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Resumen
La bahia de Mochima es una de las regiones marinas costeras mas importantes
de Venezuela, posee una gran diversidad biolégica y atractivo turistico. La
situacion econémica de los pueblos en nuestro pais no siempre es buena, sus
sistemas sanitarios y servicios de agua pueden tampoco encontrarse en las
mejores condiciones, por lo que en algunos casos se opta por plantas de
tratamiento para las aguas residuales. En las afueras del pueblo de Mochima se
encuentra una planta de tratamiento de aguas residuales que recibe sus efluentes
y descarga en la bahia. La falta de mantenimiento de dicha planta ha hecho que
su funcionamiento desmejore, no logrando su objetivo original, por lo que generan
olores desagradables y contaminacion en la bahia, haciendo necesario un estudio
de la eficiencia de la planta. Con este propoésito se estudié la comunidad
fitoplanctonica del sistema de lagunas de oxidacion, con énfasis en las especies
de cianobacterias presentes y su carga de cianotoxinas. Se tomaron muestras de
fitoplancton en cada una de las lagunas para dos meses de 2016. La composicion
del fitoplancton corresponde con la de un sistema eutrofizado, principalmente
compuesto por cianobacterias en una gran abundancia para el mes de marzo y de
euglenofitas para el mes de diciembre. La cianobacteria mas abundante es
Microcystis aeruginosa, productora de la hepatotoxina microcistina. El
funcionamiento observado en planta no es el adecuado y se expresa en que la
concentracién de M. aeruginosa es mas elevado de lo reglamentario, asi como la
concentracién de sus toxinas liberadas en la bahia que es zona recreativa y de
pesca, lo que aumenta el riesgo de exposicion tanto para personas como

comunidades marinas.
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INTRODUCCION

Cianobacterias: aspectos generales

Las cianobacterias (anteriormente conocidas como algas verde-azules) son
microorganismos fitoplanctonicos que constituyen un filo del Dominio Eubacteria.
Se trata de los seres fotoautotrofos mas antiguos del planeta (existen restos
fosiles de mas de 3500 millones de afios), los cuales presentan una fotosintesis
particular dentro de las bacterias por su clorofila a, que los diferencia de otras
bacterias fotosintéticas. La fotosintesis de las cianobacterias libera oxigeno,
mientras que en la fotosintesis bacteriana otros gases se encuentran presentes
como productos metabdlicos (Bold & Wynne, 1985).

En la actualidad, las cianobacterias presentan una distribucion geografica
muy amplia, encontrtdndose en ambientes muy variados: terrestres,
dulceacuicolas, estuarinos y maritimos, e incluso extremos como lagos de soda y
aguas termales. En general, las cianobacterias suelen encontrarse en habitats de
pH neutros o ligeramente alcalinos, aunque algunas especies se han encontrado
en aguas con pH 4 y 12. Brock (1973) reportd que las cianobacterias estan
ausentes en aguas cuyo pH es menor a 4 6 5. Estos microorganismos también
pueden habitar en superficies expuestas e interior de rocas y tienen simbiosis con
hongos (liquenes), protozoos y plantas. Algunas especies son portadoras de
bacterias patdgenas como Escherichia coli y Salmonella sp.

Las cianobacterias son procariotas (sus Unicos organulos son los
ribosomas), haploides y con ADN circular libre en el citoplasma, de organizacion

unicelular, colonial y filamentosa. Existe movilidad por deslizamiento y vesiculas



de gas, las que brindan a las formas pelagicas de flotabilidad y desplazamiento
vertical en la columna de agua. Las especies mas comunes son unicelulares
cocoides (esferoidales), las cuales con frecuencia forman colonias muy densas y
agregadas en una capsula mucilaginosa o asociadas en filamentos. Otros tipos
morfolégicos poseen células tabulares, rectangulares o en forma de tablillas,
siempre formando filamentos. Las especies del Orden Nostocales presentan el
nivel de organizacion mas complejo o avanzado, puesto que hay diferenciaciones
morfolégicas celulares que cumplen funciones especificas, estructuras
denominadas heterocistos (0 heteroquistes) y acinetos. Su forma de reproduccion
es vegetativa o asexual, los mecanismos son variados: fision binaria, gemacion,
hormogonios (en el caso de especies filamentosas), esporas latentes (acinetos) y
fision mdltiple, entre otros.

Entran dentro del grupo de las bacterias Gram-negativas, asi que sus
envolturas estan constituidas por una membrana plasmética y una membrana
externa, situdndose entre ellas una capa de murina (peptidoglucano). Las paredes
celulares envuelven a su vez a estas membranas, generalmente constituidas de
mucopolisacéridos (cuatro capas de mucopéptidos: acido muramico, glucosamina,
galactosamina, alanina, acido glutamico y &cido diaminopimélico). No obstante, se
ha descubierto recientemente que las paredes celulares de los heterocistos
poseen celulosa (Herrero y Flores, 2008).

El aparato fotosintético de las cianobacterias consta de membranas internas
libres en el citoplasma llamadas laminillas fotosintetizadoras, las cuales se
encuentran dispuestas en un complejo multilaminar homologable a los tilacoides

de los cloroplastos de células eucariotas, que son los responsables de realizar el
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metabolismo fotosintético. (Talon & Azcdén, 2000) Solo poseen clorofila a y
pigmentos antena boliproteicos ubicados en estructuras denominadas
ficobilisomas; entre estos pigmentos destacan las ficobilinas, especificamente las
ficocianinas (c-ficocianina y aloficocianina) responsables de su coloracion azulada.
La fijacion de COz2 se hace a través del ciclo de Calvin para producir carbohidratos,
su fuente principal de energia, con tasas y eficiencias fotosintéticas muy altas.

Otra actividad metabdlica relevante de las cianobacterias es el hecho de
gue muchas de sus especies son capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico (N2) y
reducirlo a amonio (NH4"), la cual realizan en condiciones de anaerobiosis. Como
se ha mencionado, las cianobacterias Nostocales presentan estructuras
especializadas denominadas heterocistos o heteroquistes para la fijacion de Nz,
gue son células con paredes celulares engrosadas que impiden la entrada de
oxigeno. De este modo, la enzima nitrogenasa, que cataliza la reacciéon, puede
tener actividad biolégica permanente.

En forma alternativa, estos organismos pueden vivir heterotréficamente
como descomponedores 0 con metabolismo mixto (mixotroficos). Algunas
especies son altamente toxicas, como por ejemplo Anabaena circinalis, y otras son
inocuas de gran importancia en la industria de alimentos, como especies de los
géneros Arthrospira y Spirulina. Los mecanismos de intoxicacion son variados:
venenos citotoxicos que atacan las células, los hepatotoxicos que atacan el higado
y neurotoxicos que lo hacen con el sistema nervioso.

Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxondmica estd basada esencialmente en la morfologia

(habito del individuo, morfologia de la célula y de la vaina mucilaginosa). Es
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importante la linea de evolucion del talo: cocoide aislado de vida libre, cocoide
aislado de vida fija, cocoide colonial, filamento simple, filamento pseudoramificado
y filamento ramificado.

El sistema de clasificacion, con nomenclatura botéanica, es el propuesto por

Cavalier-Smith (2002) y esta conformado por las siguientes categorias:
REINO BACTERIA
SUBREINO Negibacteria
INFRAREINO Glycobacteria
DIVISION Cyanobacteria
SUBDWISION Gleobacteria
CLASE Gleobacteria
ORDEN Gleobacteriales
SUBDIVISION Phycobacteria
CLASE Chroobacteria
ORDEN Chroococcales (Chroococcus, Microcystis, Merismopedia)
ORDEN Pleurocapsales
ORDEN Oscillatoriales (Oscillatoria, Spirulina)
CLASE Hormogoneae
ORDEN Nostocales (Nostoc, Anabaena)
ORDEN Stigonematales
En modificaciones realizadas a la clasificacion antes mencionada, el Reino
es ahora denominado con el mismo nombre del Dominio: Eubacteria. Por otro

lado, se ha hecho una uniformizacion o adaptacion a la nomenclatura zoologica, y



las categorias Division y Subdivision han pasado a denominarse Phylum vy
Subphylum, respectivamente.
Importancia ecolégica e impacto de las cianobacterias

Las cianobacterias tienen una gran importancia ecologica y evolutiva, la
cual radica en la capacidad de generar gran parte del oxigeno de la atmésfera y
materia organica para nutrir a otros organismos en tramas troficas complejas,
principalmente acuaticas. Asi mismo, fueron los organismos que en los episodios
primigenios de la vida lograron transformar la atmosfera primitiva reductora a la
actual oxidante, lo que repercuti6 en la radiacion de formas de vida mas
complejas: células eucariotas, multicelularidad y sexo. Debido a sus tasas y
eficiencias fotosintéticas tan elevadas contribuyen de manera importante a la
productividad primaria global de la Tierra. Ciertas cianobacterias representan los
mayores fijadores de nitrégeno en amplias zonas oceanicas, las cuales son
ambientes oligotréficos, al igual que en cuerpos de agua dulce, contribuyendo de
forma importante a la cantidad total de nitrdgeno fijado en vida libre o en algunos
casos fuente Unica del mismo.

En el caso particular de ecosistemas acuaticos Ilénticos, incluidos
ecosistemas construidos como embalses y lagunas de oxidacion, la red tréfica
esta compuesta por un conjunto de productores y consumidores que canalizan los
flujos de materia y energia a través de dos vias principales: la cadena trofica
clasica y la red trofica microbiana (Cotner y Biddanda, 2002). Estas dos vias estan
constituidas en su base por el fitoplancton y el bacterioplancton, respectivamente.
Por su parte, el zooplancton transfiere la energia de ambas vias hacia los niveles

tréficos superiores (Havens vy col., 2000).
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En ecosistemas lénticos oligotroficos suele predominar la biomasa
bacteriana sobre la fitoplanctonica (Gasol y col., 1997; Cotner, 2000; Biddanda y
col., 2001). Por su parte, en eventos de contaminacion ambiental originados por
exceso de nutrientes provenientes de actividades agricolas y desechos vertidos a
cuerpos de agua, principalmente cargados de nitrogeno y fosforo (eutrofizacién),
las cianobacterias predominan ampliamente en la comunidad fitoplanctonica y
algunas especies se agregan dando lugar a grandes floraciones (en inglés
“blooms”), que describen aumentos significativamente mayores al promedio en la
biomasa del fitoplancton y generalmente resultan altamente téxicas o nocivas para
la biota acuatica (Roset y col., 2001). Estas superpoblaciones de cianobacterias
ademds generan anoxia y acidosis por impedimento de penetracion de luz solar a
la columna de agua (efecto de apantallamiento o autosombreo). Los géneros mas
frecuentes de dichas floraciones son: Microcystis, Anabaena y Aphanizomenon
(Ramirez y col., 2004). Etchenique (2006) y Guerrero (2006) mencionan que las
especies principales son Anabaena circinalis y Microcystis aeruginosa, ambas
potencialmente toxicas. La figura 1 muestra un resumen de las fuentes de
contaminacion que llevan a florecimientos de cianobacterias toxicas y sus efectos
en el ambiente y salud humana.

Cabe mencionar en este aparte, que también existen impactos positivos de
actividades econémicas productivas con empleo de cianobacterias. Estas han
cobrado gran importancia agroecoldgica y econémica en los Ultimos tiempos;
como ejemplo de esto, se les utiliza en suelos donde se cultiva arroz, ya que
incorporan el nitrdgeno atmosférico en compuestos utilizables por las plantas,

evitindose el uso de fertilizantes, por lo que mejora la calidad del suelo y se
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incrementa el rendimiento agricola (Prosperi, 2000). Como se ha comentado en
lineas anteriores, especies de los géneros Arthrospira y Spirulina son empleadas
industrialmente como fuentes complementarias y suplementarias de alimentos,
esto debido a su gran contenido de proteinas y vitaminas; también han tenido gran
impacto en la industria de los colorantes y cosmética, asi como marcadores
moleculares en farmacéutica, dados sus pigmentos caracteristicos, las
ficocianinas (Ciferri, 1983; Henrikson 1994).
Toxicidad

Las cianotoxinas son consideradas los compuestos mas toxicos y
preocupantes en las masas de agua, tanto por la gran extension que alcanzan
como por su toxicidad elevada. Son metabolitos secundarios que se generan y
acumulan durante la produccion de fotopigmentos (Quesada y Carrasco, 2006).
Ante condiciones ambientales desfavorables, las cianobacterias mueren y liberan
sus contenidos al medio (Ramirez y col., 2004). La naturaleza quimica de las
toxinas puede ser muy diversa: péptidos ciclicos, alcaloides y lipopolisacaridos,
aungque normalmente se clasifican por los efectos que producen: toxinas irritantes
(OMS, 1998), citotoxinas (cilindrospermopsinas) (OMS, 1998; Quesada vy
Carrasco, 2006), dermatotoxinas (aplisiatoxina y lyngbyatoxina) (Ramirez y col.,
2004), neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a (S) y saxitoxina) (OMS, 1998) y
hepatotoxinas (microcistinas y nodularinas) (Quesada y Carrasco, 2006; Ramirez

y col., 2004).
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=
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. olores nocivos

I I

Factores que favorecen : aguas poco profundas. largos periodos
de retencion (= 1-2 meses)

Figura 1. Crecimientos de biomasa de cianobacterias potencialmente toxicas, factores causantes

que faworecen su multiplicacién. (Chorus & Bartram, 1999).

