosomonas. oNQ;- +4H' +2H,0 + nuevas células +tapete construido

2NO; + O, _Mebacters ONQ; ™ + Nuevas células + tapete construido.

Denitrificacion:

5NO; + CeH/NOQ, Endogeramente 3N, +3H, O +6CO,+ OH

Actualmente, estas propiedades de los tapetes microbianos se aplican e
investigan para remover compuestos organicos e inorganicos comprendiendo
metales pesados de sitios y aguas contaminadas asi como efluentes
acuaculturales (Bender et al. 1995; Richard Lee com. pers.), para los tratamientos
terciarios y cuaternarios.

Es asi como entre las ecotecnologias alternativas de tratamiento, los
tapetes microbianos representan un potencial importante para la bio-remediacién
de efluentes contaminados. Ademas de su bajo costo, la capacidad de funcionar

tanto en aguas dulces como saladas y el hecho de no generar contaminacion
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secundaria, las sitta como una biotecnologia innovadora en el tratamiento
biolégico avanzado de aguas residuales.

La utilizacidn conjunta de los tapetes con fines de depuraciéon de los
efluentes contaminados por materia organica e inorganica suceptible a tratamiento
bioidgico, permitiria obtener un sistema de acuacultura integral, mediante la
incorporacién de los residuos transformados en alimento o biomasa o formas
menos nocivas. ¥

La figura 1 presenia la incorporacion de esta alternativa no convencionai
para ei tratamiento biolégico de aguas residuales marinas. (v.g. efluentes

acuacuiturales).
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INFLUENTE POR TRATAR

(EFLUENTE ACUACULTURAL)

mAT
NOB E
HA OBACT

TAPETE
ICROBIAN

Y

EFLUENTE
TRATADO

CUERPOS
RECEPTORES

DE AGUAS
TRATADAS

Figura 1. Diagrama de flujo de la ecotecnologia alternativa para el tratamiento
bioldégico de efluentes acuaculturales marinos.
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l. 2. Objetivos

I. 2.1. Objetivos Generales

Demostrar que los tapetes microbianos construidos se pueden utilizar para
la bio-remediacion de un efluente de cultivo semi-extensivo del camardon Penaeus

stilirrostris.

l. 2.2. Objetivos Especificos.

e Construir tapetes microbianos a partir de consorcios de microorganismos

colectados de un cuerpo de agua salino de Baja California Sur.

e Evaluar la capacidad de los tapetes construidos para remover los compuestos
nitrogenados de aguas contaminadas (amonia, nitritos y nitratos) de una granja

camaronicola del Estado de Sonora.

e Evaluar la capacidad de los tapetes construidos para reducir la carga organica
estimada mediante la demanda bioquimica y quimica del oxigeno (DBO y DQO)

de un efluente del cultivo semi-extensivo de camardn.
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Il. MATERIALES Y METODOS.

Il. 1 Localizacién y colecta de muestras.

Para la construcciéon de los los tapetes microbianos utilizados en este
estudio, se muestreé la parte intermareal baja de un sitio de los cuerpos de agua
del sistema de salinas de la localidad de Guerrero Negro, Baja California Sur,
localizada a los 27°35 latitud norte y 113°53 longitud oeste, (Fig. 2). Los tapetes se
colectaron de la poza que presenté la menor salinidad con el fin de aclimatarlos al
agua del efluente a tratar con salinidades del orden de 40 */oo.

Los tapetes microbianos elegidos para fines de construccién de nuevos
tapetes se colectaron en marzo de 1996. Estos se desprendieron del sedimento
mediante espatula. Se registraron los principales parametros fisicoquimicos en el
sitio de colecta, como la salinidad del agua con un refractometro manual Reichert
de temperatura compensada, modelo 10419 y la temperatura con un termémetro

de cubeta con graduacién de 0-30°C.



LCALIF NI MEXICO 300N

1 25°N

Pacifico

1
115°W [10°w

Loguna
Guerrero ay
Negro
—28°N
Q
ngunq GUERRERO
0jo de Liebre ¥ NEGRO

H4°IW

Figura 2.- Localizacion del sitio del muestreo de los tapetes microbianos
utilizados en este trabajo. El rectangulo inferior derecho indica la
zona de colecta.



16

Los tapetes se limpiaron en el sitio de colecta removiendo principalmente el
exceso de material muerto (sedimento, conchas y restos gruesos de rocas: debris).
Estos se almacenaron in vivo en bolsas de polietileno conteniendo el agua original

de la poza de cosecha y se transportaron al laboratorio.

lll. 2 Mantenimiento y aclimatacién de los tapetes microbianos.

Los tapetes se mantuvieron las dos primeras semanas bajo la luz directa
del sol en acuarios con agua de mar adicionandole sal de grado comercial obtenida
de la Salina de Guerrero Negro para mantener una salinidad similar a la del
ambiente donde fueron obtenidos.

Debido a las diferencias de salinidad entre el agua de colecta de los tapetes
(70 °/40) y la del efluente por tratar, (40 %) se inicié a partir de la tercera semana
un programa de adaptacion-aclimatacién. Esta consistid en el reemplazo parcial
progresivo del agua de mantenimiento por la procedente de un efluente de un

estanque de engorda de la granja camaronicola, El Camaron Dorado S.A. ubicada

en Huatabampo Sonora (Tabla 1).
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Tabla |. Programa de disminucién de la salinidad del agua original por el agua de la

granja.

Tiempo (semanas)

Salinidad (°/o0)

0-2

3

68-70
68-60
60-50
50-42
42-40

40

Il. 3 Caracterizacion del tapete.

Los organismos del tapete se identificaron hasta nivel de grandes grupos

taxondmicos y a nivel de género en ciertos casos, utilizando las claves de Van

Heurck (1962), Palmer (1962), Vinyard (1975) y Hum (1980). Se empleé la técnica

de montaje directo de una submuestra del tapete. Para observar los componentes

microbianos, éstos se separaron mediante centrifugacion diferencial (500, 1000 y

3000 xg) y se resuspendieron en medio Allen-Arnon (Allen, 1955) estéril a la

salinidad de aclimatacién (Tabla Il).
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Una vez separadas las respectivas fracciones de microorganismos se
mantuvieron in vivo en portaobjetos para su observacion al microscopio compuesto
asi como para su registro fotografico en un microscopio marca Zeiss. Por otra
parte se realizd la técnica de microscopia electronica de barrido con un
microscopio JEOL modelo JSM 5§300. Las muestras se metalizaron previamente
con un vaporizador de aluminio Edwards modelo 306 de 12 pulgadas de diametro,

para permitir la toma de fotografia electronica de barrido.

