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Resumen

Los humedales artificiales son tecnologias no convencionales para el tratamiento de las aguas
residuales. En los tltimos afos, en el mundo se ha incrementado su implementacion, debido a su
desempefio en cuanto a la capacidad de reduccion de contaminantes fisicoquimicos y
microbiologicos. Sin embargo, existen pocos estudios que han reportado la evaluacion de la
viabilidad técnica-econdmica y la eficiencia en regiones tropicales y subtropicales. En el caso de
Costa Rica, los estudios realizados se han enfocado principalmente en la remocion de
contaminantes fisicoquimicos. Esta investigacion tuvo como proposito evaluar la eficiencia del
sistema alternativo de tratamiento de aguas residuales en la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional (SATAR-UNA) en términos de la reduccion de coliformes fecales,
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. y huevecillos de helmintos como indicadores de
inocuidad. La cuantificacion de los coliformes fecales y Escherichia coli se realizd6 mediante la
técnica de fermentacion en tubos multiples (NMP), los huevecillos de helmintos por medio de la
técnica de concentracion, y en el caso de la identificacion de patdgenos bacterianos como
Salmonella spp. y Shigella spp se realizd6 mediante el uso de medios de cultivos selectivos e
identificacion bioquimica (API® bioMerieux Francia). Los resultados indican que el SATAR-
UNA removi6 en promedio un 51.9% y 50.9% para coliformes fecales y Escherichia coli,
respectivamente; Shigella spp. no fue detectada durante el periodo de estudio, mientras que
Salmonella spp fue encontrada al menos una vez en los puntos de muestreo P1, P2 y P3. En el
caso de los huevecillos de helmintos estos se encontraron en el rango de las dosis infecciosas
en cinco puntos de muestreo. Se observo una correlacidon positiva entre el Nitrogeno Total
Kjeldahl y los coliformes fecales, Escherichia coli. En conclusion, el sistema SATAR-UNA
mostrd una reduccion significativa de los contaminantes microbioldgicos y fisicoquimicos.



1. Introduccion

El agua potable y el saneamiento forman parte de las necesidades basicas de la poblacion, sin
embargo, en la actualidad la disponibilidad del recurso hidrico se encuentra amenazado debido al
uso desmedido del agua y a la inadecuada gestion de las aguas residuales (Almuktar et al., 2018;
Stefanakis et al., 2016). Dependiendo de su origen las aguas residuales crudas contienen grandes
cantidades de contaminantes tanto fisicoquimicos y como microbioldgicos, estos ultimos pueden
causar enfermedades relacionadas con la contaminacion en el agua tales como diarrea, fiebre
tifoidea, disenteria, cholera, giardiasis y hepatitis (Boyd, 2015; Omondi et al., 2020; Organizacion
Mundial de la Salud. et al., 2018). Por consiguiente, el saneamiento es esencial para la proteccion
y conservacion del agua, de ahi la importancia de aplicar el debido tratamiento a las aguas
residuales, ya que de esta manera se previenen riesgos a la salud publica y contaminacion de los
cuerpos de agua (AyA et al., 2016; Wang et al., 2020). Ante este panorama, las entidades
responsables deben fomentar la busqueda de sistemas de tratamiento eficientes y adecuados, que

sean evaluados desde un punto de vista ambiental, técnico, econémico y social (Alfaro et al., 2013).

1.1 Antecedentes

Los primeros estudios cientificos de humedales artificiales (HAs) para el tratamiento de aguas
residuales iniciaron en la década de los 50, con el trabajo realizado por la Dra. Seidel del Instituto
Max Planck en Plon, Alemania (Vymazal, 2018). Estos estudios consistian en diferentes
experimentos utilizando humedales de flujo vertical y horizontal a escala piloto para el tratamiento
de diferentes tipos de aguas residuales incluyendo aguas con fenoles, domésticas y aguas

provenientes de actividades ganaderas (Brix, 1994; Vymazal, 2005, 2010).

Debido a las experiencias exitosas obtenidas en las investigaciones anteriores a escala piloto,
para finales de los sesenta se inicia la construccion de los primeros HAs a escala real, disefiados
con el proposito de depurar aguas residuales municipales y domésticas; luego en la década de los
80 el uso se amplia al tratamiento de aguas procedentes de la agricultura, rellenos sanitarios y

escorrentia (Vymazal, 2014). Mas tarde con la intencidon de mejorar la eficiencia en el tratamiento



de todo tipo de aguas residuales se construyen los primeros sistemas hibridos que consisten en la
combinacion de varios tipos de tecnologias en especial combinaciones de sistemas de flujo

vertical-horizontal (Kadlec & Wallace, 2009).

En la década de los 90 la implementacion de HAs a escala real toma un rumbo acelerado
alrededor de todo el mundo, debido a los altos niveles de remocién de contaminantes en relacion
con los reducidos costos de construccion y mantenimiento (Hoffman et al., 2011; Kadlec &
Wallace, 2009; Vymazal, 2010). Desde entonces las principales investigaciones de estos sistemas
se han enfocado en andlisis fisicoquimicos para evaluar la eficiencia de remocion de materia
organica (Demanda Bioquimica Oxigeno, Demanda Quimica Oxigeno, Carbono Organico Total),
nutrientes y metales pesados presentes en diferentes tipos de aguas residuales (Liu et al., 2016;

Stefanakis et al., 2016).

No obstante, aunque en 1970 se inician los primeros estudios relacionados con los mecanismos
de remocion de microorganismos patogenos en los HAs (Garcia et al., 2013), no es hasta en los
ultimos afios que se ha visto un incremento de investigaciones enfocadas en los parametros
microbioldgicos, debido a la capacidad que han demostrado estos sistemas para eliminar

organismos patdogenos presentes en aguas residuales (Arden & Ma, 2018).

En Alemania un estudio realizado por Vacca et al., (2005), evaluo el desempeio de un sistema
a escala piloto, compuesto por seis HAs (flujo vertical y horizontal) plantados y no plantados, los
autores reportaron porcentajes de remocion mayores al 99% para enterobacterias en los humedales
con Phragmites australis, por lo que los autores concluyen que la eficiencia de remocion depende

de la presencia de plantas, asi como el material de filtracion y las condiciones de operacion.

Posteriormente, Garcia et al., (2013) estudiaron un sistema a escala piloto con presencia y
ausencia de vegetacion, los resultados muestran niveles de reduccion de 3 Unidades Logaritmicas
(Ulog) para coliformes fecales y 4 Ulog Escherichia coli y un 90% para huevecillos de helmintos.
En esta misma linea, Morato et al., (2014) reportaron el efecto del tamafo de las particulas, del
nivel del agua y de la temperatura, sobre la eficiencia de remociéon de microorganismos

indicadores y patogenos en ocho humedales horizontales de flujo subsuperficial en paralelo a



escala piloto. Los resultados de inactivacion microbiana para coliformes totales estuvieron en un
rango de (1.2 a 2.2) Ulog y (1.4 a 2.3) Ulog para E. coli. En el caso de las bacterias oportunistas
como Pseudomonas aeruginosa 'y Aeromonas sp. se encontraron en un rango de (1.4 a 2.1) Ulog
y (0.4 a 1.9) Ulog, respectivamente. Asimismo, se observo un efecto positivo en la utilizacion de

material de soporte de tamafio de 3.5 mm sobre la remocion de coliformes fecales y E. coli.

Toscano et al., (2015), monitorearon el desempefio de cinco HAs de flujo horizontal como
tratamiento terciario de las aguas municipales provenientes de una planta de tratamiento
convencional en Italia; los autores reportaron datos de reduccion para E. coli con mas de 2.5 Ulog
en sistemas plantados con P. australis. Concluyeron que la combinacion de diferentes sistemas,
alto tiempo de retencion hidraulica, asi como el efecto de la €época estacional incremento las tasas

de remocion de patogenos.

Shingare et al., (2017), compararon diferentes tamafios de material de soporte, asi como la
presencia y ausencia de vegetacion. Los sistemas plantados con Typha latifolia y Cyperus
rotundus obtuvieron mayor eficiencia de remocién de coliformes totales-fecales, E. coli, Shigella
spp., Salmonella spp. y Ascaris lumbricoides, con respecto a los no plantados; en el caso de los
diferentes tamafios del material de filtracion utilizados, los resultados exponen que la arena con
dimensiones menores a 2 mm fue la mas efectiva para la filtracion de coliformes totales-fecales,

E. coli'y Shigella spp.

Por otro lado, Calheiros et al., (2017), evaluaron un humedal artificial (HA) sembrado con
plantas ornamentales y los mecanismos de remocion para E. coli, otras bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y bacterias patdgenas (Listeria monocytogenes y Salmonella spp.). Dentro de
los resultados, se detectd L. monocytogenes en las aguas residuales y asociada a las raices de
Zantedeschia aethiopica y Coelogyne flaccida, en el caso de E. coli se encontr6 asociada C.
flaccida con un promedio de reduccion de 2 Logio UFC/g, por su lado la familia de enterobacterias
se encontrd asociadas en las raices de todas las plantas con una reduccion de 3 Logio al final de

tratamiento.



Se han estudiado otras combinaciones de sistemas convencionales y no convencionales, tal es
el caso de Stefanakis et al. (2019), quienes evaluaron el desempefio de un sistema compuesto de
un sedimentador, filtro de goteo y humedal vertical; los resultados mostraron altos valores de
remocion en la salida del sistema: 3.47 Ulog para coliformes fecales, 3.58 Ulog para E. coliy 2.2
Ulog para virus. Aunado a esto los autores mencionan una fuerte asociacion entre bacteria-virus,
lo que sugiere el papel de estos ultimos como depredadores de bacterias. Ademas, se concluyeron
que esta combinacion de tecnologias proporcion6 efluentes que cumplen con los limites legales

europeos para descarga y reliso.

Una investigacion similar fue reportada en Italia por Russo et al. (2019), donde monitorearon
durante 12 meses tres HAs de flujo horizontal subsuperficial, plantados con P. australis y T.
latifolia; a uno de los humedales se le acopld paralelamente una laguna y un dispositivo
ultravioleta (UV) para la desinfeccion. Los resultados muestran que el dispositivo UV fue la clave
para lograr la eliminacion de E. coli del efluente <1(Ulog) en dicho sistema, porque aunque la
laguna presento tasas de reduccion de 5 Logio para coliformes totales-fecales en el agua de salida,
esta no fue suficiente para cumplir con los limites de vertido establecidos. Ademas, los autores
mencionaron que el desempefio del sistema se mantuvo constante durante todo el afio, sin
variaciones significativas. A diferencia de esta observacion Tungsiper et al., (2012), reportaron
alta incidencia de la época de verano en la remocion de patégenos, como E. coli y coliformes
totales, lo anterior sugiere que existe una influencia de la temperatura, intensidad solar y

composicion del agua en la sobrevivencia de estos organismos.

En Costa Rica, la investigacion sobre la eficiencia de este tipo de sistemas inicio con el estudio
de Dallas et al., (2004) donde monitorearon durante 12 meses dos HAs de flujo horizontal a escala
real; los resultados obtenidos mostraron un promedio de 99.9% de remocion para coliformes
fecales. En ese mismo afio la Asociacion Centroamericana para la Economia, Salud y Ambiente
(ACEPESA), inici6 la implementacioén y construccion de HAs conocidos como “biojardineras”

para el tratamiento de las aguas residuales, alrededor de todo el pais (Mora-Aparicio et al., 2018).