Las cianobacterias téxicas se encuentran en todas las aguas interiores y
costeras del mundo, actualmente se conocen 24 géneros y 46 especies en el
mundo. Entre las especies dulceacuicolas que causan efectos toxicos en
vertebrados estan: Microcystis spp., Oscillatoria rubences y O. agardhii, Anabaena

spp., Aphanizomenon spp., Cylindrospermopsis raciborskii, Synechroococcus
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spp., Gleotrichia spp., Lyngbya spp., Nostoc spp., Schricotrix spp., Synechrocystis
spp. En ambientes salobres (estuarios) o marinos la especie principal es Nodularia
spumigena, aunque estos ambientes también han sido invadidos por especies
provenientes de agua dulce, principalmente en periodos lluviosos con aportes
grandes de rios contaminados y descargas de plantas de tratamiento de aguas
residuales. En el Apéndice 1 se muestran descripciones de las especies.

La investigacion se expande y existe mayor probabilidad de encontrar otras
especies toxicas, por consiguiente es prudente esperar un potencial téxico en
cualquier poblacion bacteriana. Se desconoce parcialmente la funcion fisiologica y
bioquimica de las toxinas para las cianobacterias, y los factores que conducen al
predominio de cepas toxicas no se comprenden en su totalidad. En todo el mundo
el 75% de las muestras investigadas contienen toxinas.

La toxicidad de un unico afloramiento puede fluctuar rapidamente en tiempo
y espacio. Los crecimientos en masa Yy especialmente natas superficiales
representan grandes riesgos. Es importante entender que las toxinas se
encuentran principalmente dentro de las células bacterianas, la liberacion en el
agua es posible, especialmente cuando las células mueren y se disuelven por lisis,
la toxina se diluye rapidamente y posiblemente se degrade. Las concentraciones
de toxina peligrosamente altas generalmente son el resultado de la acumulacion
de material celular como las natas. Para agua potable, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) propuso un valor provisional de referencia para microcistina-LR de
1 pg.L't (OMS, 2011), nivel maximo aceptable para el consumo oral diario de

microcistina-LR (libre y unida a célula) en aguas de abastecimiento publico.
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b)

La sintomatologia asociada por intoxicacién por cianobacterias es: dolor
abdominal, nauseas, vomitos, diarreas, dolor de garganta, tos seca, cefaleas,
ampollas en la boca, neumonia atipica, enzimas hepéaticas elevadas, mareo,
fatiga, fiebre de heno, irritacion en piel y ojos.

Los riesgos para la salud humana surgen por tres vias:

Contacto directo de partes expuestas del cuerpo; oidos, ojos, boca y garganta, y
areas cubiertas por el traje de bafio o el traje de buceo que pueden acumular
material celular.

Ingestion directa del agua.

Ingestion de agua por inhalacion o aspiracion.

Las cianotoxinas mas frecuentes y generalizadas son las microcistinas. Son
hepatopéptidos ciclicos que contienen una cadena lateral especifica de
aminoacidos (ADDA). Existen cerca de 89 analogos estructurales que varian
segun los grupos metilicos y los dos aminoacidos dentro del anillo (cadena de 7
aminoacidos) bloguean las fosfatasas proteicas (Welker y Von Déhren, 2006). Las
mas frecuentes son la LR, RR Y YR, las cuales son incoloras. La mas comun es la
LR con leucenina y arginina, respectivamente, la diferencia en los aminoacidos de
las microcistinas determina su toxicidad, asi como sus propiedades fisicoquimicas.
Su produccion depende de factores fisicos, quimicos y bioldégicos como luz,
temperatura, pH, concentracion de nitrogeno y diéxido de carbono. Se presume
que las cianobacterias las usan como mecanismo de defensa, en el metabolismo
del hierro (es un quelante de hierro) y también se ha evaluado su participacion en

la division celular. La figura 2 muestra su estructura molecular.
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Figura 2. Estructura quimica de las microcistinas.

Las toxinas son dificilmente eliminables del agua, la intoxicacién puede ser

grave causando muerte en animales y humanos, se sospecha que su acumulacién

puede causar dafios al higado y su ingesta aun en bajas dosis puede inducir a la

formacion de tumores. Mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y

espectrometria de masa (MALDITOF) (PSD) se ha determinado en diferentes

cuerpos de agua la presencia de microcistinas y otras cianotoxinas. La Tabla 1

resume los tipos de cianotoxinas descritos, sus intervalos de concentraciones,

géneros taxonémicos que las presentan y efectos en la salud humana.

Tabla 1. Cianotoxinas y su toxicidad aguda. (Chorus y Bartram 1999).

LD 50 (i.p. con Género que la
Cianotoxina ratones) de 9 Efecto
. produce
toxina pura
Bloqueadores de proteina fosfatasa. Péptidos-ciclicos (ADDA)

Microcistina en 45->1000 ug/kg Microcystis,
general Planktothrix, Bloquean las
Microcistina LR 60 (25-125)ug/kg | Oscillatoria, proteinas fosfatasas
Microcistina YR 70 pg/kg Nostoc, por enlace covalente
Microcistina RR 300-600 ug/kg Anabaena, y causan hemorragia

Anabaenopsis,
Hapalosiphon

del higado; puede
ocurrir dafio

Nodularina

30-50 pg/kg

Nodularia
spumigena

acumulativo
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Tabla 1. Continuacion.

LD 50 (i.p. con .
Cianotoxina raton(es) de Genero que la Efecto
. produce
toxina pura
Neurotoxinas
Anatoxina (a) 250 ug/kg Anabaena, Bloquea la
Oscillatoria, despolarizacién
Aphanizomenon, post-sinaptica.
Cylindrospermum
Anatoxina a (s) 40 ug/kg Conocida en dos Bloquea la
especies de acetilcolinesterasa
Anabaena
Saxitoxina 10 — 30 pg/kg Anabaena, Bloquea los canales
Lyngbya de sodio
Citotoxinas
Cilindrospermosina | 2100 pg/kg/d Cylindrospermopsis | bloquea la sintesis
200pg/kg/5-6 d raciborskii proteica por
toxicidad
acumulativa

En aguas de recreacion, el valor guia propuesto por la OMS para el nivel de

riesgo leve o bajo es de 10 ug.L! de Chlo-a, lo que corresponde aproximadamente

a 20.000 cel.mL1. A esta densidad de cianobacterias se espera de 2 a 4 ug.L! de

microcistinas, o incluso hasta 10 ug.L? si se trata de floraciones altamente toxicas

(Chorus y Bartram, 1999).

