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RESUMEN

Riego con Efluentes Residuales y Calidad Microbiolégica de Rabano (Raphanus
sativus L.) var. Champion en Invernadero

La presente investigacion fue realizada en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, localizada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Se llevé a cabo bajo
condiciones de invernadero y analisis en laboratorio. El presente trabajo tuvo como
objetivo principal evaluar la calidad microbiol6gica del cultivo de rdbano (Raphanus
sativus L.) regado con agua residual y la calidad de los efluentes empleados como
riego, para determinar presencia y concentracion de coliformes y huevos de helminto.
Se realizdé un analisis al agua residual antes de ser aplicada como riego y en raices y
hojas del rdbano después de su cosecha, para el andlisis de datos se sacaron
medias y promedios en base a la NOM-003-ECOL-1997, con tres tratamientos y
cuatro repeticiones. Los resultados de concentracion (Numero Mas Probable;
NMP/100ml) de coliformes en los efluentes, en el agua residual tratada (ART) fue
menor que en el agua cruda, se encontro presencia de huevos de Hymenolepis sp,
Ascaris lumbricoides (maduro) y Enterobius vermicularis. En muestras de rabano la
concentracion de coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) regadas con ART
mostré mayor concentracion en hoja y con agua residual cruda ARC en raiz. Se
detectd presencia de Metastrongylus sp en muestras de hojas regadas con ART y
Ascaris (no fertilizado) y Diphyllobothrium latum en hoja y raiz regadas con ARC. Los
resultados del presente trabajo permiten concluir que después de tratar las aguas
residuales fue posible disminuir en ellas, la concentracion de microorganismos de
origen fecal, sin embargo, no se encuentra completamente libre de patégenos para
su utilizacién como riego de hortalizas.

Palabras clave: coliformes fecales, coliformes totales, huevos de helminto.

Correo electronico; Eva Carmona rodriguez, eva.carmonargz@hotmail.com
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I. INTRODUCCION

En algunas regiones de México, como el estado de Morelos se utiliza agua residual
sin algun tratamiento para el riego y produccion de alimentos (Cuenca-Adame et al.,
2001). La actividad humana, ha provocado que aumente el ingreso de la materia
organica al sistema hidrico, acelerando el proceso de eutrofizacion (Garcia y
lannacone, 2014). La eutrofizacibn modifica la calidad del agua, provocando la
descomposicion y el crecimiento de microorganismos de origen fecal, convirtiéndose

en un riesgo para la salud humana (Arcos et al., 2005).

Existen evidencias que demuestran que el uso de agua de riego contaminada puede
incrementar la frecuencia de microorganismos patdgenos, y que el agua puede
transmitir diversos microorganismos como es el caso de Escherichia coli, especies
de Salmonella, Vibrio cholerae, especies de Shigella, asi como Cryptosporidium
parvum, Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis, los virus de Norwalk y de la
hepatitis (Diaz-Sobac y Vernon-Carter, 1999). Por otra parte Hernandez-Acosta et al.
(2014), al evaluar la calidad biolégica de aguas residuales utilizadas para riego de
cultivos forrajeros, obtuvieron como resultado altas concentraciones de coliformes
fecales, las cuales fueron 2 x 10 niimero mas probable (NMP) 100 mL-1 de agua,
10° NMP-100 g-1 de suelo, 10° NMP-100 g-1 de raiz y 3 x 10° NMP-100 g-1 de tallo.
Rivera et al. (2009), analizaron 85 muestras de hortalizas, para determinar el nivel de
coliformes fecales y la incidencia de E. coli, en los principales mercados de
Cajamarca, Peru; obteniendo como resultado un 40% de muestras con presencia de

coliformes fecales, E. coli y helmintos.



Vega et al. (2005), seleccionaron nueve hortalizas regadas con agua residual sin
tratamiento, que son utilizadas en la dieta del habitante del Distrito Federal, en la cual
incluyen al rdbano (Raphanus sativus L.); las hortalizas fueron muestreadas por mes
y al analizar detectaron la presencia de coliformes fecales en las nueve hortalizas.
Puig et al. (2013), al hacer un andlisis de 100 muestras de hortalizas incluyendo
rabano (Raphanus sativus L.), con riego de diferente calidad, obtuvieron como
resultado presencia de parasitos en 6% de las muestras, E. coli en un 18%, y
bacterias patégenas como: Salmonella weltevreden y Listeria spp en dos muestras
en hortalizas regadas con aguas residuales sin tratamiento. Las hortalizas regadas

con agua residual tratada mostraron mejor calidad.

El uso y la calidad inadecuada del agua residual en los cultivos son causantes de
problemas y dafios a la salud, ya que el agua residual puede estar contaminada con
bacterias patdgenas, protozoarios y otros microorganismos provenientes de las
heces fecales de humanos y animales.

La presente investigacion fue desarrollada con el fin de obtener informacién sobre la

calidad microbioldgica del cultivo de rdbano regado con diferentes tipos de efluentes.



OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la calidad microbiolégica (coliformes fecales y huevos de helmintos) de un

cultivo de rdbano (Raphanus sativus L.) irrigado con efluentes residuales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer un cultivo de rdbano (Raphanus sativus L.) en invernadero regado con

efluentes residuales.

2. Comparar los resultados obtenidos con los datos establecidos en la NOM-003-
ECOL-1997 en cuanto a concentracion de coliformes fecales y huevos de helmintos

en raices y hojas del cultivo de rabano establecido.

HIPOTESIS:

El cultivo de rabano regado con agua residual tratada tendra la calidad

microbioldgica para redso con contacto directo.



ll. REVISION DE LITERATURA:

2.1 Importancia del agua para el riego

El desarrollo del agua es la base de la seguridad alimentaria, el sustento de los
pueblos, el crecimiento industrial y la sostenibilidad ambiental en el todo el mundo.
En 1995, en el mundo se extrajeron 3,906 km® de agua para dichos fines. Se ha
proyectado que para el afio 2025 la extraccion de agua para diversos usos
(doméstico, industrial, ganadero) habra aumentado en al menos un 50%, esto
limitara gravemente la extraccion de agua para riego, que aumentara solamente un

4%, lo que restringira a su vez la produccion de alimentos (Rosegrant et al., 2002).

El sector agricola es el mayor consumidor de agua en la mayoria de los paises,
utiliza mas del 80% de toda el agua extraida y desde 1950 el &area de riego
mundialmente se ha incrementado al triple, siendo esto de importancia ya que
actualmente, casi la mitad del alimento a nivel mundial se produce en solo el 18% de

las tierras regadas (Arreguin et al., 1999).

2.1.1 Uso de las aguas residuales en los cultivos horticolas

El agua residual es considerada como un recurso importante que se puede utilizar
para riego agricola, el uso del agua tratada y su tipo de tratamiento determina la
calidad de la misma y a la vez tiene un efecto sobre las propiedades biolégicas del
suelo demostrado en un estudio realizado en la Llanura de Coro, Venezuela (Ramon

et al., 2009).



En México soélo un bajo porcentaje de aguas residuales son tratadas adecuadamente
y son utilizadas para riego agricola sin un tratamiento previo, esto representa un
serio peligro para la salud humana y de los animales debido al contenido de materia

organica e inorgéanica contaminante (Rivas et al., 2003).

En San Luis Potosi y Soledad de Graciano Sanchez, algunos productores utilizan el
agua residual provenientes de descargas domésticas e industriales para el riego de
la zona agricola periurbana en la cual incluyen los cultivos de hortalizas con una

extension aproximada de 5000 ha en total (Sarabia et al., 2011).