Tabla Il. Medio de cultivo Allen-Arnon para preparar 10 litros de medio.

Componente Cantidad
Fe EDTA 0.30g
NaHCO3 8.40g
NaCl 2.34g
MgSO47H,0 2.469
CaCl;2H,0 0.749g
Solucion de Metales Traza 2.50 ml
KoHPO, 3.48g
KH,PO,4 0.41g




e

Il. 4 Construccion del tapete microbiano.

Los tapetes se mantuvieron en el agua de la granja a una salinidad de 40
°l,o durante 5 semanas para lograr su completa aclimatacion. Posteriormente estos
se fraccionaron en muiltiples unidades y se inocularon sobre superficies de algodon
de fibra de vidrio con la finalidad de colonizar el algodén mediante el crecimiento
de nuevas células. Las superficies ‘inoculadas se mantuvieron durante siete
semanas en el medio de cultivo Allen-Arnon, metodologia tomada de Bender
(1994) y Vatcharapijarn (1994). Una vez que se logro la colonizacién total de los
tapetes en el algodén de fibra de vidrio, (alcanzando a cubrir del 90-100%), éstos
se colocaron en las unidades experimentales para iniciar la etapa de

experimentacion.

. 5 Diseio y construccion de las unidades reaccionales

experimentales (URE).

Se disefaron tres (URE) cada una con su respectiva cama microbial
contruida y sus correspondientes repeticiones para fines de tratamiento
estadistico. Los sistemas disefiados son de tipo semicerrado, el cual se caracteriza

por el uso unico del agua a través del sistema (Wheaton, 1977).
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Para la construccion de las unidades experimentales se utilizaron tres URE
con un volumen total de 15 litros (Fig. 3). Cada unidad cont6 en su parte superior
con una camara de contencion (CC) para la depositacion del agua por tratar (5.5
litros de capacidad). Esta se construyé de vidrio con base de acrilico con
perforaciones de 1 mm de didmetro para generar un fiujo por goteo hacia las
camas inferiores para su cosecha final.

Cada URE contuvo 2 placas: de acrilico con una pendiente de 4.5°
recubiertas a su vez con igual cantidad de superficie de tapetes microbianos de 60
x 10 cm con un grosor de 0.5 cm cada una (600 cmz). Debido a que cada URE
contuvo 4 superficies cubiertas con su respectivo tapete, se estimé una superficie
total de tapetes de 2400 cm’ (0.24 mz) por cada URE.

Se determindé un flujo de 1mi/h, necesario para colectar un litro de agua

cada dia de muestreo (cinco muestreos cada cinco dias)
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cC ) |

N

URE

e

0 10 20 30 cm
Escala Grafica

Figura 3. Sistema experimental. URE) Unidad Reaccional Experimental, CC)
Camara de contencidon, TM) Tapete Microbiano, PL) Placas de acrilico
SG) Flujo por goteo, AP) Algodén plastico, C) Llave de colecta.
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Il. 6 Efluente de tratamiento.

El agua que se utilizé para probar ia eficiencia de los tapetes se colectd de
un efluente de un estanque de cultivo semiextensivo de engorda del camardn azul
Penaeus stilirrostris de la compania Maritech S.A. ubicada en el golfo de Santa
Clara, Sonora.

Las caracteristicas iniciales del efluente como salinidad (°/s,), temperatura
(°C), pH, oxigeno disuelto (mgO./l), demanda bioquimica de oxigeno (mgO-/l),
demanda quimica de oxigeno (mgOa/l), nitratos (mg/l) y amonio (mg/l), se
registraron en el agua original del efluente previamente al paso por el sistema de

tratamiento.

Il. 7 Procedimientos Analiticos.

El efluente se evalu6 antes y después de su paso por los tapetes
construidos durante 20 dias a intervalos de 5 dias de tiempo de retencion (0, 5, 10,
15y 20 dias) en cada (URE) y para cada parametro estimado. Se utilizaron 40
litros de agua del efluente acuacultural durante el experimento, de acuerdo a la
cantidad necesaria para cada analisis. Se analizé un nimero igual de muestras de
agua sin tratar (control) para fines de comparacion de las caracteristicas del agua

al inicio, durante y al final del experimento.



23

II. 7.1 pH

Se determind el pH con un potencidometro Orion modelo SA 230 para todas
las muestras obtenidas durante el experimento como un indicador de la oxi-
reduccion de la materia organica y de los compuestos nitrogenados provenientes

en el efluente.

Il. 7.2 Oxigeno Disuelto (OD).

Para la determinacién de la variacion del oxigeno disuelto del agua pasada
por el tapete en relacion al control se utilizd el método de Winkler modificado
APHA (1992), WPCF (1975). El método consiste en agregar a la muestra una
solucion con Manganeso, seguida por una base fuerte que al reaccionar producen
el hidréxido de manganeso (Mn(OH),;) el cual se precipita. El oxigeno disuelto
rapidamente oxida una cantidad equivalente de Mn*2 produciendo hidroxidos
basicos de mayor valencia. Cuando la soluciéon se acidifica en presencia de ioduro,
el manganeso oxidado vuelve a su valencia anterior(+2), liberando lodo (l»),

equivalente a una cantidad igual a la del Oxigeno original(O5).
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Il. 7.3 Demanda bioquimica de oxigeno (DBO).

La estimacién de la capacidad de tratamiento de la materia organica disuelta
en el efluente por el tapete microbiano se estimé mediante la DBO. Se empleod el
método iodimétrico (APHA, op cit, WPCF op cif). Las muestras se inocularon en
botellas de 300 ml las cuales se incubaron en bafnos de agua controlados
termostaticamente a 20 + 1°C evitandb cualquier interferencia de la luz durante 5
dias. Las estimaciones finales de la concentracin en DBO se realizaron
comparando la demanda inicial de oxigeno inmediatamente después del llenado de
las botellas de DBO con el agua de dilucién. Después de 5 dias de incubacién, se
calculé la concentracion del oxigeno disuelto final en las diluciones de las muestras
(conteniendo agua contaminada antes y después de su paso por los tapetes) y

muestra de referencia (blanco).