Algunos de los sistemas construidos por ACEPESA han sido estudiados por el Laboratorio de

Gestion de Desechos (LAGEDE) y Laboratorio de Fitotecnologias (LAFITOTEC), ambos de la



Universidad Nacional, y en una de las publicaciones mas recientes, Pérez-Salazar et al., (2019)
valoraron el desempefio de siete HAs de flujo horizontal subsuperficial plantados con Heliconia
sp. y Cyperus papyrus entre el 2012 — 2017, en el tratamiento de las aguas residuales generadas
en un hotel. Los autores reportaron la reduccion de la DBO, DQO y Sélidos Suspendidos Totales
con promedios de 80%, 66% y 72%, respectivamente, generando un efluente en cumplimiento a
la legislacion nacional en cuanto a parametros fisicoquimicos; no obstante, en esta investigacion
no se realizaron analisis microbiologicos, por lo que no fue posible determinar si estas aguas

cumplen con los valores maximos permitidos segun la reglamentacion costarricense.

1.2 Justificacion

En Costa Rica se generan aproximadamente 967.000 m*® de aguas residuales por dia, sin
embargo, solamente un 15% se encuentra dirigido a un sistema centralizado de alcantarillado
sanitario para su tratamiento (AyA et al., 2016). Lo anterior, es alarmante debido al gran porcentaje
de aguas residuales que se vierten crudas a los cuerpos de agua, provocando serios problemas en

los ecosistemas y riesgos para la salud (Winward et al., 2008; Wu et al., 2016).

Existen sistemas convencionales y no convencionales para el tratamiento de las aguas
residuales. En el caso de los tratamientos convencionales estos son eficientes en la depuracion de
las aguas residuales pero dependientes del aporte de energia eléctrica y altos costos en construccion
y mantenimiento (Almuktar et al., 2018), mientras que los sistemas no convencionales utilizan
energia natural, donde el ahorro en ésta y los costos reducidos de mantenimiento compensan la
necesidad de mas superficie para su infraestructura o construcciéon (Mara, 2003; McMinn et al.,
2019). Dentro de estas tecnologias se puede citar algunos ejemplos como filtros de turba, lagunas,

lechos bacterianos y los HAs (Pére-Lopez et al., 2011; Salas et al., 2007).

En los ultimos afos en paises desarrollados se han incrementado las investigaciones con
respecto a los HAs y su desempeiio en cuanto a la capacidad de remocion de contaminantes
fisicoquimicos y microbioldgicos (indicadores de contaminacion fecal y patdgenos) presentes en
el agua residual (Wu et al., 2016). Sin embargo, de acuerdo con Zhang et al., (2015), existen pocos

estudios que han reportado la evaluacion de la viabilidad técnica-econdmica y la eficiencia de
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remocion de microorganismos en los HAs en paises de regiones tropicales y subtropicales. En
el caso de Costa Rica los estudios realizados se han enfocado principalmente en la remocion

de contaminantes fisicoquimicos (Dallas et al., 2004; Pérez-Salazar et al., 2013, 2019).

En este contexto, con el objetivo de generar informacion base que permita conocer el
desempefio de los HAs en las condiciones climaticas de Costa Rica, desde el 2018 el
LAFITOTEC y el LAGEDE iniciaron un proyecto para valorar el funcionamiento de un
sistema de tratamiento, conformado por cuatro HAs subsuperficiales de flujo horizontal
construido en la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. Este sistema
trata el agua residual proveniente de los servicios sanitarios, bafios, laboratorios, hospital
veterinario, soda y los establos pertenecientes a dicha Escuela. Por ende, se esperaria que estas

aguas contengan una cantidad y variedad importante de agentes microbioldgicos.

Por lo anteriormente expuesto, el proposito de la presente investigacion fue evaluar la
eficiencia del sistema alternativo de tratamiento de aguas residuales en la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional (SATAR-UNA) en términos de la reduccion de coliformes
fecales, E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. y huevecillos de helmintos dado a los efectos
perjudiciales que causan estos microorganismos a la salud ptblica y el ambiente. Los resultados
aportaran informacion base indispensable para determinar la capacidad y eficiencia del
funcionamiento de los HAs a escala real bajo las condiciones climaticas de la region,
asimismo su relacion con los parametros fisicoquimicos obtenidos del monitoreo operativo
permitird una valoracion integral del sistema de humedales contribuyendo en la toma de

decisiones de ecosaneamiento.



1.3 Planteamiento del problema

Debido a la escasez de estudios realizados en Costa Rica en cuanto a la eficiencia de los HAs
para remover contaminantes microbioldgicos presentes en las aguas residuales y a la necesidad de
conocer la calidad de los efluentes de estos sistemas; se plantea la siguiente pregunta ;Cual es el
nivel de remocion de los microorganismos: coliformes fecales, Escherichia coli, Salmonella spp.
Shigella spp. y huevecillos de helmintos, en el sistema alternativo de tratamiento de aguas

residuales construido en la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la remocién de indicadores de inocuidad y patogenos bacterianos en el sistema
alternativo de tratamiento de aguas residuales de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de Costa Rica (SATAR-UNA) mediante analisis microbiologicos para la

valoracion de la eficiencia del sistema.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar los coliformes fecales, Escherichia coli y los huevecillos de helmintos, como
indicadores de inocuidad presentes en el agua de entrada y salida de los humedales artificiales
mediante la técnica de fermentacion en tubos multiples y técnicas de concentracion,

respectivamente.

2. Identificar la presencia de patdgenos bacterianos como Salmonella spp. y Shigella spp. en el
agua de entrada y agua de salida de los humedales artificiales mediante el uso de medios de

cultivos e identificacion bioquimica (API® bioMerieux Francia).

3. Relacionar los resultados microbioldgicos con las condiciones fisicoquimicos para la

valoracion integral de funcionamiento del sistema.



2. Marco Teorico

Las aguas residuales son todas aquellas que han recibido un uso y cuya calidad ha sido
modificada por la incorporacion de agentes contaminantes, deteriorando asi las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de la misma (Ministerio de Ambiente y Energia & Ministerio de
Salud, 2007). Por su lado, Almuktar et al., (2018) define las aguas residuales como aquellas que
por el uso de los seres humanos contienen materia organica (DBO y DQO), nutrientes (nitrogeno
y fosforo), metales pesados, hidrocarburos, contaminantes farmacéuticos y microorganismos

patogenos.

2.1 Clasificacion de las aguas residuales

De acuerdo con el Reglamento Costarricense de Vertido y Reuso de Aguas Residuales estas se
pueden clasificar segiin su procedencia en dos tipos: ordinarias y especiales (Ministerio de
Ambiente y Energia & Ministerio de Salud, 2007). Las aguas ordinarias, también llamadas aguas
domésticas, son aquellas que se generan en las actividades diarias provenientes de las viviendas
(Von Sperling, 2015), se componen de aguas grises (duchas, lavamanos, cocinas, lavanderias) y
aguas pardas (servicio sanitario) (Arden & Ma, 2018). Por su lado, las aguas especiales son
producidas en la industria, por lo que poseen caracteristicas especificas, segun el tipo de proceso
que las origine (Von Sperling, 2015). Adicionalmente, Marin & Osés, (2013) senalan las aguas

provenientes de las lluvias (aguas pluviales) como un tercer tipo de aguas residuales.

2.2 Composicion de las aguas residuales

Las aguas residuales contienen gran cantidad de agentes que son los responsables de la
contaminacion, estos agentes se clasifican en fisicos, quimicos o bioldgicos los cuales causan
efectos estéticos o dafiinos en la vida acudtica y en los que consumen el agua (Boyd, 2015). En el
cuadro 1, se observa la clasificacion de las aguas residuales segin la composicion fisica, quimica

y bioldgica.



Cuadro 1. Composicion de aguas residuales segun los agentes contaminantes fisicos, quimicos y

biologicos.

Factores fisicos

Factores quimicos Factores biologicos

Olor, color, presencia de
solidos y temperatura

Animales, plantas,
microorganismo: bacterias,
hongos, algas, virus,
protistas, protozoarios y
helmintos.

Organicos:
carbohidratos, grasas
animales, aceites,
pesticidas, fenoles,
proteinas, contaminantes
prioritarios, agentes
tensoactivos, compuestos
orgénicos volatiles, entre
otros.

Inorgénicos: alcalinidad,
cloruros, metales pesados,
nitrogeno, pH, fosforo,
contaminantes prioritarios,
azufre. Ademas de gases
como sulfuro de hidrogeno,
metano, oxigeno.

Fuente: (Espigares & Pérez, 2002; Ryder, 2017; Von Sperling, 2015).

2.3 Microbiologia de aguas residuales

Existe una gran cantidad y variedad de patégenos de origen bioldgico que se encuentran en las

aguas residuales, entre los cuales se puede citar: bacterias, virus, hongos, protozoarios, helmintos,

alérgenos y toxinas (Gerardi & Zimmerman, 2006). Los microorganismos presentes en estas aguas

residuales colaboran con la eliminacion de agentes contaminantes organicos e inorganicos, sin

embargo, algunos de estos representan un riesgo para la salud de los seres vivos y por lo tanto

deben ser eliminados durante el tratamiento (AyA et al., 2016). Algunos de los que pueden generar

enfermedades en el ser humano, se encuentran: Sa/monella spp., Shigella spp., E. coli patogénica,

Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, virus de la Hepatitis A, Giardia

spp., Cryptosporidium spp. y Entamoeba histolytica, entre otros (Mara, 2003; Stefanakis et al.,

2016; Wang et al., 2020).



La deteccion y cuantificacion de todos estos microorganismos patdgenos presentes en las aguas
residuales es costosa y técnicamente dificil, es por ello que se utilizan indicadores de
contaminacion los cuales son microorganismos cuya presencia/ausencia o concentracion en el agua
residual indican la calidad microbiolédgica de la misma, dado que se correlacionan con la poblacion
de organismos patdgenos en general y su monitoreo es mas sencillo en términos de trabajo de

laboratorio (Arden & Ma, 2018; Liu et al., 2016; Stefanakis et al., 2019; Vymazal, 2005).

Los organismos indicadores de inocuidad como los coliformes fecales y E. coli son los mas
utilizados para valorar el desempefio de las tecnologias que tratan aguas residuales con respecto a
la presencia de microorganismos patdégenos en general (Vymazal, 2005). Este grupo de bacterias
corresponde al género de coliformes de contaminacidn fecal que se caracteriza por poseer bacilos
Gram negativos, termotolerantes, no esporulantes, fermentan la glucosa y la lactosa con
produccion de gas, producen indol a través de triptofano, no utilizan el citrato como fuente de
carbono y no producen acetoina (Zurita, Rojas, Carredn & Gutiérrez, 2015). Sin embargo, se ha
visto que estos microorganismos indicadores no necesariamente se correlacionan de manera ideal
con los patdgenos, por lo que la busqueda de nuevos indicadores o la deteccion directa de
microorganismos importantes en términos de salud publica como el caso de Sal/monella spp.,
Shigella spp. y huevecillos de helmintos se ha intensificado en los tltimos afios (Calheiros et al.,

2017; Lopez et al., 2019).