2.1.2 Origen de las aguas residuales utilizadas en cultivos de hortalizas

Ortega y Orellana (2007), mencionan gque las ciudades y los centros de cria de
animales son fuentes de aguas negras, y se caracterizan por un alto poder
contaminante de heces fecales. Estudios realizados en la region atlixquense del
estado de Puebla sefialan que el agua contaminada de rios, manantiales y pozos es
calificada como agua residual que genera problemas, en forma directa o a través de
la cadena tréfica, y por las fuentes de generacion, se define como la combinacién de
liquidos procedentes de residencias, instituciones publicas, establecimientos

industriales y comerciales (Silva et al., 2002).

El agua de origen urbano es generada por el incremento de la poblacion, se infiltra a
los mantos acuiferos y los contamina, como es el caso del Estado de San Luis Potosi
que al no tener suficiente agua limpia emplean agua de origen urbano para el riego

de hortalizas de los mercados urbanos (Contreras y Galindo, 2008).



2.1.3 Tipos de agua utilizada en el riego de hortalizas

Fasciolo et al. (2005), mencionan la importancia del uso de efluentes domésticos e
industriales en la agricultura ya que cobra mayor importancia dia a dia debido a la
creciente escasez hidrica en las regiones aridas del mundo, pero también hacen
referencia a que contienen microorganismos que pueden llegar a ser patégenos, y de
acuerdo con un estudio hecho en el cultivo de ajo al analizar los resultados se

considera que los ajos pueden ser aceptables para consumo crudo.

Silva et al. (2008), proponen el aprovechamiento de aguas residuales domeésticas
crudas, diluidas o tratadas como un recurso alternativo, hacen énfasis sobre el
someter este tipo de agua a un tratamiento antes de su utilizacion, y tener en cuenta
los requerimientos del cultivo a irrigar y el tipo de suelo. Segura et al. (2006),
destacan la importancia del agua en la agricultura de zonas aridas y semiéridas,
como es el caso de Almeria, que depende casi exclusivamente del riego,
convirtiendo a las aguas residuales municipales en una importante fuente de
abastecimiento que puede compensar en parte a esta limitacion y utilizarla en el
riego de hortalizas.

2.2. Contaminantes presentes en aguas residuales que son utilizadas en el
riego horticola

Alfredo et al. (2013), destacan que la contaminacién del agua es un problema
importante a nivel mundial, los nitritos, nitratos, fosfatos, materias organicas,
detergentes, hidrocarburos, agentes patégenos, metales, y sustancias conservativas
gue forman parte de los efluentes cloacales son una de las mayores fuentes

contaminantes del agua. Siebe (1994), al hacer un estudio en el Distrito de Riego 03,



Tula, México, en aguas provenientes de la Ciudad de México habla sobre la
acumulacion de metales pesados presentes en las aguas residuales sin tratamiento
alguno, y hace énfasis en el tiempo de uso ya que después de 80 afos de irrigacion
con agua residual las cantidades de metales son 3 a 6 veces mayores que en suelos
regados con agua de pozo o cultivo de temporal. Veliz et al. (2009), mencionan que
el riego con aguas residuales domeésticas no tratadas representa un serio riesgo,
pues constituyen una importante fuente de agentes patdégenos como bacterias, virus,
protozoarios y helmintos (lombrices) que causan infecciones gastrointestinales en los
seres humanos y que también contienen toxinas quimicas muy peligrosas que
provienen de fuentes industriales y destaca la importancia de someter el agua
residual a un tratamiento eficiente, para su redso en el riego agricola, la cual resulta

sin menos contaminantes y dafios a la salud.

Pérez-Cordon et al. (2008), al analizar agua de pozos y acequias de riego destinada
al consumo y al riego de cultivos recolectados en diferentes distritos de la provincia
de Trujillo, Peru., lograron identificar G. lamblia, Blastocystis hominis, Entamoeba

coli, C. cayetanensis, Cryptosporidium spp, y Balandidium coli.

La concentracion de contaminantes basicos, metales pesados y cianuros para las
descargas de aguas residuales a aguas y bienes nacionales, no debe exceder el
valor indicado como limite maximo permisible. El rango permisible del potencial
hidrogeno (pH) es de 5 a 10 unidades (NOM-001-SEMARNAT-1996).

Para determinar la contaminacion por patdogenos:

Se debe tomar como indicador a los coliformes fecales. El limite maximo permisible

para las descargas de aguas residuales vertidas a aguas y bienes nacionales, asi



como las descargas vertidas a suelo (uso en riego agricola) son de 1,000 y 2,000
como numero mas probable (NMP) de coliformes fecales por cada 100 ml para el
promedio mensual y diario, respectivamente. (NOM-001-SEMARNAT-1996)

Para determinar la contaminacion por parasitos se tomara como indicador los
huevos de helminto:

El limite maximo permisible para las descargas vertidas a suelo (uso en riego
agricola), es de un huevo de helminto por litro para riego no restringido (forrajes,
granos, frutas, legumbres y verduras), y de cinco huevos por litro para riego
restringido (productos agricolas excepto legumbres y verduras que se consumen
crudas), lo cual se llevara a cabo de acuerdo a la técnica establecida en esta Norma

(NOM-001-SEMARNAT-1996)

2.2.1 La eutrofizacion como consecuencia de la contaminacion

Arcos et al. (2005), hablan de la eutrofizacion como la modificacién de la calidad del
agua, que ocasiona la descomposicion y el crecimiento de microorganismos de
origen fecal, provocando un riesgo para la salud humana. Por otro lado Avila y
Estupifidn (2013), hacen referencia a la eutrofizacion como el aumento en la carga
organica e inorganica de los cuerpos de agua debido al crecimiento de la poblacion,
las industrias, la urbanizacion, las actividades agropecuarias y el cambio climético y
que estos a la vez influyen en la calidad, reduciendo los usos potenciales de los

recursos hidricos que inducen la muerte de especies.

Roa y Cainizares (2012), sefialan que en diversos informes se habla sobre la
mortandad de ganado vacuno y aves silvestres que abrevaron en lagunas con

floraciones de Anabaena spiroides, Nodularia spugina, y otras cianobacterias debido



a que en ellas se encuentran altas concentraciones de toxinas, motivo por el cual en
Australia se han establecido ciertos limites de acuerdo a la calidad del agua, siendo
la concentracion de cianobacterias toxicas a un maximo de 15000 cél/ml, que

equivale aproximadamente a 5-10 ug/l de clorofila-a.

Las descargas domeésticas contienen una gran cantidad de materia organica y
nutrientes, que al llegar a los cuerpos receptores los eutrofican, es decir, producen
una sobre nutricibn que contribuye al crecimiento de algas, microorganismos,
plancton y animales bentdnicos. Esto puede originar que todo el oxigeno del cuerpo
de agua sea consumido y se produzca la anoxia, lo cual implica la muerte de peces y

malos olores (Arreguin et al., 1999).

2.3. Tipos de tratamientos aplicados al agua residual

El tratamiento de las aguas residuales comenz6 a fines de 1800 y principios del
actual siglo para evitar diversos problemas, se idearon y llevaron a la practica nuevos
métodos de tratamiento intensivo, como digestién de fangos, filtracidén intermitente en
arena, filtracion en lechos de contacto, aeracion de aguas residuales y proceso de

lodos (Rojas, 2002).

Para el retso de aguas residuales se aconseja realizar siempre un tratamiento
preliminar y primario; el tratamiento secundario, ademas de remover de manera
eficiente materia organica y solidos suspendidos, influye directamente sobre la
estructura de algunos compuestos, como los de nitrégeno, segun sean los

requerimientos del cultivo a irrigar y el tipo de suelo (Silva et al.,2008).