Il. 7.4 Demanda quimica de oxigeno (DQO).

Se utilizé el método de oxidacién del permanganato de potasio para agua de
mar (Rodier 1978 y Canino, 1993). Las muestras del agua previamente y
posteriormente a su exposicion al tapete se inocularon en botellas de incubacién
de 250 ml llenadas con 100 ml de agua conteniendo nutrientes especificos (KMnO,

y NaOH). Estas botellas se incubaron en bafios de agua a 100°C. Los frascos se
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depositaron con el tapén invertido a manera de sello hidraulico y se protegieron de
la luz. Después de 30 minutos de calentamiento, se interrumpié la oxidacién
poniendo los frascos en agua fria. Posteriormente se adiciond acido sulfurico y
ioduro de potasio, procediéndose a la titulacién con tiosulfato de sodio, utilizando

almidén como indicador.

Il. 7.5 Amonio (NH3).

La concentracién de amonia se refiere en este trabajo tanto como NH; vy
NH;". No se disociaron los efectos de formas ioniozadas de las no ionizadas. Este
compuesto se analizé en las muestras de agua antes y después de su paso por los
tapetes y se midié por el método de Salicylato (Hach, 1992).

Se empled agua libre de amonio durante el manejo y analisis de la muestra.
Las estimaciones de las muestras pasadas por los tapetes se preservaron
refrigerandolas a una temperatura de 4°C. Los valores elevados de pH (superior a
11) se mantuvieron afladiendo volimenes suficientes de una solucién de NaOH
1N. La concentraciéon final de NHs-N se calculé con el procedimiento establecido

por el equipo Hach®
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Il. 7.6 Nitratos (NOa,).

Se evalud la capacidad de nitratificacion de los tapetes microbianos sobre el
agua pasada a través de los tapetes en relacion al control mediante el método de
la reduccién de cadmio utilizando los reactivos y equipo especifico Hach®. Este
método consiste en la utilizacién del cadmio para reducir los nitratos a nitritos. Los
nitritos reaccionan en un medio acido con &cido sulfanilico para formar una sal
diazonio intermedia, la cual al combinarse con el acido gentisico forma un
compuesto color ambar. La intensidad del color es directamente proporcional a la

concentracion de nitratos de la muestra (Hach, op. cit.).
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Il. 8 Procesamiento de los datos.

Los datos resultantes de los parametros obtenidos se manejaran de manera
independiente para obtener el porcentaje de remocidn entre las muestras del
tratamiento, asi como el porcentaje de remocion entre las muestras del control. Por
otra parte se analizardn conjuntamente las concentraciones tanto del tratamiento
como del control para obtener el porcentaje de reducciéon (R) através de la

siguiente férmula:

% M(R):(m;;t“mjxmoo) )

Il. 9 Analisis estadistico de los datos.

Se aplicd una prueba de “t” de Student para muestras no pareadas, con la
finalidad de determinar las posibles diferencias entre el sistema de tratamiento con
los tapetes microbianos y el control. El rechazo de la hipétesis nula en la prueba
estadistica se basé en «=0.05, gl=4. Para detectar posibles diferencias entre todos

los resultados obtenidos del tratamiento y del control, se aplicé un analisis de

Varianza (Steel, 1989 y Zar, 1984).
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lll. RESULTADOS

lll. 1. Caracterizacion del tapete

Al realizar la identificacion de los grupos inoculados y colonizados en el tapete
construido, se encontraron componentes dominantes como las microalgas de las
formas filamentosas del género Microcoleus sp. (Fig. 4). También se hallaron
microalgas de los géneros: Thalassiothrix sp., Schizothnx sp., y Calothrix sp. (Fig. 5) y
grandes comunidades de diatomeas del genero Nitzschia sp. y Navicula sp. (Figs. 6 y

7) asi como cianobacterias filamentosas principalmente Oscillatonia sp. (Fig. 8 y 9).



Fig. 4. Fotomicrografia de algas azul-verdes, a) Microcoleus sp. b) Oscillatoria sp.
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Fig. 5.

Fotomicrografia de a) algas azul-verdes del género Schizothrix sp.y
diatomeas del género Nitzschia sp. b) algas azul verde del género
Oscillatoria sp.

30



31

o opeona BN EED RN 08

Fig. 6. Fotografia de microscopia electronica de Barrido a) Nitzchia sp.;b)
Navicula sp.
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BaRO61

Fig. 7. Fotografia de microscopia electrénica de Barrido a) Microcoleus sp.;b)
Navicula sp. (izquierda) y Calothrix (derecha).
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Fig. 8. Fotografia de microscopia electronica de Barrido a) Thalassiothrix sp.; b)
género Oscillatoria sp.
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lll. 2. Procedimientos Analiticos

. 2.1. pH

El pH inicial del efluente fue de 7.96 y varié en el tratamiento hasta 8.64 en
promedio como maximo y 7.96 como minimo. En el control el valor de pH maximo
obtenido en promedio fue 8.31 mientras que el minimo fue de 7.51. Tales resultados
mostraron la tendencia del efluente con los tapetes a hacerse alcalino (8.64) al final
del tratamiento. El control mostrd la tendencia a la alcalinidad; sin embargo, present6
un pH acido durante las primeras fases del experimento. Al aplicar las pruebas
estadisticas se determiné que existieron diferencias significativas entre el tratamiento
y el control, excepto en el décimo dia de tratamiento donde los resuitados reflejan

estadisticamente la igualdad de pH (p<0.05, to,s= 2.24). (Fig. 9, Tablas lll y IV).
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Tabla Ill. Valores de pH registrados durante el periodo experimental y las pruebas
estadisticas aplicadas al efluente tratado con los tapetes microbianos y el

control.
DIAS
TRATAMIENTOS 0 ) 10 15 20
Tratamiento 1 (mg/l) 7.96 8.45 8.30 8.60 8.46
Tratamiento 2 (mg/l) 7.96 8.33 8.10 8.41 8.40
Tratamiento 3 (mg/l) 7.96 8.47 8.32 8.90 8.50
Media (mg/l) 7.96 * 8.42 8.24 8.64 8.45
Desv. Estandar * 0.00 0.08 0.12 0.25 0.05
Varianza 0.00 0.00 0.01 0.06 0.00
n 3 S 3 3 ¥,
Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
Control 1 (mg/l) 7.96 7.54 8.06 8.19 8.25
Control 2 (mg/l) 7.96 7.40 8.10 8.23 8.37
Control 3 (mg/l) 7.96 7.60 8.08 8.20 8.30
Media (mg/i) 7.96 7.51 8.08 8.21 8.31
Desv. Estandar + 0.00 0.10 0.02 0.02 0.06
Varianza 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
n 3 3 3 3 3
Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Prueba de "t" 0.05 (gl) 0 12.26 2.24 3.00 3.23
gl=(2*(3-1)) p>0.05 2.776 2.776 2.776 2.776 ZT7%
Se acepta Ho v v
Se acepta H1 v v v
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lll. 2. 2. Oxigeno disuelto.