Salmonella spp. corresponde a un grupo de bacterias que pertenecen a la familia de
Enterobacteriaceae, son Gram negativas, anaerobios facultativos, con morfologia bacilar de (2-5)
um de longitud y (0,7-1,5) pum de didametro, moviles o inmoviles, poseen flagelos peritricos, y no
forman esporas (Andino & Hanning, 2015). Ademas, producen acido y gas a partir de la glucosa
y no fermentan lactosa, son oxidasa negativo y urea negativo y utilizan el citrato como fuente de
carbono. Se multiplican a temperaturas que van desde los 7 °C a los 45 °C y pueden sobrevivir
meses en sustratos organicos (Karkey et al., 2016; Percival et al., 2014). El género Salmonella spp.
presenta mas de 2.500 serovares diferentes, actualmente se acepta la existencia de dos especies
Salmonella bongori y Salmonella enterica, que puede ser subdividida en subespecies entérica,
salamae, arizonae, diarizonae, indica 'y houtenae (Dekker & Frank, 2015). Esta bacteria presenta

una prevalencia y virulencia alta, ademas, es adaptable y resistente a muchos antibioticos, se le
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considera como uno de los microorganismos causante de afecciones intestinales en humanos
alrededor del mundo, lo cual genera un impacto significativo en la salud ptblica y en la economia
(Pond, 2005). Las cepas de Salmonella enterica subesp. enterica se pueden clasificar en dos
grandes grupos: tifoideas y no tifoideas las cuales pueden causar enfermedades como: fiebre
entérica (tifoidea), enterocolitis, bacteriemia y pueden infectar hospederos asintomaticos que

diseminan la enfermedad (Andino & Hanning, 2015; Pond, 2005).

Por otro lado, Shigella spp. son bacterias que pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae ,
Gram negativas, de morfologia bacilar, son anaerobios facultativos no moéviles y no fermentan la
lactosa (Asbury et al., 2018; Bliven & Lampel, 2017). En la actualidad, el género Shigella spp. se
divide en cuatro serogrupos: Shigella dysenteriae (serogroup A), Shigella flexneri (serogroup B),
Shigella boydii (serogroup C) y Shigella sonnei (serogroup D); estas especies son un grupo
invasivo que pueden infectar a los humanos provocando infecciones en el aparato digestivo los
cuales pueden ocasionar afectaciones leves y graves, siendo la deshidratacion su principal

complicacion y las heces su forma de transmision (Bliven & Lampel, 2017).

Por ultimo, los Helmintos son gusanos cilindricos que abarcan un gran nimero de parésitos; se
han reportado casi 150 especies en el ser humano entre los mas importantes son las Ascaris
lumbricoides, los anquilostomas Ancylostoma duodenales y Necator americanus junto a los
tricocéfalos Trichuris trichiura (Lopez et al., 2012). Estos gusanos son de sexo separado y su ciclo
de vida consta de cinco estadios, cuatro larvarios y el adulto; muchos tienen un ciclo de vida directo
en el que el estadio infectante se encuentra en el suelo, antes de que puedan causar infeccion en el
ser humano (Lawrence & Orihel, 2010). Su presencia es tipica en aguas residuales urbanas que no
han recibido ningtn tipo de tratamiento, pudiendo alcanzar concentraciones de 600 huevos/L
(Jimenez, 2007). La Organizacion Mundial de la Salud, (2006) y el Reglamento Costarricense de
Vertido y Retiso de Aguas Residuales (Ministerio de Ambiente y Energia & Ministerio de Salud,
2007) establecen como limite admisible la presencia de 1 huevecillo de helminto viable/L de agua
residual tratada para riego de cultivos; valores superiores son considerados un riesgo para la salud
publica debido a que los helmintos tienen la capacidad de provocar enfermedades como
helmintiasis con solo la ingesta de cultivos irrigados con aguas residuales contaminadas (Campos

etal., 2018).
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2.4 Tratamientos de las aguas residuales

El proposito principal del proceso de tratamiento de aguas residuales es eliminar o reducir los
diversos componentes de la carga contaminante: solidos, material organico, nutrientes, sales
inorgénicas, metales, patogenos, entre otros (Stefanakis et al., 2019; Topare et al., 2011). De
acuerdo con Scholz & Lee, (2007), se debe conocer las caracteristicas del agua y el uso final para

la seleccion del sistema de tratamiento o disefio adecuado.

Los tratamientos se dividen en diferentes niveles: pretratamiento, primario, secundario y
terciario. El pretratamiento consiste en la separacion de los componentes de aguas residuales que
pueden causar inconvenientes de operacion y mantenimiento como por ejemplo solidos de gran
tamafio, esto ocurre por el cribado, eliminacion de arena y grasa (Marin & Osés, 2013). En el caso
del tratamiento primario, se eliminan la mayor parte de los solidos suspendidos y la materia
organica mediante el proceso de la sedimentacion (Topare et al., 2011; Von Sperling, 2015). El
tratamiento secundario consiste principalmente en un proceso biologico donde se elimina
sustancias organicas biodegradables y suspendidas, esta etapa comprende procesos aerobios y
anaerobios por lo que las bacterias descompondran la materia orgénica fina, para producir un
efluente mas claro, en el caso de los procesos aerobios estos fomentan una mayor degradacion de
materia orgénica pero con una produccion mayor de lodos, los cuales aumentan los costos de
operacion en los sistemas de tratamiento; por el contrario los procesos anaerobios generan menos
cantidad de lodos pero presentan tasas menores de degradacion de la materia organica (Noyola et
al., 2013). Finalmente, el tratamiento terciario tiene como objetivo eliminar los nutrientes como el
nitrégeno y el fosforo, componentes toxicos, materiales organicos residual y reducir la cantidad de

bacterias patogenas (Salas et al., 2007).
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2.5 Métodos convencionales y no convencionales para el tratamiento de aguas

residuales

Como se ha analizado, las aguas residuales contienen diferentes elementos fisicos, quimicos y
biologicos lo que ha generado la utilizacion de diferentes métodos para su eliminacion (Boyd,
2015). Los sistemas convencionales conocidos como tecnologias tradicionales se caracterizan por
ser eficientes en la depuracion, pero son intensivas en el uso de energia y altos costes de
construccion y mantenimiento (Almuktar et al., 2018). Entre los que se pueden citar el reactor
anaerobio de flujo ascendente (RAFA) (Hoffman & Winker, 2011) y el reactor anaerobio de lecho
expandido (EGSB) (Noyola et al., 2013).

Los métodos no convencionales son conocidos como tecnologias blandas o alternativas que
consisten en la eliminacion de contaminantes a partir de componentes naturales como el suelo, el
agua y las plantas, los cuales son utilizados para alcanzar los objetivos de tratamiento, sin
necesidad de adicionar sustancias quimicas o de utilizar energia artificial; este tipo de tecnologias
son una opcion sostenible dada su alta eficiencia en relacion con los costes de construccion y
consumo de energia durante la operacion (Avellan & Gremillion, 2019), entre los cuales se puede

citar lagunas de oxidacion, filtros verdes y HAs (Garcia et al., 2013).

2.6 Humedales artificiales

Los HAs, conocidos también como humedales construidos, son ambientes acuaticos-terrestres
que utilizan los procesos de autolimpieza que ocurren de manera natural, con el proposito de
remover residuos y contaminantes presentes en los diferentes tipos de aguas residuales, tales como:
bacterias, enterovirus, soélidos suspendidos y disueltos, materia organica, metales pesados,
nitrogeno, fosforo y sustancias emergentes (Hoffman et al., 2011; Scholz & Lee, 2005; Vymazal,
2014, 2018). Estos sistemas funcionan como un biorreactor que consiste en una excavacion
impermeabilizada, lleno de material granular el cual sirve de soporte para la vegetacion plantada

(Pérez-Salazar et al., 2019).
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En general la clasificacion de los humedales artificiales se da por tres factores principales: la
vegetacion, el nivel del agua y la direccion del flujo del agua (Almuktar et al., 2018). No obstante,
en la literatura la clasificacion mas utilizada esta dada por la direccion del flujo del agua (fig. 1)

(Fitch, 2014; Hoffman et al., 2011; Vymazal & Kropfelova, 2008).

Humedales
artificiales
finnediles arfificialos Humedales artificiales
(o A SRR (seguin la direcciéon
del flujo)
HA con macrofitas | |
flotantes HA de flujo HA de flujo
subsuperficial superficial
HA con macrofitas
sumergidas
HA de flujo :
s subsi_lg‘g:iz?luigrtical
HA con macrofitas | | horizontal sup
emergentes

Figura 1. Clasificacion de los humedales artificiales (Vymazal & Kropfelova, 2008).

2.6.1 Humedal artificial de flujo subsuperficial

Son humedales cuyo flujo es subsuperficial, es decir, el agua pasa por debajo de la superficie
del sistema, de manera que no estd en contacto con la superficie, evitando la exposicion a
patogenos y criaderos de mosquitos (Kadlec & Wallace, 2009). Se divide en dos tipos: flujo
horizontal y de flujo vertical (Fitch, 2014). En el primero, el agua del afluente fluye de forma
horizontal a través del medio granular y las raices de las plantas, hasta llegar a la salida del sistema,
el cual se mantiene permanentemente inundado (fig. 2a), por consecuente se generan zonas
anaerobias que favorecen los procesos de desnitrificacion (Hoffman et al., 2011; Vymazal, 2014)
y zonas aerobias que facilitan el crecimiento bacteriano para la degradacion de materia organica
(Noyola et al., 2013). De acuerdo con Brix, (1994) la aeracidon en estos sistemas se debe
principalmente a la transferencia de oxigeno a través de las raices y rizomas de las plantas. Los
humedales de flujo horizontal estan disefiados para el tratamiento de muchos tipos de aguas

residuales, como por ejemplo aguas municipales, domésticas, aguas industriales y aguas
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provenientes de agricultura, también han demostrado ser eficientes con agua de escorrentia,

lixiviados de rellenos sanitarios (Vymazal, 2018).

En el caso del humedal vertical (fig. 2b), el agua ingresa desde arriba en forma de pulsos, el
medio granular (arena o/y grava que incrementa el tamafio hasta al fondo) se inunda de manera
temporal hasta que el agua fluya por gravedad, lo que permite mayor transferencia de oxigeno
favoreciendo los procesos de nitrificacion, siendo esta la configuracion més usada en los paises
europeos (Vymazal & Kropfelova, 2008). Los humedales de flujo vertical han resultado ser muy
eficientes en la remocion de contaminantes orgdnicos, solidos suspendidos totales y amonio;
debido a la oxigenacion del sistema favorecen el proceso de nitrificacion, por lo que son muy
utilizados para aguas residuales municipales y domésticas (Almuktar et al., 2018; Vymazal, 2014,

2018).

Vymazal (2018), menciona que la combinacion de los diferentes disefios de humedales
artificiales es una opcion para mejorar el desempefio de reduccion de contaminantes debido a la
combinacion de condiciones aerobias y anaerobias, por lo que estas combinaciones se han utilizado
para aguas que son dificiles de tratar por la variedad de contaminantes. La configuracion mas
utilizada es el flujo vertical y horizontal con el objetivo de remover nitrégeno de las aguas

residuales.

\
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Figura 2. a) Humedal artificial de flujo subsuperficial horizontal; b) Humedal artificial de flujo
subsuperficial vertical (Bakhshoodeh et al., 2020).
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2.6.2 Vegetacion en los humedales artificiales

Las plantas son consideradas un componente esencial en los HAs, se dice que su rol en estos
sistemas se encuentra muy bien establecido debido a que son uno de los factores mas estudiados
(Alufasi et al., 2017; Brisson & Chazarenc, 2009). Muchas de las investigaciones llevadas a cabo
estan dirigidas en cuanto a la eficiencia de reduccion en pardmetros como DBO, DQO, s6lidos
suspendidos, nitratos, fosfatos y en menor cantidad estudios relacionados con la capacidad de
remocion de bacterias entéricas (Lekeufack et al., 2012; Quifionez-Diaz et al., 2001; Scholz & Lee,

2005; Vymazal, 2018).