Los métodos y tecnologias de tratamiento pueden dividirse en dos grandes
grupos: los de tecnologia sencilla o apropiada y los de alta tecnologia o sofisticada.
El calificativo “sencilla” no implica baja eficiencia, sino que tales plantas tengan
consumos bajos de energia y utilicen sistemas basados en las transformaciones
naturales, por ejemplo las lagunas de estabilizacion y algunos sistemas de infiltracion
en suelos, o sistemas acuaticos y vegetales en los denominados humedales

(Arreguin et al., 1999 y Peasey et al., 2000).

El proceso anaerobio es llevado a cabo por un consorcio de microorganismos
especializados. Este proceso permite eliminar, al mas bajo costo, hasta el 80% de la

carga organica contaminante del agua (Antonio, 2002).

El tratamiento anaerobio—aerobio ha tenido una gran atencion en las ultimas décadas
debido a sus numerosas ventajas: bajo consumo de energia, bajo consumo quimico,
baja produccion de lodo, gran potencial de recuperacion de recursos, menor
requerimiento de equipo y facil operacién. Sin embargo tiene algunas limitaciones en
cuanto a altos tiempo de retencion hidraulica, requerimiento de espacio y la captura

de gas (Chan et al., 2009).

La aplicacion de técnicas de inmovilizacion de células para los procesos de
tratamiento de agua residual ha tenido mucha atencién udltimamente, esto ha
conllevado a la evaluacion de distintos tipos de inmovilizacion y una amplia variedad

de “soportes” (Srinu, 2012; Tommaso, 2002).

La inmovilizacién por unién puede lograrse mediante la adhesion espontanea de la

biomasa al soporte favoreciendo la remocion de materia organica. Se han aplicado
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varios materiales naturales (agar, colageno, alginatos, quitosan, coyonoxtle) y
materiales sintéticos (poliacrilamida, poliuretano, polietilenglicol, alcohol polivinilico)
como medio de soporte. Entre los distintos materiales disponibles, el prolipropileno
es el mas sencillo de usar, de bajo costo, poca toxicidad y alta estabilidad
operacional. Debido a estas caracteristicas, hay un interés creciente en el desarrollo
de nuevas aplicaciones. Este soporte provee una alta concentracion celular en el

reactor (Srinu, 2012; Tommaso, 2002).

Una investigacion detallada sobre los principales procesos de tratamiento empleados
en México reveld que las plantas de tratamiento, sin importar el sistema, eran
ineficientes debido a los problemas tanto operacionales como de mantenimiento. Sin
embargo, un tratamiento convencional es generalmente mas caro y menos eficiente
que el tratamiento no convencional. Se concluyé que esto se debia a una falta de
entendimiento del sistema, temas de seguridad e higiene, y un laboratorio
pobremente equipado y personal no calificado. Se han propuesto algunos planes
para asegurar la calidad del efluente juntos con estandares microbiolégicos para su

descarga o uso en irrigaciéon (Peasey et al., 2000).

La mayoria de los sistemas de tratamiento de efluentes de granjas porcinas a escala
real presentan bajas eficiencias de remocion de contaminantes debido a que se han
aplicado sistemas que no toman en cuenta la gran variacion de concentracion de
contaminantes de los efluentes de diferentes procesos productivos (Garzon-Zuiiga y

Buelna, 2013).
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2.3.1 Eficiencia de diferentes tratamientos aplicados al agua residual

Moreno et al. (1992), en un trabajo con muestras de agua con distinto grado de
contaminacion (con tratamiento primario y biolégico), aplicaron diez diferentes dosis
de radiacibn gamma de Co-60 en el intervalo de 6 a 37 kCy, a una razén de dosis de
25 kCy/h para definir la radiacidbn que podia remover contaminantes quimicos y
biolégicos, ya que la mayoria de las muestras sin irradiar presentaban poblaciones
de 10° a 10" microorganismos en 100 ml, obtuvieron como resultado que con 6 a 10

kGy se elimina hasta 5 6rdenes de magnitud de coliformes.

Garzén-Zufiga y Buelna (2013), presentan una investigacion sobre la variacion en la
composicién de 14 efluentes de granjas porcinas en México y la eficiencia de cinco
diferentes procesos de tratamiento aplicados provenientes de: fosa de
homogeneizaciéon o carcamo de almacenamiento; fosa con adicibn de enzimas;
digestor anaerobio de liquidos y sélidos (dalys); fosa de homogeneizacion + digestor
dalys; dalys + dos lagunas en serie, determinaron que el sistema que presento la
mejor eficiencia fue el digestor anaerobio de liquido y sélidos (dalys) operado con un
tiempo de retencién hidraulico (TRH) < 60 d, obtuvieron eficiencias de remocion de:
dos unidades logaritmicas de CF, sin embargo, la calidad del efluente no es
adecuada para ser descargado en cuerpos de agua ni para ser reutilizado en riego

agricola, por lo cual recomiendan un sistema aerobio.

Por otro lado Lahora (1998), realizé un trabajo en la EDAR de los Gallardos,
municipio de Almeria, para de determinar si el sistema de agua proveniente de una
laguna de maduracion que pasaba por un humedal con carrizos era apto para

reutilizar sus efluentes en riego agricola, sin incrementar el aporte de sales por agua
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aplicada, al analizar observd reducciones de coliformes fecales del 97% (dos
ordenes logaritmicos) y no detecto nematodos intestinales ni a la entrada ni a la

salida del humedal.

El uso de dos unidades de humedales construidos bajo la configuracion flujo vertical -
horizontal presentando altas tasas de remocion y permiten que el efluente tratado
cumpla con los estandares establecidos para reutilizacion, remueven coliformes
totales (3 unidades log), E. Coli (4 unidades log) y huevos de helmintos 90%.

(Riascos, 2014)

Empleando el tratamiento secundario con aireacion intermitente y el tratamiento
secundario + desinfeccién con cloro, se logr6é una calidad bacteriologica aceptable
para el riego de -cultivos de rabano, lechuga, acelga, y garantiza agua
bacteriol6gicamente segura, sin embargo, el cloro es un elemento que genera

problemas de toxicidad en el cultivo (Cisneros-Estrada y Gonzalez-Meraz, 2001).

Al utilizar un tratamiento de cuatro pasos: sedimentador (aceite, grasas, soélidos
sedimentables), dos barriles con grava y un receptor, el agua residual tratada cumple
con los estandares de calidad pero no para vegetales que no se cuecen (Al-

Hamaiedeh y Bino, 2010).

2.4. Normas oficiales mexicanas sobre calidad microbiologica del agua residual
Las normas oficiales mexicanas, son regulaciones técnicas de observancia
obligatoria que establecen reglas, especificaciones, atributos, directrices,
caracteristicas o0 prescripciones aplicables a un producto, proceso, instalacion,

sistema, actividad, servicio o0 método de produccidén u operacion, asi como aquellas
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relativas a terminologia, simbologia, embalaje, marcado o etiquetado. Estas son

algunas de las normas oficiales que norman actualmente (CONAGUA, 2015).

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, “Que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se

reusen en servicios al publico”.

Norma Mexicana NMX-AA-42-1987, Calidad del agua, determinacion del Numero
Més Probable (NMP) de coliformes totales, coliformes fecales (termotolerantes) y E.

coli presuntiva.

Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, Que establece los Limites Maximos
Permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y

bienes nacionales.

2.4.1 Calidad microbiolégica del agua residual utilizada en el riego de hortalizas
Torres et al. (2009), indican que debido el deterioro de los cuerpos de agua se debe
hacer una evaluacién de la calidad biolégica y asi tomar acciones de control y
mitigacion del nivel de riesgo, tomando siempre en cuenta los indices de calidad del
agua (ICA) y asi darle un tipo de uso, siguiendo una serie de parametros para su

determinacion.