El efluente tratado presentd un valor inicial de 5.71 mgQO,/l. Durante el
tratamiento presentd un minimo de 2.1 mgO,/l y un maximo de 7.66 mgO-/I al ultimo
dia de muestreo. La concentracién en el efluente control fue de 1.88 mgO./l como
minimo al quinto dia del experimento y 5.86 mgO./| como maximo al quinceavo dia de
muestreo. Al aplicar las pruebas estadisﬁicas, se evidencidé que en el quinto y décimo
dia de experimentacién las concentraciones del tratamiento y el control fueron
estadisticamente iguales (p<0.05, tyns=2.12 y 1.73 respectivamente). Al realizar el
estadistico de prueba de “t” de Student al 95 % de confianza se observaron las
diferencias significativas en el ultimo dia de experimentacidén entre el tratamiento con

tapetes microbianos y el control (Fig. 9 y Tabla IVy V).

Tabla IV. Parametros medidos durante el periodo experimental.

Tiempo Temperatura pH Oxigeno disuelto
(°C) (mgO2/1)
(Dias)  Trat. y Contr Tratamiento Control  Tratamiento  Control
0 27 7.96 7.96 5.71 5.7/
5 30 8.42 Ti51 2.10 1.88
10 26 8.24 8.08 5.64 541
15 28 8.64 8.21 6.39 5.86

20 27 8.45 8.31 7.66 5.03
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Tabla V. Concentraciones de Oxigeno disuelto registrados durante el periodo
experimental y las respectivas pruebas estadisticas aplicadas en el
tratamiento con los tapetes microbianos y el control.

DiAS

TRATAMIENTOS 0 5 10 15 20
Tratamiento 1 (mgQO>/) 5.86 2.25 5.64 6.54 7.66
Tratamiento 2 (mgO2/1) 564 ' 203 5.64 6.31 7.66
Tratamiento 3 (mgO./l) 5.64 2.03 5.64 6.31 7.66
Media (mg/l) 5.71 2.10 5.64 6.39 7.66
Desv. Estandar * 0.13 0.13 0.00 0.13 0.00

Varianza 0.01 0.01 0.00 0.01 0

n 3 3 3 3 3

Varianza/n 0.01 0.01 0.01 0.01 0
Control 1 (mgO2/l) 5.64 1.80 5.41 5.86 5.18
Control 2 (mgQO2/l) 5.86 2.03 5.64 5.86 4.96
Control 3 (mgQO2/l) 5.64 1.80 5.18 5.86 4.96
Media (mg/l) 5.71 1.88 5.41 5.86 5.03
Desv. Estandar + 0.13 0.13 0.23 0.00 018
Varianza 0.01 0.01 0.05 0.00 0.01

n 3 3 < 3 3
Varianza/n 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00

Prueba de "t" 0.05 (gl) 0 2.12 1.73 7 35
gl=(3+3-2) p>0.05 2.776 2.776 2.776 2.776 2.776

Se acepta Ho v v v
Se acepta Hi1 v v
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TEMPERATURA (°C)
pH y OXIGENO DISUELTO
(mgQO2/l)

24 7 - L b O
0 5 10 15 20

TIEMPO (DIAS)

Fig. 9 Relacién entre: (A)temperatura, (l)pH tratamiento; (L) pH Control; (®)
Oxigeno del Tratamiento; (O) Oxigeno del control, durante el periodo
experimental.
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lll. 2. 3. Demanda bioquimica de oxigeno.

Los analisis realizados en las unidades experime_ntales reaccionales revelaron
una tendencia global de disminucion en los niveles de la materia organica oxidable a
lo largo del experimento. El valor minimo detectado fue de 0.30 y el maximo 3.46
mgO./l. Se presentaron los valores maximos de DBO al inicio del estudio y al décimo
dia de tratamiento, disminuyendo paulatinamente hasta 0.30 mgO./I al final de la
experimentacion. Los resultados registrados con sus respectivas réplicas, desviacion
estandar y varianza, se muestran en tabla VI. La mayor demanda bioquimica de
oxigeno se estimé al inicio y la menor, al final del experimento (Fig. 10).
Estadisticamente existieron diferencias significativas entre el tratamiento y el control.
La figura 10 muestra la relacién existente entre la concentracion y el porcentaje de
remocion. La figura 11 y la tabla VI muestran los porcentajes de remocion entre las
muestras del tratamiento y del control. A los 10 dias de tratamiento aumenté el valor
de la demanda a 1.88 mg/l disminuyendo paulatinamente hasta lograr una eficiencia
del remocion de 88 % entre muestras del tratamiento y cero por ciento entre muestras
del control. En cuanto al porcentaje de reduccion entre el tratamiento y control (R), se

obtuvo un porcentaje final de 91%.



40

Tabla VI. Concentraciones de la demanda bioquimica de oxigeno registrados
durante el periodo experimental y las respectivas pruebas estadisticas

aplicadas.
.DIAS
TRATAMIENTOS 0 5 10 15 20
Tratamiento 1 (mgQOy/l) 2.48 1.80 1.80 0.90 0.23
Tratamiento 2 (mgOz2/l) 2.71 1.58 2.03 0.90 0.45
Tratamiento 3 (mgO2/l) s A 1.58 1.80 0.90 0.23
Media (mg/l) 2.63 1.65 1.88 0.90 0.30
Desv. Estandar * 0.13 0.13 0.13 0.00 0.13
Varianza 0.01 0.01 0.01 0 0.01
n 3 3 3 3 ]
Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0 0.00
% de Remocién 0.00 37.14 28.57 65.71 88.57
Control 1 (mgO2/l) 225 1.58 3.38 3.83 3.61
Control 2 (mgO2/) 2.93 1.80 3.83 4.06 3.38
Control 3 (mgO2/l) 2.71 1.58 3.61 4.06 3.38
Media (mg/l) 2.63 1.65 3.61 3.98 3.46
Desv. Estandar =+ 0.34 0.13 0.23 0.13 0.13
Varianza 34 0.02 0.05 0.01 0.01
n 3 3 3 s 3
Varianza/n 0.04 0.01 0.02 0.00 0.00
% de Remocion 0 0 0 0 0
Prueba de "t" 0.05 (gl) 0 2.1E-15 -11.5 -41 -29.69
gl=(3+3-2) p>0.05 2.776 2.776 2.776 2776 2.776
Se acepta Ho v v
Se acepta H1 v v v