A valores de 100.000 cel/mL o 50 ug/L de Chl-a (aproximadamente 20 ug/L

de microcistinas), valores maximos del nivel guia de riesgo moderado por

exposicidn recreativa, se deben restringir las actividades en esta aguas. En casos

de presencia de “espuma”, el riesgo de efectos adversos es muy alto, pudiendo

detectarse valores de microcistinas de 20.000 pg/L o aun mayores en estas

acumulaciones, alcanzando un nivel de riesgo muy alto (Chorus y Bartram, 1999).
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No existe legislacion a nivel internacional sobre la concentracion permitida
de microcistina en aguas de abrevaderos para ganado. Australia es el Unico pais
que hace mencion a la calidad del agua dulce para consumo animal (Chorus,
2012). Las guias para la calidad del agua de ANZECC (Australian and New
Zealand Environment and Conservation Council) proveen un valor de 11.500

cel/mL de Microcystis aeruginosa (o 2,3 ug/L microcistina---LR), a partir del cual,

es esperable un riesgo elevado en la salud del ganado (Chorus, 2012). Sin
embargo, estos limites entran en conflicto con informacién 8 adicional de otra
parte de la guia de este pais donde se establece un rango de concentracion de

células de 11.500 a 81.500 cel/mL para distintas especies de ganado.

Aguas residuales

Las aguas residuales son el resultado de la mezcla de aguas servidas o de
uso doméstico e industriales. Anteriormente también se las conocian como aguas
negras y cloacales. Provienen del sistema de abastecimiento de una poblacién
después de haber sido modificadas por diversas utilidades como domésticas,
industriales y comunitarias, entre otros. (Mara, 1976)

Resultan de la combinacion de liquidos y residuos sélidos transportados por
el agua que provienen de residencias, oficinas, edificios comerciales o
instituciones, junto con los residuos industriales y por actividad agricola, asi como
las aguas subterrdneas superficiales o de precipitacion que también pueden
agregarse eventualmente alas aguas residuales.

La clasificacién de las aguas residuales, segun su origen (Restrepo y col.,

2012), es la siguiente:

18



a) Domeésticas: Son aquellas utilizadas con fines higiénicos (bafios, cocinas,
lavanderias, etc. Son residuos humanos que llegan a las redes de
alcantarillado por medio de la descarga de instalaciones hidraulicas de la
edificacion, también en residuos originados por establecimientos
comerciales, publicos, etc.

b) Industriales: Son liquidos generados por los procesos industriales,
poseen caracteristicas especificas en funcién del tipo de industria.

c) Infiltracion y caudales adicionales: Penetran en el sistema de
alcantarillado a través de empalmes de las tuberias, paredes defectuosas
de las tuberias, tuberias de inspeccion o limpieza, etc. Hay también aguas
pluviales que son descargadas como canales, drenajes y colectores.

d) Pluviales: son aguas de lluvia que descargan grandes cantidades de
agua sobre el suelo; parte es drenada y otra se escurre por la superficie

arrastrando arena, hojas, lodo y otros.

Existen una serie de indicadores que marcan la calidad del agua en zonas
recreacionales como el pH, los coliformes totales, turbiedad, DBO, cloro residual,
etc. Para medir la concentracion de contaminantes organicos en las aguas
residuales, el indicador mas utilizado es la demanda biol6gica de oxigeno (DBO),
lo que se define como la concentracion de oxigeno disuelto consumido por los
microorganismos presentes en el agua; su valor debe ser menor a 8 mg/L para ser
considerada potable. Generalmente en aguas servidas el valor fluctia entre 200-

300 mgl/L.
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Cada agua residual es Unica en sus caracteristicas, aunque el tamafio de la
poblacidn, el sistema de alcantarillado, el grado de industrializacion y la incidencia
pluviométrica son rasgos de variacion habituales. EI tratamiento general
comprende procesos quimicos, fisicos y biolégicos (Lopez y Villanueva, 2013):

- Tratamiento preliminar, eliminar residuos facilmente separables y en

algunos casos un proceso de pre-aireacion.

- Tratamiento primario, comprende procesos de sedimentacion y tamizado.

- Tratamiento secundario, son procesos biolégicos aerobios y anaerobios y

fisico-quimicos (floculacién) para reducir DBO.

- Tratamiento terciario, reduccion total de DBO, metales pesados y/o

contaminantes quimicos especificos y eliminacion de patégenos vy

parasitos.
Plantas de tratamiento de aguas residuales

Las disposiciones generales de este tipo de instalaciones, las cuales son
creadas para ofrecer servicios sanitarios o de tratamiento de aguas contaminadas
para su depuracion y reutilizacion, son proteger la salud publica y el medio
ambiente. Estas constituyen los objetivos primordiales del tratamiento de aguas
residuales, mejorar su calidad para cumplir con normas de sanidad del cuerpo
receptor o las normas de reutilizacion, asi como mejorar la condicién de los lodos
para su disposicion final o su aprovechamiento. En el caso de ciudades con
sistema de alcantarillado combinado, el disefio del sistema debe estar sujeto a un
cuidadoso andlisis para justificar el dimensionamiento de los procesos de la

planta. (Mendonca, 1987)
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La informacion basica que debe manejarse es la siguiente:

Levantamiento topografico detallado de la zona donde se ubicaran las

unidades de tratamiento y de la zona de descarga de los afluentes.

- Estudios de desarrollo urbano o agricola que puedan existir en la zona.

- Datos geolégicos y geotécnicos y del nivel freético.

- Datos hidrologicos del cuerpo receptor, incluido el nivel maximo de
inundacion para posibles obras de proteccion.

- Datos climéticos de la zona.

- Disponibilidad y confiabilidad del sistema de energia eléctrica.

Documentacion:

- Memoria técnica del proyecto.

- Resultados del estudio del cuerpo receptor.

- Resultados de la caracterizaciéon de las aguas residuales y de los

ensayos de trazabilidad.

- Impacto ambiental.

- Manual de operacion y mantenimiento.

Planimetria (disefios hidraulicos y sanitarios, planos estructurales,
mecanicos, eléctricos y arquitectonicos, planos de obras de proteccion,
caminos, laboratorios, caseta de guardia, etc.).

- Memoria descriptiva.

- Especificaciones técnicas.

- Andlisis de costos unitarios.

- Métodos y presupuestos.