Diaz-Sobac y Vernon-Carter (1999), informan sobre la existencia de evidencias, que
demuestran que el uso de agua de riego contaminada puede incrementar la
frecuencia de microorganismos patdgenos, y que el agua puede transmitir diversos

microorganismos como es el caso de E. coli, especies de Salmonella, V. cholerae,
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especies de Shigella, asi como C. parvum, G. lamblia, Cyclospora cayetanensis, los

virus de Norwalk y de la hepatitis.

Hernadndez et al. (2011), estudiaron pardmetros microbiologicos y quimicos del agua
de riego de la zona agricola de Barbacoas, estado Aragua, Venezuela, para
determinar calidad del agua de riego usada con fines agricolas, obtuvieron como
resultado, concentraciones de coliformes totales y coliformes fecales entre 3x10° —
4x10° NMP/g o mL, y con respecto a los protozoarios, la concentracién en agua fue
de 10° protozoarios/mL, sobrepasando los limites establecidos por la norma oficial
para la calidad de agua en Venezuela.

2.4.2 Indicadores microbiolégicos para determinar contaminacion del agua
residual

Arcos et al. (2005), destacan que los microorganismos indicadores son aquellos que
tienen un comportamiento similar a los patégenos, y que estos deben responder al
ambiente y principalmente que relnan ciertas caracteristicas y sean de féacil
identificacion.

Gil et al. (2011), utilizaron microorganismos indicadores (Coliformes Totateles,
Coliformes Fecales, E. coli y Salmonella) y otros microorganismos (protozoarios y
helmintos) asociados a la calidad del agua para poder saber qué tipo de
contaminacion sufria laguna de toda la zona central de Venezuela, al analizar
obtuvieron como resultado presencia de helmintos y coliformes fecales provenientes
del agua de desague, presencia de E. coli, y protozoarios en la totalidad de las

muestras de aguas analizadas, con valores de 4333 a 5750 microorganismos/L.
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Campos-Pinilla et al. (2008), debido a problemas que causan los residuos tanto de
origen doméstico como industrial a nivel ambiental y de salud publica, proponen el
uso de indicadores de contaminacion fecal (bacterias, virus y parasitos), y para
conocer la presencia, concentracion y comportamiento de indicadores bacterianos
(coliformes fecales), virales (fagos somaticos y fagos especificos) y parasitarios
(huevos de helminto, Giardia spp., y Cryptosporidium spp.) para lo cual se realizaron
varios muestreos en aguas superficiales, subterraneas, sistemas de potabilizacion y
depuracion en la Sabana de Bogota (Colombia), al terminar obtuvieron como
resultado presencia de los indicadores propuestos en todas las muestras de agua y
concentraciones similares a las encontradas en otros paises con condiciones

ambientales diferentes.

2.4.3 Métodos para determinar la calidad microbioldgica del agua residual

Sanchez-Pérez et al. (2000), realizaron un estudio en la regién fronteriza de Chiapas
para determinar la calidad bacterioldgica del agua (CBA) estimada mediante métodos
directos, utilizando la técnica de filtracibn por membrana, con pruebas presuntivas y
confirmatorias (NMP), para la identificacion de coliformes totales, dando como
resultado que un 31% de las muestras analizadas fueron de buena calidad
bacteriol6gica en la cual destacan que en las 36 muestras de agua (de un total de 46

muestras de agua que dieron positivo al grupo de coliformes fecales).

Ramirez et al. (2009), para determinar la calidad microbiolégica (coliformes totales,
coliformes fecales y amibas de vida libre) del acuifero de Zacatepec, Morelos,
utilizaron la técnica de filtracibn con membranas, obteniendo como resultado que

todos los pozos presentaban contaminacion por coliformes totales, aislaron 22
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especies pertenecientes a 16 géneros; el mas frecuente fue Hartmannella con 38%

asociado a infecciones oculares y cerebrales en humanos.

Arnedo et al. (2008), al evaluar la aplicacion de técnicas de tincion de Kinyoun e
inmunofluorescencia, para el monitoreo peridédico de la calidad parasitolégica del
agua residual del sistema de lagunas de estabilizacion "Planta de Tratamiento de
Aguas Servidas Sur* de la ciudad de Maracaibo, Venezuela, detectaron
Cryptosporidium sp. en 100% de las muestras analizadas debido a esto se llego a la

conclusién de que este tipo de agua no puede ser utilizada con fines de irrigacion.

2.5. Calidad de hortalizas regadas con agua residual

Los cultivos presentan distintos tipos de peligros a la salud tomando en cuenta el uso
del cultivo, el tiempo que paso entre la cosecha y el consumo y el proceso gue sigue
a la cosecha. Aquellos que son consumidos sin cocer, pelar u otro proceso poseen
ser los mas peligrosos. Ademas, las areas de riego de paisaje a los cuales el ser
humano esta frecuentemente expuesto, tales como parques y césped, poseen un
peligro alto de transferir patégenos a los humanos (Trooien y Hills, 2007; Peasey et

al., 2000).

Rivera-Vazquez et al. (2007), en un estudio realizado informan sobre la importancia
del consumo de hortalizas para la salud humana y que a la vez algunos de estos
productos estan expuestos a contaminacion de tipo biolégico y quimico, situacion
gue genera un riesgo para la salud. Diaz-Sobac y Vernon-Carter (1999), indican que
la calidad esta directamente relacionada con el cumplimiento de las leyes
correspondientemente establecidas, donde un producto sera de buena calidad

cuando se acoja a la legislacion vigente, cubra los requisitos establecidos por el
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cliente, retna las caracteristicas esperadas por los consumidores e incorpore, a lo
largo del tiempo, todas las nuevas y cambiantes exigencias y que la perdida de dicha

calidad en frutas y hortalizas.

Puig et al. (2013), hacen énfasis sobre el consumir frutas y hortalizas, pero en este
caso sefialan que si estas son consumidas sin ningun tipo de coccidén, son
potencialmente peligrosas en caso de que exista contaminacion, y que los riesgos
bioldgicos asociados a los productos horticolas estan relacionados con las malas
practicas de produccion, como por ejemplo el empleo de agua de riego contaminada,
el uso de desechos biolégicos sdélidos como fertilizante sin tratamiento o con
tratamiento inapropiado, entre otros, y que las hortalizas dependen de estos factores
para su calidad.

2.5.1 Determinacion de calidad microbiolégica en hortalizas regadas con agua
residual

Cisneros-Estrada y Gonzalez-Meraz (2001), en una investigacion en invernadero,
incluyen la calidad sanitaria en cultivos agricolas regados con agua residual de
distinta calidad, reportan concentraciones promedio de C.F. de 1.3 x 10° NMP/100 ml
de agua, es decir concentraciéon ligeramente superior a lo que marca la NOM-001-
ECOL-1996. Debido a esto recomiendan aplicar una desinfeccion para que el

promedio de coliformes fecales sea menor.

Rivera et al. (2009), determinaron el nivel de coliformes fecales y la frecuencia de E.
coli en 85 muestras de hortalizas, obtenidas de los principales mercados de

Cajamarca, al hacer esto obtuvieron como resultado que el 40% de muestras
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presentaron coliformes fecales, con elevado numero mas probable por gramo

(NMP/g) e importante frecuencia de E. coli en perejil y lechuga.