41

90 '

70 +
60
50
40 +
30 + 2

Porcentaje de Reduccion

10 +
0 - : o : = : o—0C a

0 1 2 3 4
Concentracion (mg/)

Fig. 10. Relacion entre el porcentaje de reduccién y la concentracién de la demanda
bioquimica de oxigeno, en el tratamiento del efluente con los tapetes
microbianos (®) y en el control(Q).
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Fig. 11. Relacién entre el porcentaje de reduccién (barras):(y) tratamiento y (L)
control y la concentracion de la demanda bioquimica de oxigeno (lineas): ()
tratamiento y (®) control durante el tiempo de experimentacion.
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Los analisis realizados en !as unidades experimentales reaccionales revelaron

.-

una tendancia general de disminucidn en los niveles de la demanda quimica 1a cual es
producto de la oxidacidon de !a materia organica (por medios no biolagicos). A
diferencia de la demanda biolégica de oxigeno la cual es producto de la utilizacion del
oxigeno por via bacteriana. Se presentaron las concentraciones maximas de 4.37 mg
0O2/1 de DQO al inicio de la experimentacién, disminuyendo a 0.15 mg/l después da 20
dias de tratamiento {tabla VII). Las concentraciones maximas del control se registraron
al décimo dia de tratamiento (4.67 mgQ,/l), oscilando generalmente entre 4.56 mgQ,/i
durante el resto del experimento. Las pruebas estadisticas revelaron diferencias
significativas entre el tratamiento y el control al 95% de confianza (fig. 12 y tabla Vil).
En cuanto a los porcentaies de remocidn entre muestras, las figuras 12 y 13 revelan
que disminuyd considerablemente la demanda guimica de oxigeno, dandose una
remocion de 96.61 % entre muestras del sistema con tapetes microbianos v 1.63 %

entre muestras del control. El porcentaje de reduccién (R) fue de 97 %.
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Tabla VII. Valores de la demanda quimica de oxigeno registrados durante el
periodo experimental y las pruebas estadisticas aplicadas.

DIAS
TRATAMIENTOS 0 . 5 10 15 20
Tratamiento 1 (mgQO2/l)| 4.56 4.00 3.45 1.56 0.1
Tratamiento 2 (mgO2/l) | 4.56 4.23 2.89 1.67 0.22
Tratamiento 3 (mgO-2/l)| 4.00 4.00 2.89 1.88 0.11

Media (mg/l) 4.37 4.08 3.08 1.52 0.15
Desv. Estandar 0.32 0:13 0.32 0,17 0.06
Varianza 0.10 0.02 0.10 0.03 0.00

n 3 3 3 3 3
Varianza/n 0.03 0.01 0.03 0.01 0.00

% de Remocién 0.00 6.78 29.66 6525 96.61
Control 1 (mgO2/I) 456 456 467 4.56 4.78
Control 2 (mgO2/l) 4.56 4.56 467 456 456
Control 3 (mgQO2/l) 4.56 4.56 4.67 4.56 4.56

Media (mg/l) 4.56 4.56 4.67 4.56 4.63

Desv. Estandar 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13

Varianza 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01

n 3 3 3 3 3

Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

% de Remocién 0 0 0 0 1.63

Prueba de "t" 0.05 (gl) -1 -6.5 -8.6 -30.93 -54.11

gl=(3+3-2) p>0.05 2776 2776 2776 2776 2776
Se acepta Ho v

Se acepta H1 v v v v
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Fig.12. Relacién entre el porcentaje de reduccion y la concentracién de la demanda
quimica de oxigeno, en el tratamiento del efluente con los tapetes
microbianos (®) y en el control(Q).

100 5.00
90 + .
80 +
70 1
60 T
50 +

+ 4.50
+ 4.00
+ 3.50
+ 3.00
1 2.50

40 + + 2.00

% DE REDUCCION

30 + + 1.50

CONCENTRACION (mg!/l)

20 +
10 4

+ 1.00
+ 0.50

0 0.00

TIEMPO (DIAS)

Fig. 13. Relacién entre el porcentaje de reduccién (barras):(\) tratamiento y (0
control y la concentraciéon de la demanda quimica de oxigeno (lineas): (H)
tratamiento y (®) control durante el tiempo de experimentacion.
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ll. 2. 5. Amonio.

La concentracion inicial de Amonio fue de 0.37 mg/l disminuyendo
gradualmente durante todo el tratamiento hasta no detectar amonio. En el control las
concentraciones oscilaron entre 0.37 al inicio y 0.35 mg/l como minimo al final del
experimento. (Fig. 15 y tabla VIIl). Los porcentajes de remocién entre muestras
tratadas aumentaron a un 100 % lo Ia}go del estudio a diferencia de las muestras
control en las cuales solo se dio una remocion de 3%. El porcentaje de reduccién en el

tratamiento fue del 100 % (Fig. 16).
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Tabla VIll. Niveles de amonio (NH3) registrados durante la investigacion en los
analisis de los tratamientos con los tapetes microbianos y el control.