- Foérmulas de reajustes de precios.
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- Documentos de licitacién, adjudicacion supervision y otros.
Los datos métricos para la ubicacion de sistemas de lagunas de oxidacion,
las cuales deben estar fuera del alcance de torrentes, avenidas y otros son:
- 500 m minimos para tratamientos anaerdbicos.
- 200 m para lagunas oxidativas.
- 100 m para lagunas aireadas.
- 100 m para lodos activados Yy filtros percoladores.
Por su parte, las fases de tratamiento consisten en (SINIA, 2009):
a) Tratamiento preliminar: Instalacion de cribas y desarenadores.
e Cribas gruesas: artefacto de barras paralelas de separacion uniforme para
remover solidos flotantes de gran tamafio.
e Cribas medias: para remover solidos flotantes y en suspension.
e Desarenadores: son obligatorios en plantas que tienen sedimentadores y
digestores, preferiblemente manuales.
b) Tratamiento primario: remocion de sélidos organicos e inorganicos
sedimentables para disminuir la carga en el tratamiento bioldgico:
e Tanques Imhoff: sedimentacion primaria, se incorpora la digestiéon de lodos
en un comportamiento en la parte inferior.
e Tanques de Sedimentacion.
e Tanques de Flotacion: para remover particulas finas en suspension, usando
el aire como agente de flotacion.
c) Tratamiento Secundario: Procesos biologicos, remocién de DBO soluble mayor
a 80%, incluye los sistemas de lagunas de estabilizacion, lodos activados

(incluidas las zanjas de oxidacién y otras variantes), filtros biol6gicos y modulos
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rotatorios de contacto. Las lagunas de estabilizacion comprenden: lagunas
anaerobicas, lagunas aireadas, lagunas facultativas y lagunas de remocion de
organismos patdgenos. Los lodos activados se remueven en un 75-95% de DBO,
el afluente debe tratarse en un sedimentador secundario para separar biomasa
proveniente del reactor bioldgico.

d) Otros tipos de tratamiento: Se hacen sobre el terreno para el relso agricola.

e Desinfeccion: reduccién de bacterias solo en caso de que el cuerpo
receptor demande alta calidad bacterioldgica, puede ser intermitente o
continuo. Se debe considerar: la dosis de cloro, temperatura de contacto de
la cAmara, instalaciones de dosificacion, inyeccion, almacenamiento, etc.

e Tratamiento Terciario: Cuando el grado de tratamiento fijado de acuerdo a
las condiciones del cuerpo receptor o de aprovechamiento sea mayor que
el que se pueda obtener mediante el tratamiento secundario. Se deberan
utilizar técnicas mas avanzadas como: osmosis inversa, electrodialisis,
destilacion, coagulacién, remocion de espuma, filtracién, extraccion de
solvente, intercambio i6nico, oxidacién quimica, precipitacion, nitrificacion y
desnitrificacion.

e Tratamiento de lodos: se debe realizar un calculo de la produccion de lodo,
ademas cantidades de lodo de fuentes exteriores como tanques sépticos,
considerar que los lodos de las zanjas de oxidacién no requieran otro
proceso. Para este proceso el proyectista debe justificar técnica y
econdmicamente el sistema de almacenamiento, disposicion final vy

utilizacion de lodos deshidratados.
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Las lagunas de oxidacion o estabilizacion constituyen piletas de tierra poco
profunda, de 1-2 metros que se utiliza para el tratamiento biolégico de diversos
afluentes municipales o industriales. Las condiciones del tanque varian de
aerobias a facultativas y hasta anaerobias, dependiendo del suministro de
aireaciéon complementaria, de la profundidad del tanque y del grado de mezcla
natural o inducida. Casi todos los tanques son facultativos, los sélidos
sedimentables retenidos sufren descomposicion aerGbica en el fondo del
estanque, mientras que los residuos organicos solubles son transformados en
dioxido de carbono y agua para las bacterias aerobias de los niveles superiores.
Es dificil eliminar las algas de los estanques de oxidacidon, ya que tienden a
escapar con el afluente, con lo cual provocan que el DBO exceda los limites de la
descarga (Mendonca, 1987).

Debido a la situacién econdémica de las poblaciones riberefias y teniendo en
cuenta que las aguas residuales no tratadas se han convertido en un problema
para la sociedad y el medio ambiente en general, se hace necesario la
implementacion de sistemas de depuracion que resulten funcionales a un costo
bajo de instalacion y operacién, y que ademas sean eficientes para el medio
ambiente. El tratamiento de las aguas residuales domésticas puede llevarse a
cabo mediante diversos métodos. Estos pueden alternarse de diferentes maneras,
lo que ofrece como resultado diferentes secuencias de operaciones y procesos.
Todos estos mecanismos se basan en fendmenos fisicos, quimicos y biologicos.
Sin embargo, casi todas las plantas de tratamiento de aguas residuales

domeésticas se conciben con base a procesos bioldgicos (Rolim, 2000).
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Los sistemas de lagunas de oxidacion se utilizan generalmente en zonas
rurales, para el tratamiento de aguas basicamente provenientes de la comunidad,
las cuales son utilizadas por pequefios municipios y también por algunas
industrias, debido a la creencia de que funcionan con muy poco mantenimiento. Si
bien el mantenimiento no requiere mano de obra intensiva, si necesita ser
controlada adecuadamente la biomasa del mismo, de manera que se pueda lograr
el objetivo primordial de sanear el efluente, para ser vertidos a los cuerpos
receptores sin contaminar. En Venezuela estos vertidos estan normados segun el
decreto 883 del 11 de octubre de 1995 (Gaceta Oficial Extraordinaria n°® 5.021).

Por lo general, estos sistemas estan constituidos por tres lagunas: la
primera anaerébica, la segunda facultativa y la tercera aerdbica. En el caso de
este trabajo, el mismo se realiza en un sistema de siete lagunas distribuidas de
forma seriada. Estos sistemas si no son correctamente mantenidos, transcurrido
cierto tiempo de funcionamiento, comienzan a colapsar, provocando
sobrenadantes en superficie y emanaciones de olores desagradables (Ferrero,
1974).

En Venezuela, entre los cuerpos de aguas que reciben descargas
constantes de aguas residuales tratadas se encuentra la bahia de Mochima,
ubicada dentro del Parque Nacional Mochima. La bahia estda ubicada en un area
de surgencia y, por ende su productividad primaria es elevada, constituyendo un
sitio idoneo para el desove de numerosas especies de peces, muchas de las
cuales son de interés comercial, como es el caso de las sardinas, el atin y el jurel.
Ademas, presenta una gran diversidad biologica y ecosistemas de fragilidad alta,

conformando un panorama de gran valor biolégico vy turistico para el pais, por lo
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gue se encuentra actualmente dentro de las zonas de mayor prioridad de
conservacion de las areas marinas costeras (Martin y col., 1995).