Villanueva y Silva (1998), al analizar 165 verduras de 11 especies diferentes,
empleando los métodos de concentracion por flotacion de Faust (examen
coproparasitorio cualitativo de concentracion por centrifugacion y flotacion) y de
filtracion simple (agua de lavado, pasado por una serie de filtros con el fin de retener
los quistes, huevos y larvas de parasitos). En el filtrado obtenido se buscaron los
parasitos y se obtuvieron 77.57 y 73.33% de contaminacion, respectivamente. E. coli
registro frecuencias de 58.18% y 44.84%, G. lamblia de 25.45% y 21.21%, Ascaris

sp. de 13.93% y 18.18%, T. trichiura de 9.69% con el método de filtrado simple.

2.5.2 Métodos para determinar calidad microbiolégica en hortalizas

Camacho et al. (2009), destacan la importancia del tamafio de las poblaciones
microbianas las cuales pueden estar presentes en un alimento y que van desde
algunos miles hasta varios millones de células por gramo, ya que para su
determinacién cuantitativa se requiere la preparacion de diluciones conocidas de la

muestra.

Anderson et al. (2010), para analizar 30 muestras de vegetales utilizaron las técnicas
de Hoffman, Pons y Janer (HPJ) y Faust (F), obtuvieron como resultado que de las
muestras analizadas el 46.6 % resulté positivo, observaron Balantidium coli (20.0%
de la contaminacion), Entamoeba coli (21.6%), Entamoeba histolityca (5.0%),
Trichuris trichiura (3.3%) y Strongyloides stercoralis (2.5%), destacando que la
técnica HPJ fue mas eficaz en la deteccion de huevos, larvas de helmintos y quistes

de protozoos en las hortalizas estudiadas.
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Vega et al. (2005), analizaron nueve hortalizas que son utilizadas comunmente en la
dieta del habitante del Distrito Federal durante el periodo octubre 2003 a marzo 2004,
utilizaron el método del nimero mas probable (NMP), descrito en la horma NOM-
112-SSA1-1994. Dicho método consta de una prueba presuntiva y una confirmativa,
los resultados mostraron que febrero de 2004 fue el mes en donde se presento la
mayor cantidad de estas bacterias en las hortalizas, cinco de ellas superaron el valor
permitido de coliformes fecales (>110 NMP/g). En los meses de enero y marzo de
2004 se detectaron el mismo numero de hortalizas con esta caracteristica (cuatro); le
siguen octubre con tres y noviembre con una, que superan el valor permitido de
estas bacterias, diciembre de 2003 es un mes en donde la cantidad de coliformes
fecales en las hortalizas disminuyd notablemente, ya que el nUmero mas alto de
estos microorganismos fue de 2.8 NMP/g y ninguna de las nueve hortalizas

analizadas superé el valor permitido
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lll. MATERIALES Y METODOS:

3.1. Descripcion del sitio:

La presente investigacion se realizd en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, localizada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. El trabajo se llevé a cabo
en dos fases, las cuales se realizaron en el invernadero nimero uno perteneciente al
Departamento de Horticultura y en el Laboratorio de Biologia perteneciente al
Departamento de Botanica, ubicados en la misma Institucion. El invernadero cuenta
con una dimensién de 160 m?, con orientacién Sur - Norte, estructura de perfil tubular
rectangular (PTR) galvanizada de dos pulgadas y cubierta de polietileno calibre 6000

tfransparente.

3.2. Caracteristicas climéaticas:
El invernadero cuenta con dos extractores al frente, muro humedo en la parte
posterior, dos calentadores tipo centinela que mantienen la temperatura a 32°C

durante el diay 16 a 17°C durante la noche y una humedad relativa maxima de 45%.

3.3. Procedimiento:

En la primera fase de este experimento se prepararon 20.4 kg de sustrato total antes
del llenado de las bolsas 80% peat moss con fibra de coco y 20% de perlita, se
humedecio hasta alcanzar el nivel maximo de saturacion y se dejo durante un dia
antes del llenado de las bolsas, se analizo el pH, haciendo la prueba con 50 ml del
sustrato, al cual se le agrego 100 ml de agua destilada, se mezclé muy bien, se dejo
reposar 30 minutos y se paso por un colador, después de esto se obtuvo como

resultado un pH de 4.9 se hizo un ajuste, con la aplicacion de 6.4 g de bicarbonato
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de sodio, se volvio a tomar el dato y el pH final fue 5.59 con una conductividad
eléctrica de 0.384 S/cm; (siemens por centimetro), se utilizaron 24 bolsas de
polietileno color negro de 1kg de capacidad que se llenaron con 850 g de sustrato
cada una, se colocaron 3 semillas de Rabano (Raphanus Sativus L.) var. Champion
por bolsa y se acomodaron en cajones subdivididos en tres secciones cada uno,
siguiendo un disefio de bloques completamente al azar. El primer riego se aplico,
antes de la siembra con 20 ml de agua destilada para conservar la humedad de cada

bolsa.

Se aplicaron tres tratamientos: agua residual municipal sin tratar (con ajuste de
nutrientes), proveniente de la planta tratadora del Bosque Urbano “Ejército Mexicano”
localizada en Saltillo, Coahuila, México, agua residual municipal tratada por un
sistema anaerobio/aerobio/humedal (con ajuste de nutrientes) proveniente de la
Universidad Autdbnoma Agraria Antoni Narro y (testigo) solucion nutritiva (Steiner)
preparada en la misma universidad. Los diferentes tratamientos utilizados como riego
fueron preparados y medidos en un volumen igual (4.5 L de cada tratamiento), se
aplicaron 150 ml por bolsa cada tercer dia durante todo el ciclo vegetativo del cultivo
de manera manual y directamente al tallo. Se analizé6 pH de cada tratamiento y se
realiz6 un ajuste si era necesario. Después de la emergencia se hizo un aclareo con
el cual se dejo solo una planta por cada bolsa, y al concluirse los 30 dias se llevo a
cabo la cosecha, para posteriormente trasladar las plantas al laboratorio y realizar el

analisis de coliformes y huevos de helmintos
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Figura 1. Procedimiento de la primera fase del experimento: a)
acondicionamiento de cajones para el acomodo de tratamientos, b)
preparacion de sustrato, c) tratamientos para el riego, d) distribucion de
tratamientos, e) plantas a los 30 dias.

3.3.1 Variables dependientes consideradas en este trabajo: determinacion de
presencia y concentracion de coliformes y huevos de helmintos en el agua residual
antes de ser aplicada como riego, en raices y hojas del rabano después de su
cosecha, las cuales se realizaron de la siguiente manera:

3.3.1.1 Determinacion de coliformes fecales en el agua residual utiliza como
tratamientos.

Para la determinacion de coliformes fecales en el agua residual se utilizo la técnica
de los tubos multiples establecida por la UNAM (2015) y la NMX-AA-42-1987, que
esta dividida en dos pruebas: para realizar este método se basa en la inoculacion de
alicuotas de la muestra, diluida o sin diluir, en una serie de tubos de un medio de

cultivo liquido conteniendo lactosa.

Prueba presuntiva: se utilizaron 15 tubos de ensaye, a 5 tubos se les agrego 10 ml
de caldo lauril sulfato de sodio (CLSS) a doble concentracion (2x), y a los 10 tubos
restantes se les agrego 10 ml de CLSS a concentracion 1x. A cada tubo se le inserto
una campana Durham invertida, las cuales se llenaron de este mismo medio. Estos
tubos se esterilizaron durante 12 minutos, a 121°C. Los primeros 5 tubos se

inocularon con 10 ml de la misma muestra, previamente homogenizada; a los cinco
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siguientes tubos se les agrego 1ml (c/u), y para los dltimos cinco se les adiciono
0.1ml de la muestra (c/u). Se incubaron a 35+0.5°C por 48 horas (incubadora HACH
modelo 205), para posteriormente observar turbidez y presencia de burbujas

(fermentacion de la lactosa).