DIAS
TRATAMIENTOS 0 . 5 10 15 20
Tratamiento 1 (mg/l) 0.37 0.18 0.16 0.05 0.00
Tratamiento 2 (mg/l) 0.37 0.28 0.24 0.10 0.00
Tratamiento 3 (mg/l) 0.37 0.22 0.20 0.06 0.00
Media (mg/l) 0.37 0.23 0.20 0.07 0.00
Desv. Estandar 0.00 0.05 0.04 0.03 0.00
Varianza 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
n 3 3 3 3 3
Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0.00 0
% de Remocién 0.00 37.78 45.56 81.11 100
Control 1 (mg/l) 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37
Control 2 (mg/l) 0.37 0.37 0.34 0.34 0.34
Control 3 (mg/l) 0.37 .37 0.37 0.35 D:35
Media (mg/l) 0.37 0.37 0.36 0.35 0.35
Desv. Estandar 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01
Varianza 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
n 3 8 3 3 3
Varianza/n 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
% de Remocion 0 0 222 3.33 8.33
Prueba de "t" 0.05 (gl) 0 -4.86 -6.09 -17.5 -50.22
gl=(3+3-2) p>0.05 2.776 2.776 2.776 2.776 2.776
Se acepta Ho v
Se acepta H1 v X v v
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Fig. 14 Relacion entre el porcentaje de reduccién y la concentracién de amonio en. El
tratamiento del efluente con los tapetes microbianos (®) y en el control(Q).
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Fig. 15. Relacion entre el porcentaje de reduccion (barras):(\) tratamiento y (L)

control y la concentracion de amonio (lineas): (M) tratamiento y (®) control
durante el tiempo de experimentacion.
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lll. 2. 6. Nitratos

La concentracién inicial de nitratos en el efluente fue de 1.03 mg/l el cual
disminuyé gradualmente durante todo el tratamiento hasta 0.03. En el control las
concentraciones oscilaron entre 1.18-1.53 mg/l. En las pruebas estadisticas, se reveld
una diferencia de amonio removido entre el efluente tratado contra el control (Fig. 16 y
tabla IX). Los porcentajes de remocion entre muestras aumentaron gradualmente a lo
largo de todo el estudio con una eficiencia de remocion de 97.14% en el sistema con
tapetes y 0.5% en el control. La figura 17 muestra el porcentaje de 98 % de reduccion

final del tratamiento.
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Tabla IX. Estimaciones de nitratos (NO3) registrados durante el estudio.

DIAS
TRATAMIENTOS 0 ) 10 15 20
Tratamiento 1 (mg/l) 1858 , 98 0.31 0.09 0.04
Tratamiento 2 (mg/l) 0.88 0.40 0.35 0.13 0.00
Tratamiento 3 (mg/l) 0.88 0.40 0.31 0.09 0.04
Media (mg/l) 1.03 0.37 0.32 0.10 0.03
Desv. Estandar 0.26 0.05 0.03 0.03 0.03
Varianza 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00
n g 3 3 3 g
Varianza/n 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00
% de Remocion 0 64.29 68.57 90 97.14
Control 1 (mg/l) 1.38 1.33 1.43 1.58 1.55
Control 2 (mg/l) 1.33 1.33 1.33 1,38 1.59
Control 3 (mg/l) 0.88 1.33 1.55 1.33 1.46
Media (mg/l) 1.18 1.33 1.40 1.40 1.53
Desv. Estandar 0.26 0.00 0.13 0.13 0.07
Varianza 0.07 0.00 0.027 0.02 0.00
n 3 3 2 3 3
Varianza/n 0.02 0.00 0.01 0.01 0.00
% de Remocién 0 1 1 0.5 0.5
Prueba de "t" 0.05 (gl) | -0.71 -32.5 -14.31 -17.25 -36.06
gl=(3+3-2) p>0.05 2.776 2.776 2,770 2.776 2.776
Se acepta Ho v
Se acepta H1 v v v v
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Fig.16 Relacién entre el porcentaje de reduccion y la concentracion de nitratos en el

tratamiento del efluente con los tapetes microbianos (®) y en el control(O).
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Fig. 17. Relacién entre el porcentaje de reduccion (barras):(Y) tratamiento y (L)
control y la concentracion de nitratos (lineas): (M) tratamiento y (®) control
durante el tiempo de experimentacion.
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Fig. 18 Relacion entre: (®) demanda bioquimica de oxigeno; (O) demanda quimica
de oxigeno; (A) amonio y () nitratos contra el tiempo de experimentacion.

Tabla X. Porcentajes de reduccién ( R ) obtenidos con los datos de cada parametro en
las muestras del tratamiento y del control a lo largo del periodo de estudio.

Dias DBO DQO NH; NO3
0 0 0 0 0
5 0 11 38 72
10 48 34 44 77
156 e 67 80 93
20 91 97 100 98
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IV. DISCUSION

IV. 1 Tapete microbiano.

Los tapetes microbianos histéricamente han ocupado los ambientes mas
inhdspitos de la Tierra (Weber, et al. 1989). Este antecedente es indicativo de la
gran capacidad de aclimatacién que mostraron los tapetes microbianos estudiados.
Estos consorcios microbianos resistieron una disminucion de 50% (36-40 °/,, ) de
su salinidad original (70 /4,). Respecto a la temperatura, los valores del orden 18 a
22 °C se mantuvieron durante todo el periodo de estudio (ocasionalmente en
alcanzé un valor de 30 °C). No obstante, pueden soportar temperaturas mas
extremas, ya que la salinidad y temperatura en la localidad de Guerrero Negro
oscila entre 60-120%,,y 18 a 25°C respectivamente, Javor, 1984; Jorgensen, 1987;
Des Marais, 1989. Sin embargo, los tapetes empleados en esta investigacion
permanecieron en condiciones de salinidad inferiores y temperaturas mayores a
esos intervalos. Los tapetes crecidos antes y durante el experimento se
mantuvieron en Optimas condiciones de salud al igual que lo encontrado por
Bender (1994).

Los organismos encontrados del género Microcoleus resultaron ser los
predominantes en los tapetes construidos utilizados, al igual que los registrados

para tapetes microbianos de Laguna Figueroa, B.C., (Javor et al, 1984;
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Palmisano, 1989; Stolz 1990). Estos organismos se caracterizan por vivir en
ambientes con salinidades que van desde 35 hasta 120 %/, Este amplio intervalo
de salinidad explica posiblemente la gran capacidad de aclimatacion descrita
anteriormente. D’Amelio y colaboradores en 1991 demostraron la similitud
estructural en la estratificacion de especies entre Guerrero Negro y Egipto. En
otros sitios Microcoleus chtonoplastes, fue la especie dominante. En este estudio
la identificacién de los organismos solo se hizo hasta nivel de género, no obstante
lo anterior coincide con la descripcidon de este genero encontrado anteriormente
por tales autores. Javor (1979) realizd un estudio de marcado y remocion de
tapetes, observando que la estratificacion laminar de los consorcios se mantiene
constante. Estas observaciones concuerdan con la estratificacién que se observé y
el registro fotografico realizado durante el crecimiento de los tapetes, ademas del
patrén de coloracion caracteristico. De todos las investigaciones realizadas con
tapetes microbianos de Guerrero Negro, BCS, se ha concluido que en general son
dominantes las especies de diatomeas del género Nitzschia y Navicula spp. y
Cianobacterias filamentosas como Oscillatoria sp. esto también coincide con los
organismos identificados hasta nivel de género, especificamente para este tapete

utilizado (Javor, 1981 y Rodriguez-Eaton, 1994).
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IV. 2. Sistema de tratamiento.