A pesar de existir un sistema de tratamiento para las aguas residuales de la
poblacion de Mochima, el mismo carece de una evaluacion continua de su
funcionamiento y un control oficial del cumplimiento de las normativas legales para
las descargas de los efluentes en el medio marino. De esta manera, se hace
necesario un estudio de la calidad del agua de dicha planta, con el propdsito de
estudiar las especies de cianobacterias presentes en la misma, tomando en
cuenta su toxicidad, para emprender soluciones a los problemas ambientales y
sanitarios de esta importante region del pais, especialmente los organismos

marinos que reciben dichas descargas y son consumidos por los seres humanos.
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ANTECEDENTES

La bahia de Mochima por su atractivo turistico y caracteristicas ecoldgicas
ha sido atractiva para la realizacion de diversos estudios cientificos. Existen varios
trabajos con distintos enfoques y objetos de estudio sobre la bahia, pero de la
laguna de oxidacion y su efecto muy poco se conoce.

El estudio y caracterizacién de lagunas de estabilizacion en Venezuela ha
tenido un auge en los dltimos 20 afios. En Mochima, uno de los primeros trabajos
a mencionar sobre la laguna de estabilizacion es el de Expoésito y col. (1997), en el
gque se hace un estudio del efecto de la descarga de la laguna sobre la calidad del
agua de la bahia, en base al plancton que ocupa los primeros niveles troficos en
los procesos de transferencia de energia en las cadenas alimentarias marinas, por
lo que se le considera un indicador del estado del ecosistema.

A lo largo del pais se han hecho estudios de caracterizacion de
cianobacterias en ambientes contaminados, principalmente embalses, lagos y
lagunas. Entre estos trabajos se encuentra el de Infante y Riehl (1984) en el lago
de Valencia, quienes estudiaron el efecto de las cianobacterias sobre el
zooplancton, cuya abundancia y composicién variaron segun las de las
cianobacterias. Las floraciones peridédicas de la cianobacteria Microcystis
aeruginosa no fueron perjudiciales para el zooplancton, a pesar de que los
copépodos, cladéceros y rotifferos consumen pequefias colonias. Las
concentraciones altas de Lyngbya limnetica y Oscillatoria limnetica en el lago de
Valencia resultaron ser inhibitorias para los cladéceros. De igual manera, se tiene

el trabajo de Gonzalez y col. (2003), quienes hacen un estudio de las
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caracteristicas del fitoplancton de cinco localidades en Venezuela, donde
encontraron que el grupo mas abundante eran las cianobacterias. También
Gonzélez y col. (2004) hacen un primer estudio de las caracteristicas del
fitoplancton del embalse Pao-Cachinche, donde se destacan las cianobacterias
como organismos dominantes.

En cuanto a la planta de tratamiento de aguas residuales de la bahia de
Mochima, este trabajo es el primer estudio de caracterizacion del fitoplancton que
vive en este sistema, desde un punto de vista microbiol6gico y molecular, donde
se determinaron las abundancias de las cianobacterias, sus contenidos de
cianotoxinas y el posible efecto deletéreo de su descarga sobre la biota de la

babhia.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar las cianobacterias y sus toxinas en lagunas de oxidacion de la planta

de tratamiento de aguas residuales de Mochima, estado Sucre.

Objetivos Especificos

Medir las variables fisicoquimicas de las lagunas de oxidacién de la planta de

tratamiento.

e Identificar y cuantificar las cianobacterias presentes en las lagunas.

e Determinar la presencia de las cianotoxinas de las especies de cianobacterias
presentes.

e Purificar y aislar las cianotoxinas de las especies que presentan mayor

abundancia.
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AREA DE ESTUDIO

La bahia de Mochima se encuentra enmarcada en el Parque Nacional
Mochima, regién Nororiental de Venezuela, entre las poblaciones de Puerto La
Cruz y Cumana. Sus coordenadas geograficas son 64° 19’ - 64° 22’ longitud Oeste

y 10° 20’ - 10° 24’ latitud Norte (Kato, 1961; Okuda y col. 1968) (Fig. 3).

72° 70° ! «8° T 56° T 64° i 62°

MAR CARIBE

Fig. 3. Localizacion geogréfica de la bahia de Mochima, Edo. Sucre.

El clima de esta zona costera es el tipico del litoral venezolano con
temperaturas altas, precipitaciones escasas, radiacion solar elevada y constante,
con influencia de los vientos. La temperatura del aire oscila entre 26 y 28°C, con
un promedio anual de 26,6°C, mientras que la precipitacion anual se encuentra
entre 250 y 577 mm (Apéndice 3). Toda el &rea esta influenciada por los vientos
alisios del NE que disminuyen su intensidad en la noche y durante la estacion
lluviosa. Presenta un periodo de lluvias entre mayo y noviembre con temperaturas

maximas, siendo los meses de mayor precipitacion julio, agosto y noviembre, el

30



cual se alterna con un periodo de sequia entre diciembre y abril, siendo marzo el
mes de menor precipitacion (Direccion de Hidrologia y Meteorologia del

M.A.R.N.R, 1994; Atlas de Venezuela PDVSA, 1994).

Descripcién del Sistema de Tratamiento de Aguas Residuales de Mochima

En el extremo sureste de la bahia se encuentra el centro poblado de
Mochima con 140 casas y 1.117 habitantes (Parilly, 2000). Al final de la calle
principal se encuentra un sistema de tratamiento de aguas residuales que
descarga directamente al mar. Este sistema fue disefiado inicialmente en 1982
como una solucion para la disposicion de las aguas residuales de una poblacién
de 520 habitantes, con una capacidad maxima para 1.000 personas (Expésito,
1997).

El sistema esta constituido por 2 tanques sépticos con 2 camaras de 300 m
c/u y un sistema de lagunas de estabilizacion u oxidacion aireadas (Apéndice 2),
conformadas por un total de cinco celdas separadas por muros de bloques (para
evitar areas muertas). La primera laguna actia como laguna facultativa (donde se
oxida la materia organica disuelta), mientras que la Ultima funciona como una
laguna de maduracion (en la cual se eliminan los coliformes).

Existe un colector de descarga de 250 mm de diametro, que termina en una
camara de rejas de una estacion de bombeo. Desde este colector el caudal es
enviado a un tanque séptico. El efluente pasa al sistema de lagunas de
estabilizacion que tienen una superficie de agua de 2477 m?2 con una profundidad
de 1,30 m y un volumen de 2.882 ms3, equivalente a un tiempo de retencion de

14,4 dias a pleno servicio. Parte de los efluentes de este sistema son descargados
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continuamente a la bahia a una profundidad de 12 m, mediante una tuberia
submarina de hierro dudctil de 150 mm de diametro y 150 m de largo, con una
capacidad de 13 L/s (Exposito, 1997). La figura 4 muestra algunas imagenes del

sistema de lagunas de oxidacion de la planta.