Interpretacion: si se observa burbuja en la campana de Durham y turbidez en el
medio, los tubos seran positivos. Si solo se presenta una de estas condiciones, 0
ninguna, se consideran como negativos, solo se anotan los tubos positivos. Si el total
de los tubos son negativos, el examen se da por terminado, reportando la ausencia
de coliformes totales y fecales en la muestra analizada. Si hubiera uno solo positivo,

se realiza la prueba confirmatoria

Prueba confirmativa: se colocaron 5 ml de caldo verde bilis brillante (CVBB) al 2%
en 15 tubos de ensaye junto con su campana Durham invertida y previamente llena
con este mismo medio. También se prepararon 15 tubos de ensaye con 5 ml de
Medio EC (MEC), cada uno, junto con su campana Durham invertida y previamente
llena con este mismo medio. Ambos se esterilizaron a 121°C por 15 min. Ya a
temperatura ambiente, cada uno de los tubos de la prueba presuntiva se inoculo (60
pl c/u) tanto en tubos con CVBB y en un tubos con MEC. Los 15 tubos con CVBB se
incubaron a 35+0.5°C por 48 horas; los 15 tubos con MEC se incubaron a 44+0.5°C
por 48 horas. Al término este tiempo, solamente se tomaron en cuenta los tubos que

presentaron tanto turbidez como burbuja en la campana Durham.

Interpretacion: si se observa turbidez y produccion de gas: la prueba se considera
positiva, debiendo anotar el nUmero de tubos positivos para posteriormente hacer el

calculo del NMP.
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Técnica de las diluciones: se utilizaron 10 tubos de ensaye que contenian 9 ml
CLSS, a los cuales se les coloco una campana de Durham llena e invertida, se
esterilizaron como se indicé en el procedimiento anterior, y posteriormente se
hicieron las diluciones seriadas, esta prueba ser realizé por triplicado, los tubos se
incubaron 48 horas y se reportaron los datos obtenidos. Como se indicé en la técnica
de los tubos multiples, se prepararon de igual manera 10 tubos con CVBB y 10 tubos
con MEC. Para la prueba confirmativa en esta técnica, se inoculo cada uno de los
tubos que dieron positivos tanto para turbidez como para burbuja, y se inocularon 60
pl en un tubo con CVBB y 60 pl en un tubo con MEC. Se incubaron y se reportaron

los resultados positivos (NMX-AA-42-1987).

Técnica de los tubos multiples

Prueba presuntiva:

Figura 2. Determinacién de coliformes fecales en el agua residual utilizada
como tratamientos: a) preparacion de CLSS, b) llenado de campana Durham y
tubos con CLSS y muestra de agua residual, c) observacion de burbuja en la
campana de Durham y turbidez en el medio, d) llenado de tubos con CVBB y
MEC con campana Durham invertida, e) tubos con CVBB y MEC inoculados con
muestra de tubos de la prueba presuntiva, f ) observacién de burbuja en la
campana de Durham y turbidez en ambos medios.
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3.3.1.2 Analisis de presencia de huevos de helmintos en el agua residual utiliza

como tratamientos

Para el analisis de presencia de huevos de helmintos en el agua residual se utilizo la
técnica de WHO (OMS), escrito por Ayres et al. (1996). A continuacion se describe
los pasos de esta técnica: se recolectaron 20 litros de agua residual en un
contenedor, y permitié la sedimentacion por 1 — 2 horas (contenedor con abertura en
la parte superior, de paredes rectas ya que esto permite una remocion mas sencilla
del sobrenadante y permite enjuagar bien el contenedor). Para posteriormente se
elimind 90% de materia sobrenadante con una bomba peristaltica (marca Simon,
modelo U.A. de C.), después de esto el sedimento se transfirié a uno o mas tubos de
centrifugacion segun el volumen obtenido, posteriormente los tubos se colocaron en
una centrifuga (DAMON/IEC DIVISION, modelo IEC HN-SII), para ser centrifugados
a 1000 revoluciones por minuto (RPM), durante 20 minutos, (enjuagar con solucion
detergente si quedan residuos), después de esto se transfirieron todos los
sedimentos a un solo tubo y se volvidé a centrifugar bajo las mismas condiciones (a
1000 revoluciones por minuto (RPM), durante 20 minutos), después de haber sido
centrifugados se suspendid el sedimento en un volumen igual del tampoén (volumen
de sedimento obtenido) con buffer de acido acetoacético (C4HgO3), (si el sedimento
es de menos de 2 ml, se afade hasta 4 ml), posteriormente se le agregaron dos
volimenes de acetato de etilo (C4HgsO,) o de éter, se homogenizO en un vortex
(SCILOGEX, MX-S) y nuevamente se centrifugd durante 20 minutos y por
consiguiente la muestra se separo en tres fases distintas. Se registré el volumen del
sedimento, el cual contenia los huevos de helmintos, se retird6 el material

sobrenadante y se suspendié nuevamente el sedimento en cinco voliumenes de
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solucion de sulfato de zinc (ZnSQOy) (ej. si el volumen de sedimento es 1 ml, agregar 5
ml de solucion). Se registré el volumen del producto final. Se mezclé la muestra
vigorosamente con el vortex. Rapidamente se removié una alicuota con una pipeta
Pasteur y se transfirid a una camara McMaster para observacion (se requiere al
menos un volumen de 1.5 ml para llenar una camara). Se dejo reposar la camara en
una superficie plana por 5 minutos. Esto permiti6 que los huevos de helmintos
flotaran hacia la superficie. Se colocé la camara en el microscopio y se usaron los
objetivos con los aumentos de 10x y 40x. Para la identificacion de los huevos
helmintos solo se observo (densidad) dentro de la cuadricula en ambas camaras en
base al manual de Ayres y Duncan (1996), Espinosa y Rios (2014) asi como de

informacion publicada por la Dra. Uribarren (2015)

Figura 3. Metodologia para el andlisis de presencia de huevos de helmintos en
el agua residual utilizada como tratamientos: a) sedimentacion y eliminacion
sobrenadante, b) ART y c¢) ARC sedimentos centrifugados, d) ART y e) ARC
sedimentos suspendidos con buffer (acido acetoacético y acetato de etilo), f) ART y
g) ARC sedimentos transferidos a tubos de centrifugacion, h) ART y i) ARC
separacion de muestra en tres fases después de la centrifugacion, j) observacion de
muestra en microscopio.
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3.4 Analisis microbiol6gico referente a coliformes totales, coliformes fecales y

huevos de helmintos contenidos en el rdbano regado con los tres tratamientos

3.4.1 Determinacion de coliformes fecales y totales: el andlisis microbiol6gico se
hizo al final de los treinta dias que le lleva al rdbano desarrollarse. Se hizo una
relacion peso — volumen para determinar la cantidad de agua para cada unidad de
rabano de acuerdo a su peso, en la cual se tomd como base que por cada 10g de
muestra se le adicionan 90 ml de agua estéril. Se lavaron raices y hojas con agua
destilada para quitar el sustrato y posteriormente se pesaron las unidades de rabano,
que consistid en hojas y raices por separado y se colocaron en una bolsa plastica

ziploc.