Existe una serie de funciones principales relacionadas con las plantas en los humedales, por
ejemplo, se conoce que las raices y rizosfera absorben nutrientes presentes en el agua, liberan
pequefias cantidades de oxigeno al agua y sirven de soporte para la adhesion de los
microorganismos (biopeliculas) y atrapamiento de particulas, ademés su presencia mejora la
conductividad hidraulica e incrementa los tiempos de retencion hidraulico (Brisson & Chazarenc,
2009; Kansiime & Vann- Bruggen, 2001). Por lo anterior, las plantas son el eje central en los
humedales debido a los beneficios que aporta su presencia en cuanto al mejoramiento en la calidad

del agua (Fitch, 2014; Scholz & Lee, 2005).

En cuanto a la seleccion de plantas en los HAs, estas deben ser especies vasculares de tejidos
vegetales blandos y arenquimatosos para facilitar el transporte de gases desde el vastago hacia las
raices a través de este tejido especializado para proporcionar una zona radicular aireada (Kadlec
& Wallace, 2009). Segun Scholz & Lee, (2007) las plantas utilizadas deben ser especies adaptadas
a las condiciones locales de clima, plagas y enfermedades, de crecimiento rapido y faciles de
reproducir, ademas tolerantes a los contaminantes incluyendo altas concentraciones de nutrientes.
Por lo anterior, Charris & Caselles-Osorio, (2016) y Guittonny-Philippe et al., (2015) resaltan la
importancia de utilizar en estudios de investigacion especies nativas que crezcan en sitios cercanos

donde se viertan aguas residuales.

Por otro lado, algunos estudios han reportado la internalizacién de microorganismos como

E.coli, Salmonella spp. y especies de Mycobacterias en los tejidos de las plantas, por lo que se
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recomienda que las plantas utilizadas en los HAs sean ornamentales y no plantas para consumo
(Alufasi et al., 2017; Calheiros et al., 2017). De acuerdo con Vymazal, (2018) hoy en dia entre las
especies de plantas ornamentales mas comunmente utilizadas en los HAs se encuentran Typha
spp., Phragmites australis, Scirpus spp. y Juncus spp.; en el caso de Latinoamérica se destaca el
uso de especies como Heliconia sp. y Cyperus sp. entre otras (cuadro 2). Brisson & Chazarenc,
(2009) afirman que la seleccion de las especies de macroéfitas no debe generalizarse debido a que
cada especie responde de manera diferente a los lugares donde se lleva a cabo la construccion del
sistema de tratamiento. Por lo que en Costa Rica, pais con clima tropical, se utilizan
frecuentemente especies de la familia Zingiberaceae como Alpinia purpurata conocida como
ginger o Alpinia zerumbet también llamada lagrimas de San Juan, Hedychium coronarium, lirio
blanco las cuales son originarias de regiones (sub)tropicales del continente asiatico, asimismo
especies del género Heliconia cominmente conocidas como platanillas y plantas nativas de las

zonas tropicales desde Centroamérica a Sur América (Rojas-Rodriguez et al., 2016).

A continuacion, en el cuadro 2 se muestra las principales especies de plantas utilizadas en los

humedales artificiales:

Cuadro 2. Plantas utilizadas en los humedales artificiales alrededor de América Latina.

Pais Tipo de agua Planta Tipo de Referencias
residual Humedal
Argentina Industrial Typha dominguen-  Superficial (Maine et al., 2007)
sis a escala real
Eichhornia crassi-
pes
Argentina  Aguas residua- Typha sp. Superficial (Calzetta-Bloise,
les a escala real 2016)
Argentina Aguas Iris pseudacorus Hibrido a (Sachez et al., 2016)
agricolas Typha dominguen-  escala piloto
sis
Canna indica
Argentina Aguas rurales  Zizaniopsis bonar-  Subsuperficial ~(Marifielarena & Di
iensis vertical a Giorgia, 2016)
escala real
Argentina Aguas de Typha domingensis Subsuperficial  (Camafio-Silvestrini
lixiviados Iris pseudacorus vertical a escala etal., 2016)
laboratorio
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Argentina

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Costa Rica

Costa Rica

Costa Rica

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Colombia

Aguas de
granja

Aguas urbanas

Aguas urbanas

Aguas urbanas

Aguas carbono
y nitrégeno

Aguas grises

Aguas
domeésticas

Aguas
pardas

Aguas de
productos
farmacéuticos

Aguas
domeésticas
Aguas
industriales

Aguas de
escorrentia

Aguas
domésticas

Typha dominguen-
sis

Phragmites austra-
lis

Canna indica
Typha subulata
Zizaniopsis bona-
riensis

Cyperus isocladus

Typha domingensis

Typha domingensis

Cois lacryma-jobi

Cyperus papyrus
Heliconia sp.

Cyperus papyrus

Heliconia psittaco-
rum, Ciperus has-
pan

Gynerium sagitta-
tum

Cyperus papyrus

Cyperus alternifo-
lius

Heliconia burleana
Zantedeschia ae-
thiopica

Cyperus sp.

Cyperus ligularis
Echinochloa co-
lonum

Subsuperficial
horizontal a
escala
laboratorio

Subsuperficial
horizontal a es-
cala laboratorio
Subsuperficial
horizontal a es-
cala laboratorio
Hibrido a es-
cala real

Subsuperficial
verticala escala
piloto
Subsuperficial
horizontal a
escala real
Subsuperficial
horizontal a
escala real
Subsuperficial
horizontal a
escala real
Hibrido a es-
cala real

Hibrido a es-
cala piloto
Subsuperficial
horizontal a
escala piloto

Subsuperficial
horizontal a
escala piloto
Subsuperficial
horizontal a
escala laborato-
rio

(Schierano et al.,
2016)

(Da Motta Marques et
al., 2001)

(Martinsa et al., 2016)

(Rousso et al., 2016)

(Santos et al., 2016)
(Dallas et al., 2004)
(Pérez-Salazar et al.,

2019)

(Pérez-Salazar et al.,
2019)

(Arredondo et
2016)

al.,

(Garcia et al., 2013)

(Corzo & Sanabria,
2016)

(Rodriguez &
Corrales, 2016)

(Charris & Caselles-
Osorio, 2016)
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Chile

Chile

El Salva-
dor

México

México

México

México

Paraguay

Paraguay

Aguas urbanas

Aguas rurales

Municipal

Municipal

Municipal

Agua
nitrogenada

Aguas urbanas

Aguas urbanas

Aguas
domésticas

Agapanthus africa-
nus

Phragmites austra-
lis

Schoenoplectus ca-
lifornicus

Typha angustifolia

Phragmites austra-
lis

Phragmites commu-
nis

Typha latifolia
Phragmites austra-
lis

Zantedeschia ae-
thiopica

Strelitzia reginae
Canna indica
Strelitzia reginae

Cyperus giganteus
Typha dominguen-
sis

Typha domingensis

Subsuperficial
verticala escala
laboratorio
Subsuperficial
horizontal a
escala real

Superficial a
escala real

Subsuperficial
horizontal a
escala real
Hibrido a es-
cala real
Hibrido a es-
cala real

Hibrido a es-
cala piloto

Subsuperficial
verticala escala
laboratorio
Subsuperficial
horizontal a
escala piloto
Superficial a
escala real

(Leiva et al., 2016)

(Acevedo et al., 2016)

(Katsenovich et al.,
2009)

(Belmont et al., 2004)

(Brix et al., 2011)

(Torres-Bojorges &
Zurita, 2016)

(Martinez et al., 2016)

(L6pez et al., 2016)

(Cardozo et al., 2016)

2.6.3 Mecanismos de remocion de contaminantes en los humedales artificiales

La presencia de microorganismos en los HAs estd dada por dos grupos, uno interno el cual es

parte del sistema y contribuye a la reduccion de contaminantes, mientras que el grupo externo son

patogenos que estan presentes en el agua residual y por ende entran al sistema (Vymazal, 2005).

De acuerdo con diversos autores, la remocidon de contaminantes microbioldgicos en los HAs se

da a través de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos, que involucran diferentes mecanismos de

remocion tales como filtracion, sedimentacion y procesos de absorcidon por la vegetacion entre

otros (cuadro 3) (Alufasi et al., 2017; Lopez et al., 2019; Wu et al., 2016). Ademas, factores como

la configuracién de los HAs, tipo de agua residual, temperatura, pH, tamafio del soporte y el
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régimen hidrdulico estan estrechamente relacionados con la eficiencia de remocion de los

contaminantes presentes en las aguas residuales (Garcia et al., 2013; McMinn et al., 2019; Wu et

al., 2016).

Cuadro 3. Mecanismos de remocion de contaminantes en los humedales artificiales.

Contaminante

Mecanismo

Materia organica

(DBOs y DQO)

Solidos suspendidos totales

(SST)

Nitrogeno

Fosforo

Metales pesados

Contaminantes organicos

Patogenos

Las particulas de materia organica son reducidas por la
sedimentacion y filtracion. La materia organica soluble es
fijada y adsorbida por la biopelicula y degradadas por las
bacterias adheridas en este.

Sedimentacion y filtracion. Descomposicion durante los
tiempos de retencidon por las bacterias especializadas en el
soporte de arena.

Nitrificacion / Desnitrificacion

Absorcion por las plantas

Retencion en el soporte de arena (adsorcion)

Precipitacion con aluminio, hierro y calcio

Absorcion por las plantas

Precipitacion y adsorcion. Absorcion por las plantas
Adsorcion por la biopelicula y particulas de arena
Descomposicion por el tiempo de retencion y a las bacterias
especializadas

Sedimentacion, filtracion y Absorcion

Depredacion por otros organismos.

Muerte natural por condiciones ambientales desfavorables

(temperatura, tiempo de retencion, radiacion solar y pH)

Fuente: tomado de (Hoffman et al., 2011).
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2.6.3.1 Mecanismos fisicos

Autores como Alufasi et al., (2017); Boutilier et al., (2010); Kansiime & Vann- Bruggen,
(2001), indican que la sedimentacion y filtracion estan sefialados como los mecanismos mas
efectivos para remover coliformes totales-fecales, algunas bacterias patogenas y parasitos. La
sedimentacion es un proceso en el cual las particulas presentes en el agua se asientan por el efecto
de la gravedad y en este paso algunos microorganismos como bacterias y parasitos se asocian a
estas particulas formando lo que se conoce como floculos, las velocidades de sedimentacion de
estos grumos dependeran del tipo de microorganismo (Lopez et al., 2019). Por ejemplo, algunos
autores como Karathanasis et al., (2003); Vacca et al., (2005) mencionan en sus estudios que los
coliformes fecales y los huevecillos de helmintos presentaron altas velocidades de sedimentacion,
mientras que protozoarios como los ooquistes de Criptosporidium spp. y los quistes de Giardia
intestinalis presentan velocidades menores, no obstante, en cualquiera de los casos segun indica
Quinonez-Diaz et al., (2001) estos patdgenos solamente pueden ser eficientemente eliminados a

través del mecanismo de sedimentacion.

El mecanismo de adsorcion se presenta particularmente a través de la filtracion y es causada
por la interaccion entre los microorganismos, las raices de las plantas y el material de soporte,
dicha interaccion depende de la composicidn idnica del medio y la carga electroquimica (Wu et
al., 2016). La filtracion es un proceso en el cual se eliminan las particulas en suspension en el agua
y tiene un rol importante en los humedales de flujo subsuperficial, Kansiime & Vann- Bruggen
(2001), en su estudio encontraron un alto numero de coliformes fecales adheridos en las raices de
C. papyrus y en menor cantidad en las raices de Mascanthidium violaceum lo anterior debido a
que esta ultima presente mas compactacion y menos cantidad de raices lo que resulta en menor

superficie disponible para la filtracion.