(c)

Fig. 4. a) Vista de la laguna final de descarga a la bahia. b) Sistema de lagunas en serie. c) Tubo

de descarga a la bahia.
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MATERIALES Y METODOS

Métodos de campo

Se efectudé una visita de reconocimiento a la zona de estudio para ajustar el
disefio de muestreo. Luego se realizé una evaluacion de los diferentes métodos de
disefio para lagunas, con el propésito de desarrollar un analisis del estudio del
sistema.

En base a observaciones realizadas en el sitio, se pudo constatar que
existen algunos problemas en partes especificas del sistema que impiden y
dificultan su adecuado funcionamiento. Uno de los aspectos a destacar es la falla
del sistema de bombeo del agua residual cruda al tanque séptico, lo que origina
una operacion de alimentacion deficiente al sistema de tratamiento y por lo tanto la
acumulacion del agua residual en el pozo de bombeo, generando un cambio en
las caracteristicas del agua residual. Otro de los problemas observados durante la
inspeccion fue la gran acumulacion de los sedimentos en los dos tanques
sépticos, ocasionando el paso dificil del agua a través de los mismos, generando
olores desagradables. Ademas, en las lagunas disminuyé el volumen de las
mismas y por ende el tiempo de retencion. Al disminuir dicho tiempo de retencién
necesario, el agua es vertida sin el tratamiento apropiado.

A partir de lo anterior, se recolectdé la informacion primaria de datos
climatolégicos e hidrologicos del lugar y aspectos constructivos del sistema.
Posteriormente, se procedié con los muestreos de campo y el trabajo de

laboratorio.
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De acuerdo a la visita de reconocimiento realizada a la zona de estudio, se
establecio un disefio 2 x 2 x 6 (que se traduce en 2 meses X 2 muestras x 6
lagunas), lo que determind la coleccion de 24 muestras de fitoplancton divididas
en dos meses (dos muestras en cada laguna de oxidacién de la planta de
tratamiento de aguas residuales, 12 por cada periodo de muestreo: marzo y
diciembre de 2016). El tipo de muestreo realizado fue conglomerado bietapico
(muestras con submuestras). Las muestras se colectaron con una botella Van
Dorn de 2 Ly fijadas in situ con solucion de lugol.

En cuanto a las variables fisicoquimicas, se hizo empleo de una sonda YSI-
30 para determinar conductividad y temperatura del agua. El pH fue determinado
con un pH-metro ORION y la turbidez en un turbidimetro THERMO ORION
AQ2010 por el método nefelométrico. Finalmente, en cada laguna se tomaron dos
muestras de agua con botellas DBO-DQO para su analisis posterior en laboratorio.
Las muestras para determinacion de demanda quimica de oxigeno (DQO) fueron
fijadas in situ con acido sulfarico 98% v/iv (2 gotas/100 ml) y las de demanda
biologica de oxigeno (DBO5) mantenidas en refrigeracion hasta su traslado al

laboratorio.

Métodos de laboratorio

En laboratorio, las muestras de fitoplancton fueron sedimentadas en
cilindros graduados de 1L por 48 h. Posteriormente se concentraron hasta 100 ml
por transporte pasivo (capilaridad + gravedad), y de éstas se tomaron alicuotas de
10 ml en camaras tubulares Utermdhl para su observacion en un microscopio

invertido LEICA DMIL y cuantificadas por el conteo por bandas (Utermdhl, 1958).
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La densidad poblacional quedé establecida en células por litro (células/L), a partir

de la ecuacion:

5
D= —— N.1000
v

Donde:

D = densidad poblacional de una especie fitoplancténica.

S = superficie o area de la base circular de la cadmara (11r?).

| = longitud de la banda contada, la cual corresponde al diametro de la base de la
camara (2 cm).

a = ancho de la banda, el cual depende del aumento del objetivo donde se
observara la muestra.

V = volumen de la camara (10 ml).

N = nimero de células contadas en la alicuota de 10 ml.

El ancho de la banda fue medido con una escala de referencia grabada en un
portaobjetos. Para cada objetivo se obtuvieron los siguientes valores:

10x: a =2 mm.

20x: a = 0,99 mm.

40x: a = 0,5 mm.

Por su parte, la identificacién taxondmica se realizO con descripciones y
claves especializadas en los diferentes taxones (Ortega, 1984; Bold y Wynne,
1985; Dudgeon, 2015), ademas de ilustraciones y micrografias electronicas de
barrido.

La demanda biologica de oxigeno (DBO5) se determiné con un cultivo de

bacterias incubadas por 5 dias en botellas DBO a 20°C. Se determind la
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concentracién de oxigeno al inicio y final del experimento con una sonda HORIBA
U-10 y se establecié el cociente, el cual fue referido a una escala para la
caracterizacién de la calidad de agua. También se determiné la demanda quimica
de oxigeno (DQO) por el método de titulacion con dicromato de potasio (K2CrOv),
para obtener un punto final.

Para la realizacion de los cultivos de cianobacterias, con el fin de obtener
cantidades grandes de cianotoxinas, se procedi6 a la toma de alicuotas de cada
una de las muestras, para obtener diluciones hasta 10-6. De éstas se cultivaron en
medio rico Luria (Luria-Bertani LB) las diluciones 104, 10-®> y 10 con un volumen
de siembra de 0,1 ml.

Se realizd el estudio genémico de las bacterias presentes en las muestras
de agua, por la amplificacion del gen ribosomal 16S usando los primers para
bacteria forward Ul 5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3" y reverse U2 5'-
ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3' (Urbach y col, 1992). Para la
purificaciéon del ADN bacteriano se limpié la muestra con una membrana Millipore
y se centrifugé 6 min a 4000 rpm. La muestra fue dejada en buffer TE durante una
noche a -20°C. Al dia siguiente, se agreg6 etanol a una concentracion de 75% viv
y se centrifugd 6 min a 4000 rpm, la muestra una vez mas fue resuspendida en
buffer TE. Posteriormente fueron afiadidos 200 ul de buffer recomendado por Wu'y
col. (2000) y se procedio a mezclar por pipeteo, para luego colocar en Termomix
a 45°C por 30 min a 300 rpm y centrifugar a 10.000 rpm por 2 minutos. Se tomé el
sobrenadante, descartando el pellet. A dicho sobrenadante se le agregd un
volumen equivalente de fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (28:25:1), mezclando

por inversion para centrifugar a 10.000 rpm por 2 minutos.
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Una vez obtenidas las fases, se tomo la fase acuosa y se procedid de
nuevo a la mezcla, ahora con solucion cloroformo : alcohol isoamilico : agua
(24:1:25), para luego centrifugar por 3 min a 15.000 rpm y tomar la fase acuosa, a
la cual se le agreg6 alcohol isoamilico 75% viv a igual volumen, para dejar toda la
noche a -20°C. Al siguiente dia se centrifugd por 5 min a 15.000 rpm a 4°C,
descartando el sobrenadante y realizando lavados con etanol 75% v/v dos veces.
Una vez lavado se seco en un speed vacuum y se le agregaron 20 pl de agua para
PCR. La cantidad y eficiencia de ADN extraido se midié con un biofotometro
Eppendorf 6131.