Los valores de pH mostraron la tendencia del efluente tratado a hacerse
alcalino al final del experimento excepto en el décimo dia cuando el valor
disminuyé. Hirayama (1974), mencioné que el pH tiende a ser acido debido a la
acumulaciéon de nitritos; esto coincide con los resultados de pH donde el medio
generalmente se mantuvo alcalino ya due el nivel de nitratos del agua disminuyé al
ser incorporado por los tapetes para su metabolismo. Los valores de pH tuvieron
poca variacion (0.2 a 0.5 unidades de fluctuaciéon como maximo en promedio). Al
igual que lo encontrado por Bender (1994), los tapetes mantuvieron un sistema
eficiente de regulacion de pH gracias a sus zonas éxido-reductoras.

Los valores de oxigeno disuelto de ambos efluentes (tratamiento y control)
fueron diferentes estadisticamente, sin embargo presentaron una concentracién y
tendencia similar. La tasa de oxigenacion fue mayor en el efluente con presencia
de tapetes microbianos. Esto se debe a que los consorcios microbianos formados
por cianobacterias, diatomeas y halobacterias posiblemente tuvieron la capacidad
de oxigenacién del agua. El oxigeno se vié influenciado por la temperatura ya que
cuando ésta se incrementd, los valores disminuyeron debido a la solubilidad de los
gases que afecta a esta variable, (Arbiv, 1995; y Allan 1991). Sin embargo, cuando
los valores de ésta disminuyeron, el oxigeno disuelto se incrementé gradualmente
a lo largo de todo el experimento. Weber (1985), mencioné que la nitrificacion esta

influenciada por el oxigeno disuelto en los sistemas de tratamiento terciarios; estos
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procesos también se observaron en el estudio donde los tapetes producen oxigeno
via organismos fotoautétrofos. Esto apoya los resultados de Bender (1994) quien
encontré que los tapetes microbianos generan niveles altos de oxigeno durante el
periodo con exposicidén luminosa. Esto se observé continuamente a lo largo del de
estudio, por lo tanto éstas tasas elevadas de oxigenacién dieron como
consecuencia altas proporciones de reduccién de amonio y nitratificacion. Los
niveles de oxigeno fueron similares a los obtenidos por Bender op cit.; sin embargo
los resultados de pH presentaron diferencias (6.4 a 7.17) respecto a lo encontrado
en esta investigacion (7.96-8.45). Simultaneamente se observé que durante el
periodo fotosintético, se formaron burbujas de oxigeno y permanecieron atrapadas
en los tapetes, y este oxigeno formado continué disponible durante la noche. Esto
es indicativo de que los tapetes ademas de tener la capacidad de producir oxigeno
pueden mantenerlo en un nivel generalmente constante.

El comportamiento de la demanda biolégica de oxigeno tuvo una tendencia
de disminucion gradual en la cantidad de materia organica oxidada por via
biolégica. El porcentaje de reduccién de la DBO en este estudio es superior a lo
registrado por otras investigaciones convencionales como el de Fair (1954 y 1984)
quien obtuvo un rendimiento relativo del 50-80% con sistemas de filtracion, lodos
activados y lagunas de estabilizacién. Ignjatovic (1986) observd porcentajes de
remocién de DBOs del orden de 85% de aguas residuales domesticas utilizando
macroéfitas, siendo ese porcentaje menor que el obtenido en este estudio. De

manera similar Szpyrkowicz (1991), alcanzé una eficiencia de 99 % de remocién de
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DBO con un sistema de lodos activados. Estos resultados son ligeramente
inferiores a los obtenidos por Lo (1993) quien obtuvo una eficiencia de 95-98 %
con reactores a 10°C y 22°C. Los resultados obtenidos confirman que los tapetes
no obstante de haber realizado un porcentaje de remocion del 88 % por debajo del
valor de los sistemas de tratamiento convencionales, pueden ser considerados
como una alternativa viable. En este estudio no se necesitd de aireacién externa
del agua y el sistema de regulacion de pH permitié tener condiciones Ilo
suficientemente estables para realizar los procesos de remocion.

La tendencia de la demanda quimica de oxigeno fue disminuyendo
gradualmente a lo largo del experimento, al quinceavo dia se observé una
disminucion del 65 % en la cantidad de ésta. La remocién maxima (95 %) se logré
al final del estudio a diferencia de otros sistemas como el de Prakasam (1972)
donde los porcentajes de remocién de la demanda quimica de oxigeno fueron del
85 y 90 por ciento. De igual modo los resultados superan a los de Fair op cit. quien
registré una remocion de la DQO de 50-80% con sistemas de filtracién de lodos
activados y lagunas de estabilizacién. Por lo anterior se verifica que el sistema de
tapetes microbianos construidos es factible para la reduccion de la demanda
quimica de oxigeno en un periodo de 20 dias al menos para este estudio.

Hopkins (1993) publicé que el impacto producido por las granjas de
camardén puede reducirse drasticamente por el intercambio y recirculacion del
agua. Por lo anterior, se recomienda que los tapetes se incorporen en granjas en

sitios donde exista una alta recirculacién del agua para reducir la eutroficacion de
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los ecosistemas, ademas permitirian mas tiempo de contacto de los tapetes con el
agua, aumentando con ello la transformacién de la materia organica.

El sistema de tratamiento con tapetes microbianos resulté estar dentro de
los mejores porcentajes de remociéon de acuerdo a lo estudiado por Ignjatovic op
cit., Szpyrkowicz op cit., Lo op cit., Prakasam op cit., y Fair op cit. Ferhan (1995)
resaltd que los tapetes por si mismos aportan oxigeno al medio y esto afecta la
proporcién de remocion de amonio & influye directamente en los procesos de
nitrificacion. A diferencia de otros autores como Prakasam (op cit.), quien estudio
los procesos microbianos de nitrificacidn y denitrificacion en descargas residuales,
los cuales realizaron una oxidacion incompleta del amonio. Ignjatovic (op cit.)
empled macrofitas para remover nutrientes de aguas residuales domésticas,
reportando porcentajes de remocién de amonio del orden de 88%, porcentaje que
se situa por debajo del casi cien por ciento de reduccién obtenido en este estudio.