De acuerdo con Morato et al., (2014) la eficiencia en el proceso de filtracion esta dada por el
tamafio en el soporte grava, una granulometria de aproximadamente entre (3 a 7) mm presenta
mejor rendimiento para capturar organismos. Por ende, la cantidad de bacterias que son retenidas
es inversamente proporcional a la granulometria de las piedras utilizadas como soporte actuando

como filtros en los humedales (Alufasi et al., 2017; Lopez et al., 2019).
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2.6.3.2 Mecanismos biolégicos

El mecanismo o las acciones de predacion segin Vymazal, (2014) son el principal mecanismo
de remocion bioldgico, este proceso implica la ingestion de microorganismos por otros, lo cual
depende de la densidad de bacterias y de las especies presentes de protozoarios, nematodos,
rotiferos y bacteridfagos. Se conoce que protozoarios ciliados de vida libre como Paramecium
caudatum, Tetrahymena pyriformis y Halteria grandinella son predadores de bacterias como
E.coli, Salmonella typhi, Shigella flexneri, presentando porcentajes mayores de un 90% de
ingestion (Ali & Saleh, 2014). Autores como Garcia et al., (2013) resaltan que la muerte de los
microorganismos por depredacion fue el principal mecanismo de remocion en su estudio. Aunado
a estos procesos como la muerte natural esta influenciada por pardmetros como TRH, pH y

temperatura (Stefanakis et al., 2016; Wu et al., 2016).

El efecto de la vegetacion sobre la remocion de contaminantes microbioldgicos es en su mayoria
indirecto, debido que su funcion principal es proporcionar un area superficial para atraer y
almacenar contaminantes como materia organica, nutrientes y metales pesados, sin embargo, se
conoce que las plantas liberan pequefias cantidades de oxigeno al agua a través de sus raices, lo
que esta reportado como un efecto indeseable para ciertas bacterias entéricas que son facultativas

o anaerobias (Wu et al., 2016).

2.6.3.3 Mecanismos quimicos

Con respecto a los procesos quimicos, la liberacion de exudados por las raices de algunas
plantas es un mecanismo que influye en la reduccién de la contaminacién por medio de la
liberacion de sustancias que contienen aminoacidos, polisacaridos y metabolitos secundarios que
tienen funcioén antimicrobiana (Chen et al., 2016). Exudados de especies como P. communis, T.
latifolia, Arundo donax, Polygonum hydropiper y Polygonum orientale, han demostrado ser
eficientes para la reduccion de virus y colifagos (Li et al., 2014) y exudados de E. pyramidalis para

la remocion de E.
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coli (Lekeufack et al., 2012). Mientras que especies como Leptospermun continentale, Palmetto

buffalo y Carex appressa no presentaron inhibicion en el crecimiento sobre la bacteria E. coli

(Chandrasena et al., 2017).

Otros factores como el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y temperatura influyen en el
rendimiento de eliminacion de microorganismos en los humedales artificiales. E1 TRH es el tiempo
necesario que debe permanecer el agua residual dentro del sistema, se conoce que un aumento en
estos tiempos puede favorecer la exposicion de los microorganismos a los procesos fisicos como
filtracion, sedimentacion y predacion (Quifionez-Diaz et al., 2001; Tungsiper et al., 2012). Estos
tiempos de retencion depende a su vez de la vegetacion y del sustrato (Kansiime & Vann- Bruggen,
2001). Por su lado, la temperatura por influencia de la época estacional tiene un aporte en la
eficiencia de remocion de los contaminantes (Stefanakis et al., 2016). Se conocen que temperaturas
por encima de los 15 grados mejoran el desempefio de remocion, mientras que temperaturas bajas
provocan la inactivacion de los microorganismos. Algunos estudios sugieren que la reduccion de
microorganismos incrementa durante el verano y disminuye en el invierno, lo anterior debido a
que a un aumento en la temperatura tiene efectos favorables sobre los procesos bioldgicos, como
por ejemplo el metabolismo de bacterias y protozoarios, aumento de la depredacion, incremento
en la produccion de enzimas por parte de las plantas, hongos y bacterias que podrian estar
relacionado con la degradacion de la capside de los virus o dafio en su material genético (ADN o

ARN) (Lekeufack et al., 2012; Morato et al., 2014).
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3. Marco Metodoldgico

El objeto de estudio de esta investigacion fue el sistema de tratamiento alternativo para aguas
residuales (SATAR-UNA), el cual se encuentra ubicado en la Escuela de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional. Este sistema cuenta con una extension de 2050 m? y depura las aguas
residuales provenientes de los laboratorios, los servicios sanitarios, bafios, hospital veterinario,
soda y los establos pertenecientes a dicha Escuela. En la figura 3, se ilustra el esquema del SATAR-
UNA el cual consiste en un conjunto de rejillas, un tanque Imhoff, cuatro unidades
correspondientes a HAs de flujo subsuperficial horizontal, un lecho de secado para los lodos y una
unidad de desinfeccion. En el momento de la investigacion los humedales se encontraban operando
en paralelo, lo que significa que cada unidad recibe la misma cantidad de agua residual. En total
el sistema tiene una capacidad hidraulica para tratar un caudal de 40 m®/dia y con un area

superficial de 800 m”.

Humedal 1 ‘ | Humedal3
(H1) (H3)

Escuela de

Medicina Gilnde Tangue Cajade ‘ .| Unidad de
Veterinaria | | rejillas | @ Imhoff distribucion recoleccion

UNA

’ Humedal 2 Humedal 4
‘ ) (H2) (H4)

Lecho de
secado

Figura 3. Diagrama de bloques del sistema alternativo de tratamiento de aguas residuales de la

Escuela de Medicina Veterinaria (SATAR-UNA), ubicado en el campus Presbitero Benjamin

Nunez de la Universidad Nacional.

El sustrato (piedra) de tres humedales fue plantado en marzo del 2018, cada uno consiste en
un monocultivo de una especie de planta. El humedal H1 fue plantada con la especie Heliconia
psittacorum L.F. cominmente conocida como “avecilla”; el humedal H2, con Molineria
capitulata (Lour.) Herb. también llamada “coquito” y el humedal H4, con Pennisetum
alopecuroides, conocida como “cola de zorro”. El humedal H3 se encuentra sin vegetacion con

la finalidad de que actiie como una unidad de control.
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3.1 Muestreo de las aguas residuales

Se recolectaron muestras mensuales durante el periodo de octubre del 2019 a febrero del 2020.
Las estructuras designadas como Pn en la figura 3 fueron los puntos donde se tomaron las muestras
de agua residual. Especificamente, los puntos Ply P2 corresponden al influente y efluente del
tanque Imhoff, respectivamente; los puntos P3, P4, P5 y P6 son los efluentes de los respectivos

humedales artificiales y finalmente el punto P7, que es la salida de todo el sistema.

El desempefio en la remocion de los contaminantes microbiologicos de cada humedal fue
valorado por la determinacion de coliformes fecales y E. coli, Salmonella spp. Shigella spp. y
huevecillos de Helmintos; los andlisis de estos pardmetros se realizaron segin los Métodos
Estandarizados para la Examinacion de Agua y Agua Residual (Baird et al.,, 2017). La
cuantificacion de los huevecillos de helmintos se realizd seglin el protocolo establecido en la
Norma Mexicana NOM-004 (cuadro 4). Se llevaron a cabo analisis fisicoquimicos in situ con el
medidor multiparametro marca WTW (pH, T °C, OD). Los parametros de DQO, DBO, Soélidos
Sedimentables (S Sedim), compuestos nitrogenados (NTK, N-org y N-NH4") y fosfato (P-PO4™),
fueron analizados por el LAGEDE con el fin de conocer la eficiencia en cuanto a remocion de

pardmetros fisicoquimicos.

Cuadro 4. Métodos de referencia establecidos para los analisis microbioldgicos y fisicoquimicos
en laboratorio.

Anélisis Método de referencia
Determinacion de Coliformes fecales y 9221C, 9221E, 9223B, 9221F
Escherichia coli (NMP)

Determinacion cualitativa de Salmonella spp. 9260D
Determinacion cualitativa de Shigella spp. 9260E
Determinacion y Cuantificacion de Huevecillos NOM-004-SEMARNAT-2002
de Helmintos

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 5220-D

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) 5210-B

Nitrogeno total Kjeldahl (NTK) 4500

Nitrégeno Amoniacal (N-NH4") 4500A

Nitrogeno organico (Norg) 4500-Norg C

Fosforo (P-PO4%) 4500P-D

Sélidos sedimentables 2540 F

Fuente: (al Ambiente, P. F. D. P., 2003; Baird et al., 2017).
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Las muestras para los andlisis microbioldgicos (coliformes fecales y E.coli) se recolectaron en
botellas de vidrio de 250 mL previamente esterilizadas. Al llenar el recipiente con la muestra, se
procuro llegar hasta un volumen de 200 mL, con la finalidad de dejar un espacio o “burbuja de
aire” que permitiera la homogeneizacion de la muestra. En el caso de los microrganismos tales
como Samonella spp.y Shigella spp., 72 horas previo a la recoleccion de las muestras se colocaron
hisopos de Moore (dispositivo formado por gaza de algodén que se amarra con cinta de nylon) en
cada caja de los puntos de muestreo. Finalmente, para la determinacion de los huevecillos de
helmintos se recolectaron muestras en recipientes de plastico de 4000 mL. Todos los recipientes
con las muestras se depositaron en un contenedor con hielo para su traslado y posterior analisis en
el Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados en

un tiempo menor a las 24 horas desde su recolecta.

3.2 Analisis microbiologicos

Se tomaron varios microorganismos como indicadores para ser analizados:

a. Coliformes fecales y Escherichia coli

Se utiliz6 la técnica de tubos multiples (NMP) con una serie de 5 tubos con caldo lauril triptosa
concentrado y simple (Becton Dickinson" 224150), con diluciones decimales tomando 1 mL a
partir de la muestra y transfiriendo el volumen a un tubo que contenia 9 mL de agua peptonada
estéril al 0.1% (BD™ 211677) homogenizando adecuadamente entre cada dilucion, hasta realizar
una dilucién de 107, Especificamente en la serie de 5 tubos con el caldo lauril triptosa concentrado,
se inoculd cada tubo con 10 mL de la muestra, en el caso de la serie de 5 tubos con caldo lauril
simple se inocul6 cada tubo con 1 mL de la muestra y en las siguientes series 1 mL de la dilucion

decimal, tal como se menciono anteriormente.

Las gradillas con los tubos inoculados se colocaron en una incubadora a temperatura de (35+1)
°C, por (48+2) horas; pasado el periodo de incubacion, los tubos donde se observo la presencia de

gas y turbiedad, se consideraron como una prueba presuntiva positiva, subsecuentemente, se
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inoculd 100 pL de cada tubo positivo en medio EC-MUG (BD™ 222200), posteriormente, se
incubaron en bafo maria a (44,5+0,2) por (24+2) horas. Al finalizar el periodo de incubacion, se
tomaron como positivos para coliformes fecales los tubos con turbiedad y produccion de gas. Para
la confirmacion de E. coli los tubos positivos del caldo EC-MUG se expusieron a luz UV, donde
la presencia de fluorescencia resultd una prueba confirmativa para E. coli. Todos los pasos
anteriores se llevaron a cabo en paralelo con tres controles para las lecturas (control positivo con
la cepa E. coli ATCC® 25922™ control negativo con la cepa Staphylococcus aureus ATCC®

25923™ y el control sin inoculo).

b. Salmonella spp.