Se corté cada muestra en trozos pequefios con un cuchillo estéril y se colocaron en
un mortero que previamente fue esterilizado, se le adiciono un volumen de agua
estéril y se machacé la muestra hasta obtenerse una suspensidn completa y
homogénea. Esta suspension se colocé en frascos previamente esterilizados y
etiquetados, se dejé reposar la muestra durante 30 min, ya lista esta solucion se
procedié determinar coliformes fecales utilizando la técnica de los tubos multiples y la
de diluciones que anteriormente fueron descritas en la determinacion de coliformes

fecales en agua residual antes de ser aplicada como riego (Camacho, 2009).
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Técnica de los tubos multiples

Prueba presuntiva:

Figura 4. Determinacion de coliformes fecales y totales contenidos en el
rabano regado con los tres tratamientos: a) rdbano a los treinta dias y material
estéril, b) lavado del rAbano, c) pesado de unidades (hojas y raices) por separado, d)
y e) unidades de rabano en mortero estéril, machacado y adicién de agua estéril, f)
mezcla homogénea en frascos estériles, g) y h) llenado de campana Durham y tubos
con CLSS, i) adicion de muestra de rdbano, j) observacién de burbuja en la campana
de Durham y turbidez en el medio, k) tubos con CVBB y MEC con campana Durham
invertida, inoculados con muestra de tubos de la prueba presuntiva, |) observacion
de burbuja en la campana de Durham y turbidez en ambos medios.
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3.4.2 Determinacion de huevos de helmintos: se hizo una relacién peso — volumen
para determinar la cantidad de agua para cada unidad de rabano de acuerdo a su
peso, en la cual se tom6 como base que por cada 10 g de muestra se le adicionan 90
ml de agua estéril. Se lavaron raices y hojas con agua destilada para quitar el
sustrato y posteriormente se pesaron las unidades de rabano, que consistio en hojas
y raices por separado y se colocaron en una bolsa plastica ziploc. Se corté cada
muestra en trozos pequefios con un cuchillo estéril y se colocaron en un mortero que
previamente fue esterilizado, se le adiciono un volumen de agua estéril y se machacé
la muestra hasta obtenerse una suspension completa y homogénea, se agregé en
frascos previamente esterilizados y etiquetados, se dejo reposar la muestra durante
30 min, ya lista esta solucion se procedié a realizar la misma metodologia de la
técnica de WHO (OMS), escrito por Ayres et al, (1996). Al tener las soluciones se
procedié a observar en el microscopio e identificar los tipos de huevos presentes

tanto en hojas como en raiz para cada uno de los tratamientos.

Figura 5. Determinacién de huevos de helmintos contenidos en el radbano
regado con los tres tratamientos: a) sedimentacién y eliminacion sobrenadante,
b) transferencia de sedimentos a tubos de centrifugacién, c) sedimentos
centrifugados y suspendidos con buffer (acido acetoacético, d) homogenizacion en
vortex, e) adicion de acetato de etilo y separacion de muestra en tres fases después
de la centrifugacion, j) suspensiéon con solucién de sulfato de zinc y de observacion
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3.5 Disefio experimental:

Se utilizaron tres tratamientos y cuatro repeticiones.

Los tratamientos utilizados fueron:

T1= agua residual municipal sin tratar (con ajuste de nutrientes).

T2= agua residual municipal tratada por un sistema anaerobio/aerobio/humedal (con

ajuste de nutrientes).
T3= (testigo) solucion nutritiva (Steiner).

Para el andlisis de datos en cuanto a concentracion de coliformes fecales y totales se
estimaron medias y promedios en base a la NOM-003-ECOL-1997. Esto se hace
mediante tablas estadisticas establecidas por la NMX-AA-42-1987 (tabla de indice
del NMP y limite confiable de 95% para varias combinaciones de resultados positivos
y negativos cuando se usan: 5 tubos con porciones de 10 cm® en cada uno, 5 con
porciones de 1cm® y con 5 porciones de 0.1 cm®), para calcular el nimero mas
probable (NMP) de organismos coliformes, organismos coliformes termo tolerantes y
E. coli que pueda estar presente en 100 cm®de muestra, a partir de los nimeros de
los tubos que dan resultados positivos. Si se observa turbidez y produccion de gas: la
prueba se considera positiva, y se anota el nUmero de tubos positivos, utilizando un
codigo por ejemplo [5, 3, 3,] para efecto del calculo del NMP. Si en ninguno de los
tubos se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez se consideran
negativos. Esos 3 numeros se obtienen al anotar el numero de tubos positivos de la

primera serie de 5 tubos, la segunda serie y la tercera serie.
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Para el analisis de datos de la determinacion de presencia de huevos de helmintos
solo se observo (densidad) dentro de la cuadricula en ambas camaras y se
identificaron utilizando la técnica de WHO (OMS), escrito por Ayres y Duncan (1996),
asi como en base al manual de Espinosa y Rios (2014) y de informacion publicada

por Uribarren (2015).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de concentracion de coliformes obtenidos en las muestras de
los efluentes

Los resultados de concentracion de coliformes obtenidos en las muestras de los
efluentes antes de establecer el cultivo y utilizados como tratamientos se muestran
en la Tabla 1. Se observa que el tratamiento Steiner no presenta ni coliformes ni
huevos de helmintos y era de esperarse, debido a que esta solucion fue preparada
con nutrientes minerales y agua destilada. En cambio el agua residual cruda (ARC),
muestra altas concentraciones de coliformes fecales (CF) y coliformes totales (CT),

valores que son superiores a los valores de CT y CF del agua residual tratada (ART).

Tabla 1. Coliformes presentes en los efluentes aplicados utilizados para riego
de un cultivo de rabano (Raphanus sativus L.) var. Champion.

Tratamientos Coliformes totales Coliformes Fecales
(NMP/100 ml) (NPM/100 ml)

ARC 7x10’ 1x10°

ART 1x10* 46

Solucion Steiner 0 0

ARC: Agua residual cruda
ART: Agua residual tratada (humedal)
NMP: Nimero Mas Probable.

El resultado de concentracion de C F en ARC de esta investigacion es menor a
comparacion de los datos reportados por Rivera et al. (2007), reportan datos de 1.6 x
10* a 2.4 x 10’ NMP /100 mL™ para CT y de 1 x 10* a 2.4 x 10’ para CF en aguas
residuales no tratadas, descargadas en rios de Texcoco.

Por otra parte los resultados de la concentracibn de CT en ART es inferior a la

obtenida por Ramon et al. (2009), ya que ellos reportaron una concentracion de 1.6 x
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10" NMP/100ml (agua de lagunas de oxidacién en serie); otro estudio realizado en
agua proveniente de lagunas de estabilizacion presento concentraciones de 4.02 x
10® NMP/100ml para CT y 1.09 x 10°> NMP/100ml para CF (Valbuena et al., 2002).

Al comparar los resultados de estos autores con los obtenidos en esta investigacion
indican que el ART utilizada en este caso tiene menor carga de coliformes fecales.
Por otro lado Gonzéalez et al. (20014), al hacer el recuento de bacterias totales
detectaron 3.9 x 10° UFC/ ml, 2.4 x 10* /100ml coliformes fecales y 2.1 x 10* /100 ml
enterococos.

Este resultado muestra que el ART puede ser empleada en servicios al publico con
contacto indirecto u ocasional como lo es el riego de areas verdes y jardines, pero no
para servicios al publico con contacto directo como lo es el riego de hortalizas, sobre
todo aquellas que se consumen sin coccion, debido a que no sobrepasan las 1,000
NMP/100 ml que establece la NOM—-003—-ECOL-1997como limite maximo permisible
en cuanto a coliformes fecales.

4.2 Resultados del andlisis de coliformes en muestras de rabano regadas con
efluentes residuales

Los valores promedio de la determinacion de coliformes contenidos en hoja y raiz de
rabano regado con tres diferentes efluentes (dos tratamientos y un testigo) se
muestran en la Tabla 2. El rdbano regado con el efluente testigo no presento
contaminacion por coliformes contrario, a los rdbanos regados con agua residual
tratada y agua residual cruda.