Van Rijn et al (1990) utilizd sistemas de depuracion por biofiltracién
aerdbica y anaerdbica no simultanea, registrandose una remocion tan solo de 14%
de amonio al 60% de saturacién con aire y 6% en sistemas anaerébicos. Estos
porcentajes de depuracidén igualmente no coinciden a los obtenidos en este
trabajo. De igual modo Lo (op cit.) registré un 61 % de remocién de amonio quien
ademas menciona que esto se debe a la aireacion del agua y a la incorporacion
celular. A diferencia de los métodos anteriores, este sistema removié el 96.67%
bajo condiciones aerébicas y anaerdbicas al mismo tiempo y sin ningun sistema de

aireacién, generandose material celular mediante el crecimiento de los
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componentes del consorcio microbial del tapete. Ademas fue incorporando
simultaneamente los nitratos producto de la oxidacidn de amonio a su propio
sistema durante todo el periodo de experimentacion ya que los niveles
disminuyeron notablemente hasta un 96.64 %.

Los procesos de nitratificacion del agua via tratamiento representaron una
eficiencia del 96%, remocion similar al 89-98 % publicado por Polprasert (1986).
También los resultados son similares’ a los de Goldman (1974) quien encontré
niveles de 95% de remocion con algas marinas y ostras. Sin embargo el nitrégeno
removido por su sistema regenerd un 16-18 por ciento de amonio, hecho que no se
observé en este trabajo. Van Rijn op. cit. con los sistemas que emplearon,
obtuvieron una remocion del 97 y 48 porciento de amonio en condiciones
anaerdbicas y una nitrificacién del 3% en condiciones de aire saturado. Estos
resultados no se presentaron ni coincidieron en este estudio ya que el sistema de
tapetes construidos realizd6 simultaneamente procesos tanto aerdbicos como
anaerdbicos mediante nutricion fotoautétrofa y heterdtrofa.

Rusten (1995a y b) utilizé6 reactores de biocapas moviles para tratar
descargas diluidas, éstas removieron los nitratos sélo un 20 a 25 %, valores muy
inferiores a los resultados obtenidos con el tratamiento con tapetes microbianos
construidos. Boni et al.(1991), informé que después de un tratamiento terciario, los
efluentes contienen la concentracion ideal de nutrientes para el crecimiento de las

microalgas. Este proceso es benéfico para la reduccién de sustancias que en
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ciertas condiciones pueden ser toxicas, tal es el caso de la eutroficacion de los
cuerpos de agua que reciben las descargas de las granjas camaronicolas.

Por tales motivos, los tapetes igualmente representan una alternativa para
incorporarlos en granjas de agricultura y entrar en contacto con las descargas
para realizar la remocién dentro de los tratamientos de tipo terciario. Prakasam op
cit. resalté que cuando ocurre una nitrificacion, los valores de pH disminuyen, esto
concuerda con los resultados obtenidos donde los procesos de denitrificacion se
llevaron a cabo en ambientes con pH basico. Osada (1991) encontré que la
denitrificaciéon se favorece en presencia de materia organica como donadora de
electrones, tal es el caso de este trabajo donde existié materia organica propia de
los tapetes.

Por lo tanto, el sistema de tratamiento con estos consorcios representan
una gran alternativa para la remocién de nitratos ya que debido a sus procesos
metabdlicos, son capaces de incorporarlos a su material celular para el crecimiento
del tapete. Ademas, la remocion de nitratos es factible debido a los procesos
combinatorios de tratamiento aerobico y anaerébico del tapete, Arbiv op cit. Este
sistema es capaz de realizar ambos procesos de manera simultanea ya que la
capa superior de los tapetes esta compuesta por cianobacterias y diatomeas las
cuales fijan tanto carbono como oxigeno, y esto sustenta a las bacterias
heterotréficas que colonizan las capas inferiores del tapete, (Pearl, 1989). Las

bacterias purpura autotréficas generalmente ocupan las regiones por debajo de las
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cianobacterias donde las intensidades de luz y concentraciones de oxigeno son
bajas (Bender, 1994).

Se cree que estas bacterias compuestas principalmente por organismos
halofilicos y sulfatoreductores realizan mayor tratamiento de materia organica que
no es tratada en las zonas fotoautétrofas del tapete.

Los procesos de bio-remediacién del efluente tratado en relacion a los
compuestos nitrogenados, se basan en los procesos de nitrificacién vy
denitrificacion que se realizan en los consorcios microbianos del tapete como se
indica en la figura 19.

Debido a que los tapetes microbianos mixtos se desarrollaron bajo
condiciones hostiles, similares a aquéllas que han sido altamente contaminadas,
las adaptaciones de supervivencia de esos ecosistemas pueden ser directamente
aplicables a la biotecnologia ambiental, especificamente a la bio-remediacion

(Bender op cit.).



N> Atmodsfera

Efluente ———» 2NH4 + 3Q, Nitosomonas | ONO,- + 4H' + 2H,0 Nircbacter | oNO; H2 0 + CO, + OH
(materia organica) : ; :

Parte superior del tapete

Mlcroalgas

ftoial

¥ : Bacterias
- (Haldfilas/sulfato-
- reductoras)

Parte inferior del tapete

Fig. 19. Procesos de nitrificacion y reciclado de nitrégeno en los tapetes microbianos construidos.
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. CONCLUSIONES

Los tapetes microbianos naturales pueden utilizarse como sustrato para la

construccion y colonizacién de tapetes especificos de efluentes contaminados.

Los tapetes microbianos representan una alternativa de reduccién de la materia
organica y de reciclado de nitrégeno para los tratamientos bioldgicos terciarios

de un efluente acuacultural en este caso de una granja camaronicola.

Al utilizarse los tapetes se reduce el impacto ambiental que provocan los
efluentes de las granjas de cultivo debido a la capacidad de remocién del

nitrégeno en las formas de amonia nitritos y nitratos.

Con el empleo de los tapetes puede re-utilizarse el agua para fines

acuaculturales.
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