Para el pre-enriquecimiento, el hisopo Moore se coloco en una botella plastica de 1000 mL con
agua peptonada buferizada (APB) (BD™ 218105), con cantidad suficiente que cubriera toda la
superficie del hisopo. Posteriormente se incubo a (35£1) °C por (24+2) horas. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se transfirio6 10 mL del pre-enriquecimiento de cada muestra en un
erlenmeyer con 90 mL de Caldo Selenito Cistina (BD"" 268740) y otro erlenmeyer con 90 mL de
Caldo Gram Negativa con modificaciéon Hajna (BD™ 250561), y se incubaron por (48+2) horas a

(35 £ 1) °C, este paso constituyo al enriquecimiento.

A las 48 horas de incubacion, se procedid a inocular una asada del enriquecimiento en el medio
de cultivo Agar salmonela-shigella (SS) (BD™ 250929) y Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
(BD™278850), realizando un rayado con el objetivo de aislar colonias (UFC); se prepar6 el control
positivo rayando una asada de un cultivo de Salmonella enterica ATCC® 14028™, se procedié de
la misma manera para preparar el control negativo rayando un cultivo de E. coli ATCC®25922™y
un control del medio sin inoculo. Se incubaron las placas de Agar SS y Agar XLD a (35+1) °C por
(24+£2) horas. De las placas inoculadas, se seleccionaron las colonias tipicas de Salmonella spp. en
Agar SS y Agar XLD, las cuales presentaron color rojo brillante y con el centro negro (produccion
de H2S), sin embargo, se procedié a identificar las colonias atipicas las cuales presentaba una
morfologia diferente: colonias transparentes, blanquecinas y sin presencia de H2S (ausencia del

pigmento negro en el agar).
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Posteriormente se procedid con la identificacion de las colonias, para lo cual las colonias
sospechosas por Salmonella spp. se inocularon en tubos de: Agar triple azficar-hierro (TSI) (BD"™
254458), Agar lisina-hierro (LIA) (BD"™ 284920), Agar tripticasa de soya (ATS) (BD™236950) y
Agar Motilidad. Se incubaron a (35 & 1) °C por (18-24) h. A partir del cultivo en ATS se realizo la
prueba de oxidasa y la tinciéon de Gram (reactivo modificacion Kopeloff-Beerman). Si los
resultados de estas pruebas (morfologia de bacilos, oxidasa negativa y Gram-negativos) sugerian
la presencia de Salmonella spp. se procedi6 a montar las galerias de reacciones bioquimicas API®-
20E (bioM¢érieux, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante y luego se incubaron a (35+1)
°C por (18-24) h. Transcurrido este tiempo se anot6 el bioniumero y se busco6 el resultado en la base
de datos proporcionada en la pagina web de bioMérieux (https://www.biomerieux.es/diagnostico-

clinico/productos/apiwebtm), para la identificacion de enterobacterias.

C. Shigella spp.

Para el pre-enriquecimiento y enriquecimiento se realizd el mismo procedimiento de
Salmonella spp. A las 48 horas de incubacion, se procedi6 a inocular una asada del enriquecimiento
en el medio de cultivo Agar SS y Agar XLD, realizando un rayado con el objetivo de aislar colonias
(UFC), se prepard el control positivo rayando una asada de un cultivo de Shigella sonnei ATCC®
25931™, se procedi6 de la misma manera para preparar el control negativo rayando un cultivo de
E. coli ATCC® 25922™ y un control del medio sin inoculo. Se incubaron las placas de Agar SS'y
Agar XD a (35 £ 1) °C por (24 £ 2) horas. De las placas inoculadas, se seleccionaron las colonias
con la morfologia tipica de colonias de Shigella spp. en Agar XLD y Agar SS: transparentes u

opacas, lisas y sin produccion de HzS, ausencia del pigmento negro en el agar.

Luego se procedid con la identificacion de las colonias, para lo cual las colonias sospechosas
de ser Shigella spp. se inocularon en tubos de: Agar TSI, Agar LIA, ATS y Agar Motilidad,
posteriormente se incubaron a (35 + 1) °C por (18-24) h. A partir del cultivo en ATS se realiz6 la
prueba de oxidasa y tincién de Gram (reactivo modificaciéon Kopeloff-Beerman). Si los resultados
de estas pruebas (morfologia de bacilos, oxidasa negativa y Gram-negativos) sugerian la presencia
de Shigella spp. se procedié a montar las galerias de reacciones bioquimicas API®-20E

(bioM¢érieux, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante y luego se incubaron a (35+1) °C
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por (18-24) h. Transcurrido este tiempo se anoto el biontimero y se busco6 el resultado en la base
de datos proporcionada en la pagina web de bioMérieux (https://www.biomerieux.es/diagnostico-

clinico/productos/apiwebtm), para la identificacion de enterobacterias.

d. Huevecillos de Helmintos

Se realiz6 un filtrado de los 4000 mL de la muestra a través de un tamiz de 150 micras y se
depositd en un recipiente de 5 L, luego se dejoé sedimentar durante 24 horas. Una vez sedimentada
la muestra, se aspir6 el sobrenadante mediante una bomba de vacio marca Sartorios y se depositd
el sedimento en una botella de centrifuga de 250 mL, incluyendo de 2 a 3 enjuagues del recipiente
de 5 litros y se centrifugd a 400 g por 5 minutos. Posteriormente, se decantd el sobrenadante por
vacio y se resuspendi6 el sedimento en 150 mL de Sulfato de Zinc al 33% (ZnSO4,JT " 4382-01).
Se homogenizo el sedimento con agitacion y se centrifuga a 400 g por 5 minutos. En seguida, se

recupero el sobrenadante vertiéndolo en un frasco de 2 litros y se dejo sedimentar durante 24 horas.

Posteriormente, se aspird el sobrenadante por vacio y luego se resuspendio el sedimento
agitandolo, se verti6 el liquido resultante en tubos de centrifuga y se lavé de 2 a 3 veces con agua
destilada el recipiente de 2 litros. Se centrifugaron a 480 g por 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se reagruparon los sedimentos en tubos de centrifuga. Se descarté el sobrenadante
y se resuspendio el sedimento en 4,5 mL de solucion de alcohol-acido (H2SO4 0.1 N) + C2HsOH
a 33-35% y se adicionaron 3 mL de éter etilico. Posteriormente se centrifugaron a 660 g por 5
minutos; finalizado este tiempo se aspird la mayor cantidad del sobrenadante dejando

aproximadamente 1 mL de liquido y luego se procedio a cuantificar.

Para la cuantificacion se procedié a distribuir todo el sedimento en una celda de Sedgwick-
Rafter y se realizo un barrido del total de la muestra con un microscopio de luz dptica, marca
Olympus BX43. Los resultados se expresaron en numero de huevecillos/Litro dividiendo la

cantidad de huevecillos encontrados entre el volumen inicial de muestra.
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3.3 Analisis de datos

Se calcul6 el porcentaje de remocion promedio mensual del NMP de coliformes fecales y E.
coli mediante la siguiente formula: Rm = (C, — C;)/C, X 100, donde Rm: es el porcentaje de
remocion; Cy,: es la concentracion del afluente de los HAs; y C;: es la concentracion de salida de
los humedales, por ejemplo: Heliconia psittacorum (P3), Molineria capitulata (P4), Control (P5),

Pennisetum alopecuroides (P6) y efluente del sistema (P7).

Para los analisis estadisticos, los valores microbiologicos correspondientes a los coliformes
fecales y E. coli se transformaron a logaritmo natural con el objetivo de buscar una Distribucion
normal o Gaussiana. Todos los sitios de muestreo (P1 a P7) fueron comparados mediante analisis
de varianza de una via (ANDEVA) y prueba a posteriori de Tukey HSD. Todos los supuestos
estadisticos fueron verificados. La relacion de todas las pares de variables microbiologicas y
fisicoquimicas para todos los sitios de muestreo (P1 a P7), se analizaron mediante correlaciones
de Spearman (rp). Finalmente, la relacion entre el NMP (coliformes fecales y E. coli) y la cantidad
de nitrégeno total Kjeldahl (NTK), se evalu6 a través de un ajuste de regresion lineal. Todos los
analisis estadisticos se ejecutaron en el lenguaje de programacion R, version 3.6.3 (RcoreTeam,

2020) con un nivel de significancia de a = 0.05
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4. Resultados

4.1. Parametros fisicoquimicos

En el cuadro 5, se muestran los resultados promedios de los pardmetros fisicoquimicos
analizados en el SATAR-UNA como medida complementaria a la evaluacién microbiologica
realizada en este estudio. Los valores de temperatura y pH se mantuvieron estables durante todo
el periodo de muestreo cumpliendo, el primero con valores entre 15°C a 40°C (el rango establecido
en la normativa nacional), mientras que el pH mantuvo valores entre 5 a 9 (Ministerio de Ambiente
y Energia & Ministerio de Salud, 2007). Los pardmetros que presentaron mayores porcentajes de
remocion en la salida del sistema (P7), fueron 95.37% y 90.11%, para SSedim y Norg,
respectivamente y el valor mas bajo fue 63.09% P-PO4*. En la salida del HA (P3) se observo el
mayor porcentaje de remocion de DBOs (81.60 %), no obstante, se registrd el valor mas bajo del

cociente DBOs/DQO (0.27) y en la salida del HA (P2) este valor fue el mas alto (0.48).

Cuadro 5. Valores promedios de parametros fisicoquimicos medidos entre octubre 2019 y
febrero 2020 en el SATAR-UNA.

Pardmetro Salidas de los puntos de muestreo

(abb. Unit) P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
pH 7.28 £0.47 7.38 +0.44 7.23 £0.67 7.28 £0.39 7.23 £0.38 7.30 £0.26 7.43 +0.42
Temperatura (°C) 2462 + 1.15 2493 £1.27 25.05 £1.27 25.38 £1.36 27.88 £1.09 23.78 £1.30 2533 £141

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO, mg/L) 107.25+49.06  53.00 + 26.44 9.75+171 1150 +1.91 11.00 £2.94 12,00 £5.10 12,25 £3.95

Porcentaje remocion DBO (%) NA 50.60 81.60 78.30 79.20 77.40 88.60
Demanda quimica de oxigeno (DQO, mg/L) 246.00+161.07 111.00+87.89 36.00+1398  30.75+1882  3550+1580  29.50+14.15  41.25+28.80
Porcentaje remocion DQO (%) NA 54.88 67.56 72.29 68.01 73.42 83.23
DBO/DQO 0.44 0.48 0.27 0.37 0.31 041 0.29
Nitrégeno total Kjeldahl (NTK, mg/L) 24.83 £9.87 18.85+8.07 2.98+1.36 5.00+2.25 325+158 261071 388+1.25
Porcentaje de remocion NTK (%) NA 23.99 84.19 73.47 82.75 86.15 84.35
Nitrégeno amoniacal (N-NH4+, mg/L) 14.62 + 6.47 13.65 £4.01 202+1.35 3.76 £2.65 247+203 1.69+1.37 287+1.01
Porcentaje remocion Nitrégeno amoniacal (%) NA 6.63 85.20 72.45 81.90 87.61 80.36
Nitrégeno organico (Norg. mg/L) 10.21 £ 8.09 520+591 0.96 £ 0.45 124+1.12 0.78 +0.50 0.92+153 1.01+0.83
Porcentaje remocion Nitrégeno organico (%) NA 49.07 81.53 76.15 85.00 82.30 90.11
Fésforo (P-PO,*, mg/L) 4.66+5.23 421+4.93 1.68 +1.00 1.37+1.13 1.23+0.81 1.08+2.06 1.72+1.78
Porcentaje remocion Fosforo (%) NA 9.66 60.09 67.45 70.78 74.35 63.09

S Sedim (mg/L) 1.08+ 1.03 0.33+0.24 0.00 0.05+0.00 0.00 0.13+0.00 0.05+0.00
Porcentaje remocion S Sedim (%) NA 69.44 100.00 84.85 100.00 60.60 95.37

P1: afluente del sistema, P2: salida del tanque Imhoff, P3: salida del humedal H. psittacorum, P4: salida del humedal M. capitulata, P5: salida del control, P6: salida del humedal P.
alopecuroides. Media + Error estandar
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4.2. Concentracion y remocion microbiologica

Se encontr6 una reduccion estadisticamente significativa entre la concentracion del NMP para
coliformes fecales y E. coli en todas las salidas de los humedales (P3 a P6), ademas en el efluente
del sistema (P7) con respecto a la carga inicial del afluente del sistema (P1) (Cuadro 6); no
obstante, los resultados obtenidos en los puntos P3, P4, P5S y P6 correspondientes a las salidas de
los cuatro humedales no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si. Con
respecto a la remocion global se obtuvo una eficiencia entre los 51.9 % y 50.9 % de coliformes

fecales y E. coli (NMP), respectivamente, en la salida del sistema (Cuadro 6).