Los resultados obtenidos en esta investigacién son similares a los obtenidos por
Monge et al. (1996), estos autores muestran concentraciones de 61.5x10° a 9.6 x 10’

para CF en muestras de hortalizas regadas con ARC.
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Por otro lado Cisneros et al. (2001), presentan concentraciones de 1x10° NMP/100
ml para CF, en muestras de rabano y otras hortalizas cultivadas bajo condiciones de
invernadero con aplicacion de diferentes efluentes: agua potable como testigo; agua
residual tratada con desinfeccion (ATCD) y agua residual tratada sin desinfeccion
(ATSD). En esta investigacion a pesar de no realizar una desinfecciéon con cloro,
después del tratamiento, se detectaron CF en ordenes de 10° tanto para rabanos
regados con ART como para AC, concentrdndose en mayor cantidad en las hojas, lo
gue pudiera atribuirse al riego manual y al posible contacto debido a que el disefio
del experimento fue bloques completamente al azar.

Los resultados de los analisis microbiologicos del rAbano (hojas y raiz), muestran que
no son aptos para consumo humano, debido a que sobrepasan las 240 NMP/100 ml|
gue establece la NOM—-003-ECOL-1997 como limite maximo permisible en cuanto a

coliformes fecales.

En el analisis inicial la cantidad de CF de los efluentes era menor a la del andlisis del
cultivo de rabano, una hipoétesis acerca de esto puede ser que se hayan concentrado
debido al constante riego y posiblemente a la proliferacibn de estos

microorganismos.

Las coliformes totales constituyen géneros como Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, Serratia, Hafnia, etc., mientras que las coliformes fecales
estdn constituidas por géneros termoresistentes E. coli y algunas cepas de

Enterobacter y Klebsiella. Por tal motivo las CT son mas numerosas que las CF.

Los resultados de CT y CF seflalan que las coliformes se concentran en mayor

cantidad en la raiz, siendo esta la parte comestible del rabano.
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De acuerdo a la norma en mencion solo el rdbano regado con solucién Steiner al

100% cumpliria como agua para riego de hortalizas para consumo humano.

Tabla 2. Valores promedio de coliformes en muestras de hoja y raiz de rabano
(Raphanus sativus L.) var. Champion regados con efluentes residuales.

Tipo de riego Muestra Coliformes totales Coliformes fecales
(NPM/100 ml) (NPM/100 ml)
ARC Hojas 28x10* 3.25x10°
Raiz 3.25x10* 3.25x10°
ART Hojas 2.05x10°3 2.05x10°3
Raiz 1.825x 103 1.825x 103
STEINER Hojas 0 0
Raiz 0 0

ARC: Riego con agua residual cruda; ART: Riego con agua residual tratada (humedal); NMP: NUmero
Mas Probable.

4.3. Resultados de la identificacion de huevos de helmintos en muestras de

agua residual

Al analizar agua residual se observo poca abundancia de Hymenolepis sp (< 1 h/l) en
muestras de ART, mientras que en muestras de ARC se encontr6 muy abundante la
presencia de Ascaris lumbricoides maduro (< 5 h/l) y Enterobius vermicularis (< 1 h/l)

en poca abundancia de acuerdo a la NOM-003-ECOL-1997 (Figura 6).

Figura 6. Huevos de helmintos encontrados en el agua residual: a) Hymenolepis
sp., b) Ascaris lumbricoides (maduro), c) Enterobius vermicularis.
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Estos datos son similares a los reportados por Valbuena et al. (2002), ya que
detectaron Ascaris sp. y Ancylostoma sp en muestras de ARC y ART proveniente de
lagunas de estabilizacion. Por otro lado Ortiz (2012), al analizar muestras de ARC y
ART de un sistema que comprende tratamiento primario de cribado, desarenado y
tratamiento secundario donde se utiliza un zanjon de oxidacion y un sedimentador,
observé parasitos de Ascaris sp, Uncinaria sp, Hymenolepis diminuta, Tricocéfalo,
Hymenolepis nana en ARC, y Ascaris sp, Uncinaria sp, Tricocéfalo en ART.
SiendoAscaris sp el parasito mas predominante, en un 92,5 % de las muestras de

ARC.

Por otra parte en un estudio sobre la eficiencia de remocién Platzer (2002), reporto
gue en un Sistema de Humedales de Flujo superficial que incluye una tapa de
pretratamiento, tratamiento primario y tratamiento secundario (formado por cuatro
unidades de biofiltro que operan en paralelo e independientemente), y proporciona
un tiempo de sedimentacion de dos horas, material de relleno (escorias volcanicas
conocidas como hormigén rojo y piedra volcanica negra, piedrin) y diferentes
variedades de plantas macrofitas y pastos (Canna glauca unidad |, Pennisetum
purpureum unidad Il, Phragmites australis unidad 11l Y Typha dominguensis, Cyperus
articulatus L. y Phalaris arundinacea unidad IV) con un tiempo de retencién hidraulica
(TRH) de 3.5 dias en cada unidad a temperatura ambiente, logré remover 99.6% de
huevos de helmintos y solo fueron detectados 2 larvas en todas las muestras
analizadas. Estos resultados son similares a esta investigacion, las muestras
correspondian a agua residual municipal tratada por un sistema

anaerobio/aerobio/humedal (con ajuste de nutrientes) con un tiempo de retenciéon
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hidraulica (TRH) total de 240 horas (10 dias) a temperatura ambiente y solo se

encontré un huevo.

4.4 Resultados de presencia de huevos de helminto en las muestras del rAbano

Los resultados de las muestras del rdbano regado con ART mostraron baja
abundancia de Metastrongylus sp en muestras de hojas y en las muestras regadas
con ARC se encontrd alta abundancia de Ascaris (no fertilizado) y Diphyllobothrium

latum tanto en hoja como raiz (Figura 7).

a) ART b) ARC

Figura 7. Huevos de especies de helmintos encontrados en muestras de
rabano: a) Metastrongylus sp, b) Ascaris (no fertilizado),c) Diphyllobothrium

Los resultados de las muestras de rabano regado con ARC de esta investigacion son
diferentes a los obtenidos por Monge et al., (1996) ya que reportaron presencia de
Cryptospoidium sp, Entamoeba coli y Entamoeba histolytica. En otro estudio se
realizaron evaluaciones para determinar la contaminacion de lechugas con
enteroparasitos que fueron regadas con ARC, se logré identificar Strongyloides sp.,
Anquilostomideos, Entamoeba histolytica, Entamoeba coli, Ooquistes de Toxoplasma
gondii, Toxocara sp., Blastocystis hominis y Endolimax nana, (Traviezo-Valles et al.,

2004).
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Por otro lado los resultados de las muestras de rabano regado con ART difieren de
los resultados obtenidos por Cisneros et al., (2001) ya que ellos reportan nula
presencia de huevos de helminto en muestras de rabano regado con ART (con

previa desinfeccion por cloro).
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V. CONCLUSIONES:

Los resultados de esta investigacion demuestran que es posible disminuir la
concentracion de microorganismos patdogenos como las bacterias coliformes y
huevos de helmintos de las aguas residuales crudas a través de un tratamiento

secuencial biologico.

Se rechaza la hipoétesis planteada, “el cultivo de rdbano regado con agua residual
tratada tendra la calidad microbioldgica para retso con contacto directo de acuerdo a

la NOM-003-SEMARNAT-1997¢.

El ART no puede ser empleada para servicios al publico con contacto directo ya que
sobrepasan las 240 NMP/100 ml que establece la NOM-003-SEMARNAT-1997 como

limite maximo permisible en cuanto a coliformes fecales.
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