Cuadro 6. Promedio de las concentraciones de Coliformes fecales, Escherichia coli y helmintos

y deteccion de Salmonella spp. y Shigella spp., entre octubre 2019 y febrero 2020 en el SATAR-

UNA.
Sitios de Coliformes fecales E.coli R_e mocion (%) Remocion  Helmintos Salmonella Shigella
muestreo  Abbr 10g(NMP 100 mL-1) log(NMP 100 mL-1) Coliformes fecales (%) (Huevos spp. spp.
E.coli 1000 mL-1)

Afluente del sistema P1 557+0.468a 5.47+0.485a 4 Presencia  Ausencia
Salida del Imhoff P2 533+0.449a 528+0413a 32+6.86Db 22+£694b 4 Presencia Ausencia
H. psittacorum P3 2.50+0.493 b 2.46+0.504 b 56.4+5.76 a 56.6 + 5.60 a 1 Presencia Ausencia
M. capitulata P4 2.45+0.429b 2.45+0.429b 56.7 £ 4.57 a 55.8+4.44a 2 Ausencia  Ausencia
Control P5 3.09+0.506 b 2.60+0.529 b 44.4+886a 535+7.16a 0 Ausencia  Ausencia
P. alopecuroides  P6 2.92+0.391b 2.83+0.414b 47.6+6.48a 474+795a 1 Ausencia  Ausencia
Efluente del sistema P7 2.73+£0.383b 2.73+£0.383b 519+345a 509+3.76a 0 Ausencia  Ausencia

Fo08 = 9 8.9 10.5 11.6

R? = 0.66 0.66 0.69 0.71

p= <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

ANDEVA (factor: sitio de muestreo); F: valor de Fisher; R’: coeficiente de determinacion; P: pro-
babilidad del modelo; Media + Error estandar; Letras iguales indican no diferencias estadistica-

mente significativas entre los sitios de muestreo, Tukey HSD (P>0.05).
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4.3. Correlacion de variables microbiologicas y fisicoquimicas

En general, todas las variables fisicoquimicas estuvieron correlacionadas de manera positiva
con las variables microbiologicas, a excepcion del oxigeno disuelto (OD) que mostré una
correlacion negativa con estas (Figura 4); asimismo el cociente DBO:DQO vy la cantidad de log
(E. coli) no tuvo correlacion significativa entre si (P>0.05). Adicionalmente, se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas entre las variables fisicoquimicas (P<0.05) (Figura

4).
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I - N-NH4 { (G
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Conductividad { [ 0.62 |0.39 0.72 0.63 0.74
Iog(E,coli)-ilﬂ 0 0.4 =0 0.64 0.4 0 0.63 0.59 0
Iog(CF){ 0.46 0.49 0.38 =0.31 0.58 10.36 04 0.64 0 0.6 [0
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Figura 4. Matriz de coeficientes de correlacion de Spearman (rp, P<0.05) entre todas las variables
microbioldgicas y fisicoquimicas para todos los sitios de muestreo (P1 a P7). Datos recolectados
entre octubre 2019 y febrero 2020 en el SATAR-UNA. Cuadros en color blanco indican no
correlacion (7= 0; P>0.05).
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Finalmente, debido a la fuerte correlacion positiva entre el NTK y el NMP de coliformes fecales
y E. coli, se establecid un modelo de regresion lineal, donde la variabilidad del NMP se ajustd con

un R?=0.63 (criterio de informacion de Akaike (AIC)= 100.83; P<0.001; Figura 5).
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Figura 5. Relacion entre el nimero mas probable (NMP; Coliformes fecales y Escherichia coli) y
el nitrégeno total Kjeldahl (NTK). Linea solida senala el ajuste del modelo de regresion lineal.

Criterio de informacion de Akaike (AIC) = 100.83.
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5. Discusion

Se estudi¢ la presencia del grupo de coliformes fecales, E. coli, Salmonella spp., Shigella spp
y huevecillos de helmintos, como indicadores de inocuidad dado su importancia como agentes
etiologicos de enfermedades gastrointestinales. El control de estos patdgenos en la salida de la
planta de tratamiento de aguas residuales (SATAR-UNA) es un factor crucial para el buen estado
de salud de los cuerpos de agua receptores y, por consiguiente, la proteccion a la salud humana

(Alufasi et al., 2017; Calheiros et al., 2017; Stefanakis et al., 2019).

En referencia a los parametros fisicoquimicos su analisis se realiz6 de forma complementaria
con la evaluacion microbiologica. Con respecto al tanque Imhoff (P2) al ser un sistema de
tratamiento anaerobio el control del pH en la salida es fundamental para conocer el desempeno de
esta tecnologia. Se puede afirmar que los valores promedios de pH obtenidos en este estudio, son
los adecuados para el desarrollo de los microorganismos anaerobios, los cuales son los
responsables de degradar la materia orgénica y de realizar los procesos de conversion del nitrogeno
en estos sistemas, ademas permiten deducir que no se estan dando proceso de acidificacion debido
a la produccion de AGVs (4cidos grasos volatiles) (Gray, 2004); altos valores de estas sustancias
podrian afectar las funciones de los microorganismos y plantas en los HAs. La remocion de
patdgenos y nutrientes en este sistema fue baja, lo cual era de esperar ya que la funcion principal
en estos sistemas es la remocion de solidos sedimentables y materia organica (Fernandez-Polaco
& Seghezzo, 2015). No obstante, el porcentaje promedio de DBO obtenido en la salida de este
sistema fue superior a los valores que se reportan (25 a 35%) para esta tecnologia (Marin & Osés,
2013), por ende no cumplen con el valor maximo permisible para vertido o descarga a los cuerpos
de agua receptores de acuerdo al Decreto N° 33601 (2007), por lo tanto es necesario la
implementacion de un tratamiento secundario adicional. Dado que los valores del cociente
DBOs/DQO en el efluente del tanque Imhoff fueron mayores a 0.40, se afirma que las aguas
residuales recibidas en el SATAR-UNA son altamente biodegradable (Ryder, 2017) por lo que su

tratamiento mediante HAs es el adecuado.

Con respecto a los valores de pH y temperatura reportados en las salidas de los HAs, estos se

encontraron en un rango Optimo para el crecimiento de los microorganismos responsables de la
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descomposicion de la materia orgdnica y nutrientes, promoviendo asi el buen desempefio del
sistema en cuanto a la disminucion de la carga organica en las aguas residuales que recibe el
SATAR-UNA. Los porcentajes obtenidos de remocion para DBO y DQO son caracteristicos en
sistemas que se ubican en regiones climaticas similares a Costa Rica (Alfaro et al., 2013; Pérez-
Salazar et al., 2019; Zhang et al., 2015), por lo que demuestra que el sistema fue efectivo para
remover los contaminantes organicos permitiendo obtener a la salida del sistema valores menores
a lo que establece la normativa nacional vigente de 50 mg/L DBO y 150 mg/L DQO (Ministerio
de Ambiente y Energia & Ministerio de Salud, 2007). Con respecto al valor del cociente
DBOs/DQO en el punto P7, la baja biodegradabilidad era de esperarse debido a que el agua
residual ya ha pasado a través de un proceso de tratamiento biologico, por ende, este efluente ya
no es susceptible para ser dirigido a otro tratamiento bioldgico; ademas, el bajo valor del parametro
DQO permite la suposicion de que no existe una gran cantidad de constituyentes toxicos en los

efluentes del sistema que pueda afectar el cuerpo receptor de estas aguas residuales (Ryder, 2017).

En referencia a la remocién de los nutrientes como nitrégeno y fosforo, los valores reportados
fueron similares en todos los puntos de salidas de los HAs. En el caso del nitrogeno se obtuvo
porcentajes de remocion superiores al 70%, especificamente los humedales plantados con H.
psittacorum y P. alopecuroides presentaron un mejor desempefio con respecto al humedal control;
Autores como Quintero et al., (2021) en su estudio utilizando la especie H. psittacorum, reportan
datos similares de transformacion del nitrogeno y lo asocian a los procesos de asimilacion,
nitrificacion y desnitrificacion y a los pH optimos del agua residual (6.5 y 7.5) que permiten el
crecimiento de las bacterias. El nitrégeno en las aguas residuales puede estar presente en diferentes
formas y una vez que ingresa en los HAs es transformado por las bacterias responsables de los
procesos de nitrificacion y desnitrificacion, convirtiéndolo en formas disponibles (NO3~, NHs")
para ser asimilado por las plantas y microorganismos (Marin & Osés, 2013; Souza & de Aguiar
Junior, 2020). Otra manera de eliminaciéon es la absorcion del amoniaco sobre el material de
soporte (Bakhshoodeh et al., 2020); en el caso de los humedales de flujo subsuperficial como los
presentes en el SATAR-UNA al predominar las condiciones anaerobias se favorecen los procesos
de desnitrificacion que promueven la liberacion del nitrégeno a la atmdsfera en forma de gas
(Salas, 2007), lo anteriormente expuesto en conjunto podria justificar los resultados obtenidos en

este estudio.
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En cuanto a la remocion de fosforo se observaron porcentajes superiores a los reportados en la
literatura para HAs de flujo subsuperficial horizontal (31 a 60)% (Bakhshoodeh et al., 2020; Zhang
et al., 2015). Los procesos que mayormente contribuyen en la reduccion de este nutriente en los
HAs son mediante la precipitacion y la adsorcion por el material de soporte, union con sedimentos
y una pequefia parte es tomado por las plantas (Nandakumar et al., 2019); sin embargo, el alcance
de los procesos basados en mecanismos de separacion con el tiempo se ve limitado debido a la
saturacion del material de soporte, por tanto los valores de reduccion del fosforo son mas altos
durante los primeros afios de funcionamiento de los HAs, y posteriormente van disminuyendo
(Stefanakis et al., 2019), lo anterior podria explicar los resultados obtenidos en el SATAR UNA,
sin embargo, no se puede descartar la participacion de las plantas dado que el humedal P6 fue el
que presentd mayor porcentaje de remocion de fosforo; observaciones similares fueron reportadas
por Udom et al., (2018) donde los humedales plantados con Pennisetum sp. obtuvieron porcentajes
ligeramente mayores con respecto al humedal control, no obstante comparado con lo observado
en el presente estudio, los autores reportaron valores muy bajos de remocion y lo explican a que
el TRH fue insuficiente para proporcionar el adecuado contacto entre el agua residual y los

procesos responsables en los HAs de la remocion de este nutriente.

Cabe mencionar que aunque el SATAR-UNA fue disenado segln la carga organica de DBO, los
valores de remocién de NTK y PO4, observados en los HAs, mostraron valores inferiores a los
esperados segun el criterio de disefio para los humedales artificiales de flujo subsuperficial
horizontal (10 mg/L NTK y PO4 5 mg/L) (Romero, 2004). Ademas, aunque la legislacion nacional
no estable el andlisis de estos parametros como obligatorio en aguas residuales de tipo ordinario,
son parametros complementarios de analisis obligatorio en aguas residuales provenientes de
actividades de tipo ganadera, criaderos de animales (vacas, ovejas, cabras, caballos, entre otros) y
manufactura de fertilizantes, con valores méaximos admisibles de 50 mg/L de nitrogeno y 25 mg/L
de fosfatos (N° 33601-MINAE-S, 2007); su vigilancia es importante debido a que son los
responsables de los procesos de eutrofizacion en los cuerpos de agua receptores (Nandakumar et
al., 2019; Ryder, 2017). Por lo anterior, las concentraciones de los nutrientes en las salidas de los
HAs cumplen como parametro complementario presentando un adecuado porcentaje de remocion,
similar a los valores promedio de remocion de (70% Py 86%NT) que presenta la PTAR André
Challé¢ y (68% P y 95% NT) en el caso de Montelindo, ambas plantas de tratamiento
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convencionales operando con la tecnologia de lodos activos, el sistema mas comin en Costa Rica

(Ilena Vega Guzman, comunicacion personal, 23 de junio 2021).

Los valores de reduccion obtenidos en coliformes fecales y E. coli (NMP) en el P7 con respecto
a la carga inicial del afluente (P1), son los esperados en sistemas de tratamiento como el estudiado
que se encuentran operando bajo condiciones ambientales estables (Vymazal, 2011; Rodriguez-
Garcia & Cardena-Mijangos, 2014; Lopez et al., 2019). Durante el paso del agua residual a través
del lecho, los microorganismos se adhieren al medio soporte (piedra) y a las raices de las plantas,
formando biopeliculas las cuales son las principales responsables de la degradacion de
componentes organicas y nutrientes, ademas estas estructuras contribuyen a la adsorcion de los
microorganismos patogenos (Kansiime & Vann- Bruggen, 2001; Winward et al., 2008; Stefanakis
et al., 2016). Resultados similares de reduccion fueron reportados por Calheiros et al., (2017),
Garcia et al., (2013), y Toscano et al., (2015), donde los autores resaltan el papel de la vegetacion
como un factor para mejorar la disminucion de contaminantes microbioldgicos con respecto al
humedal control. Asi mismo, Shingare et al., (2017) asociaron la eficiencia de reduccion de
coliformes fecales, E.coli, Salmonella spp., Shigella spp. y Ascaris lumbricoides, a las plantas
utilizadas que formaron un area densa de raices y rizomas proporcionando una superficie para la

union de los microorganismos, resultando en el mejoramiento de la calidad de los efluentes.

No obstante, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en la remocion
del NMP de coliformes fecales y E. coli en las salidas de los humedales con respecto al humedal
no plantado (control). Resultados similares fueron reportados por Manios, Stentiford, & Millner
(2002) y Headley et al., (2013); lo anterior podria atribuirse a que los mecanismos de remocion en
estos sistemas no solamente se pueden explicar por la presencia de vegetacion (Lopez et al., 2019).
Algunos autores mencionan que la remocion de patdégenos en los humedales artificiales se da
principalmente por los mecanismos de filtracion y sedimentacion, de ahi que el medio de soporte
tiene un rol importante en la reduccion de contaminantes microbioldgicos (Alufasi et al., 2017,
Parde et al., 2020; Wang et al., 2020; Wu et al., 2016). En sus investigaciones, Morato6 et al., (2014)
y Shingare et al., (2017) reportaron que los medios de soporte con granulometria fina como la
arena con tamafios de 2 mm a 10 mm han demostrado ser eficientes en la remocion de

contaminantes microbiologicos debido a que proporcionan una mayor superficie de contacto para
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la adherencia de las bacterias al soporte quedando retenidas a este. Ademads, se conoce que los
microorganismos se adhieren a los sedimentos en el agua y estos luego por el efecto de gravedad
sedimentan; especificamente E. coli se asocia a particulas inorganicas grandes y densas formando
agregados, asi que, al promover la remocion de sélidos suspendidos en los HAs, se logra también
la disminucion eficiente de los microorganismos, por ende, la sedimentacidon es un mecanismo que
tiene gran significancia en la reduccién de contaminantes patdogenos en las aguas residuales

(Boutilier et al., 2009; Karim et al., 2004; Quifionez-Diaz et al., 2001).

En cuanto a Shigella spp., esta bacteria no fue detectada en ninguno de los puntos durante todo
el muestreo, mientras que Salmonella spp. fue encontrada al menos una vez en los puntos P1, P2
y P3, pero no en los otro puntos del sistema; esta ausencia podria estar asociada a que estas bacte-
rias se ven desplazadas por las poblaciones de otros microorganismos que se encuentran en mayor
cantidad como es el caso de los coliformes fecales y E. coli , por ende, una vez en el agua residual
estas bacterias mueren rapidamente debido a la competencia (Morat6 et al., 2014; Ottoson &
Stenstrom, 2003). De igual manera, asi como en el grupo de los coliformes fecales y E.coli, las
bacterias patogenas como Salmonella spp. y Shigella spp. son el alimento de protozoarios ciliados,
controlando asi las poblaciones de coliformes en los tratamientos de aguas residuales (Ali & Saleh,
2014; Andreo et al., 2017; Shingare et al., 2017). No obstante, no es posible afirmar que la ausencia
de estos microorganismos se debe a los factores mencionados anteriormente, debido a que los
resultados no mostraron una tendencia durante el periodo de muestreo. Esto podria estar asociado
a la disminucion del caudal global de entrada al sistema, tanto por una baja en la ocupacién como

por el mantenimiento irregular.

Con respecto a las cantidades de huevecillos de helmintos encontradas en las muestras de los
puntos P1 a P4 y P6, estas se ubican en el rango de la dosis minima efectiva, la cual es de 1-10
huevecillos por Litro representando un riesgo para la salud humana y el ambiente si estas aguas
residuales no son tratadas previamente antes de ser dirigidas al cuerpo de agua receptor (Jimenez,
2007). Resultados similares fueron obtenidos por Garcia et al., (2013) donde no lograron obtener
el total de remocion para huevecillos de helmintos en las salidas de los humedales y lo asociaron
a que el tamafio del material granular (1 cm) utilizado era relativamente grande. Investigaciones

previas exponen que los humedales que contienen arena como material de soporte alcanzan
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mejores desempefios en la remocion de estos patdogenos, debido a que los procesos de filtracion y
sedimentacion para la eliminacion de estos microorganismos son mas eficientes (Andreo et al.,
2017; Vacca et al., 2005). En el caso de los HAs del SATAR-UNA el material soporte utilizado es
piedra cuarta (3.8 cm) siendo estd mucho mas grande que arena, por lo que los procesos anterior-
mente mencionados son menos efectivos para la remocién de los huevecillos. No obstante, tal
como ya se menciond anteriormente para Salmonella spp. debido a que los resultados obtenidos
fueron irregulares o variables, no es posible afirmar que la ausencia de estos microorganismos se
deba a los factores mencionados anteriormente, puesto que los resultados no mostraron una ten-

dencia durante el periodo de muestreo.

En cuanto a los resultados de correlacion obtenidos, en el caso de la materia organica presente
en el agua residual, se encontrd una correlacion positiva entre el cociente DBO - DQO y los valores
de coliformes fecales (CF); de acuerdo con los resultados reportados por Burgos et al., (2017) se
puede confirmar que la tasa de carga organica tiene un efecto sobre la reduccion de bacterias coli-
formes. La correlacion positiva entre coliformes fecales y E. coli y las concentraciones de nitro-
geno en las aguas residuales, concuerdan con estudios previos reportados por Wu et al., (2016),
esto debido a que estos microorganismos indicadores utilizan el nitrogeno, como fuente de nu-
triente para su metabolismo (Boyd, 2015; Diaz et al., 2010). También Russo et al., (2019) reporta-
ron datos similares encontrando una correlacion positiva entre los microorganismos indicadores y

los valores de nitrégeno total.

La correlacion negativa débil encontrada en esta investigacion entre la concentracion de oxi-
geno disuelto y los coliformes fecales y E.coli, podria atribuirse a que la cantidad de OD presente
en el sistema proporciond condiciones desfavorables para estas bacterias entéricas anaerobias fa-
cultativas provocando la muerte natural en ambientes acuaticos como los presentes en los hume-
dales de flujo subsuperficial horizontal (Alufasi et al., 2017; Stefanakis et al., 2016; Headley et al.,
2013; Vymazal, 2005). Sin embargo, la correlacion débil sugiere que el pardmetro de oxigeno di-
suelto se encontraba en un rango permitiendo la supervivencia de cierta cantidad de estos micro-

organismos (Ruso et al, 2019).
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6. Conclusiones

El sistema SATAR-UNA, bajo las condiciones climaticas en las que se encuentra ubicado,
logro niveles significativos de remocion de coliformes fecales y E. coli. No obstante, los
niveles de estas bacterias fecales en los efluentes del sistema atin son mas altos que las
normas reglamentarias del pais para la reutilizacion de este tipo de aguas; por ende, es
importante incrementar la eficiencia del sistema con un mantenimiento regular, para lograr

una mayor reduccion de estos microorganismos indicadores.

A pesar de que el SATAR-UNA es un sistema estable, el mantenimiento irregular durante
el periodo de muestreo, pudo haber producido una distribucién desigual de las aguas
residuales debido al atascamiento de solidos que implicaria valores variables de TRH en
los puntos de muestreo repercutiendo en los resultados obtenidos para Salmonella spp. y

los huevecillos de helmintos.

Aunque la especie Molineria capitulata (Lour.), no esta descrita en la literatura consultada
para el uso en HA, no mostré diferencias significativas con respeto a los demas humedales
en cuanto a la reduccion de los parametros microbioldgicos y presentd porcentajes de

remocion mayores al 90% para los parametros fisicoquimicos realizados.

Debido a que el valor del cociente de DBO/DQO de las aguas residuales de la salida del
tratamiento primario presentd un valor mayor a 0.3, se puede concluir que son aguas
residuales que permiten ser tratadas mediante procesos bioldgicos predominantes en

sistemas como los HAs.
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7. Recomendaciones

Se recomienda el uso rutinario de microorganismos indicadores de inocuidad como los
coliformes fecales y E. coli para la evaluacion en la eficacia de remocion de microorganismo

en los humedales artificiales.

Es importante realizar un mantenimiento regular de todos los componentes del SATAR -UNA,
de manera que se garantiza el buen funcionamiento de todas sus partes para evitar atascamientos
que provocan una distribucion desigual del agua residual. A su vez es recomendable habilitar

adecuadamente el sistema de cloracion instalado.

Es necesario realizar muestreos puntuales con frecuencias mayores para determinar con certeza
la presencia o ausencia de bacterias como Salmonella spp. y Shigella spp., si como los

huevecillos de helmintos en los puntos de salida.

Es necesario realizar estudios fisiologicos que documenten el rol de las plantas utilizadas en el
SATAR- UNA, no solamente en términos de la absorcion de nutrientes, sino también su aporte

en la remocion de microrganismos patogenos.
Debido a los procesos de remocion de los huevecillos de helmintos, es importante realizar el

analisis de solidos sedimentables en el tanque Imhoft y en las demads salidas de los humedales

para cuantificar la presencia.
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