Finalmente, se obtuvieron las toxinas mediante un protocolo de extraccion
de toxinas celulares, el cual consistié en extraer de la muestra madre una alicuota
de 1,5 ml que fueron filtrados en una membrana millipore (diametro de poro = 0,8
pm), quedandose con la fase liquida de aproximadamente 1 ml. Luego, se
centrifugd a 3.500 rpm por 30 minutos, el centrifugado se traté con 10 pl de
solucién de lisis comercial FastBreak™ Promega diluida a 1x. El mismo se colocé
en un termomix a 100°C por 1 min y se volvido a centrifugar por otros 30 min a
3.500 rpm, donde luego se tomaron 10upl y se mezclaron con 20 pl de buffer

cargado. Se realizd este protocolo con cada una de las 12 muestras.

Una vez preparadas las muestras, se cargaron en un gel de poliacrilamida
de 18% p/v y tras la electroforesis se visualizaron las bandas de proteinas
mediante tincion especifica con azul de Coomassie. Se utilizé6 un patron de pesos
moleculares comercial Amersham™ RPU755, para poder identificar las proteinas

visualizadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Cantidades empleadas para 1 gel.

Gel de Apilamiento Gel de Corrida
Agua 2ml 1,5 mi
Acrilamida 600 pl 6 ml
Buffer Tris-SDS 400 2,5ml
Urea 0 39
Persulfato amonico 0,14 g 0,15 ¢
TEMED 7 ul 30 i

Analisis deresultados

Se construyeron graficas de barra para comparar las variables
fisicoquimicas y abundancias de los taxones y concentraciones de toxinas en los
diferentes sistemas de lagunas de oxidacion y ambos meses de muestreo. Un
Analisis de Varianza de dos vias (a = 0,05) permitié establecer la existencia 0 no
de diferencias significativas entre las medias poblacionales, donde las variables
independientes o factores son las lagunas y los meses, mientras que la

dependiente es la abundancia de una especie de cianobacteria.

Como indice beta para determinar la presencia o no de un gradiente a lo

largo de las lagunas, se utilizd el indice de Whitthaker (1972):

szi—l

Donde:
S =riqueza total de dos estaciones contiguas.

a =riqueza media de las muestras sin tomar en cuenta sus abundancias relativas.
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Para establecer relaciones entre variables fisicoquimicas y bioldgicas
(abundancias), se aplicé un Analisis de Componentes Principales (ACP), a partir
de una matriz de correlacion. Previamente, se determinaron coeficientes de
variacion (CV) para ordenar jerarquicamente (de menor a mayor CV) las variables
qgue entraron al analisis, con eliminacién de aquellas que resultaron tener valores
muy bajos (como especies raras). Los datos utlizados fueron solo los de
diciembre, puesto que fue el Unico mes donde se determinaron turbidez, DBO5 y

DQO. Se utiliz6 el programa PAST para la ejecucion de este andlisis multivariado.
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RESULTADOS

Variables fisicoquimicas

A continuacion, se describen los datos obtenidos con relacién a las
variables ambientales determinadas en cada una de las lagunas para los meses
de marzo (sequia) y diciembre (transicién de lluvia a sequia) de 2016. La figura 5
muestra los valores medidos en cada una de las lagunas con respecto al pH,
donde en ambos periodos se obtuvieron valores que corresponden a pH éacidos,
con un aumento desde la laguna 1, en la cual desembocan los desechos, hasta la
laguna final 6 que libera su carga al mar. En diciembre los valores de pH son
notablemente mayores que marzo.

pH

5.4
5.7l Diciembre

W Marzo
5
48
4,
4.
4,
a4
1 2 3 4 5 6

Figura 5. Valores de pH de las lagunas en las dos épocas de muestro.
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Con respecto a la temperatura, en ambas épocas se observa un aumento
desde la laguna 1, donde confluyen las aguas residuales, hasta la laguna 6 que
descarga a la bahia. Los resultados son ligeramente mayores en marzo que en

diciembre (Fig. 6).
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Figura 6. Valores de temperatura para los periodos de lluva y sequia.

La conductividad presenta valores muy similares en ambos periodos, con
registros mayores en las dos Ultimas lagunas (Fig. 7).
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Figura 7. Valores de conductividad en las lagunas para los periodos de lluvia (diciembre) y sequia
(marzo).

En la Figura 8 se observan los datos de turbidez, representados en

unidades nefelométricas, los cuales fueron tomados en cada una de las lagunas
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solamente en el mes de diciembre. En el mismo se puede notar que hay una

disminucion marcada de la turbidez a lo largo de las lagunas.

Turbidez
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Figura 8. Valores de turbidez en las lagunas para el mes de diciembre.

Las demandas bioquimica y quimica de oxigeno fueron sélo determinadas
en diciembre, resultando ambas mayores en la laguna 1. En la figura 9 se aprecia

como disminuyen sostenidamente a lo largo del resto de las lagunas.

600
Epooc EDBOS
500

400

300
20
w In
0
1 2 3 4 5 B

Figura 9. Valores de DBO5y DQO de las lagunas de oxidacién en diciembre.
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Identificacién y cuantificacion de cianobacterias

En la Tabla 3 se presentan las especies fitoplanctonicas registradas durante

las dos épocas de muestreos. Se obtuvieron en total 16 especies repartidas en: 7

especies de Cyanobacteria (5 géneros) destacando las especies Microcystis

aeruginosa y Chroococcus minutus observadas en todas las lagunas; 2 especies

de Euglenophyta (1 género) encontradas mayormente en las Ultimas 3 lagunas en

la época de lluvia; 1 especie de Chlorophyta (1 género), al igual que las anteriores

sélo encontradas en las Ultimas 3 lagunas en diciembre; 5 de Bacillariophyta (4

géneros) y 1 especie de dinoflagelados (1 género). La Laguna mas rica en

especies fue la 6, con un total de 13 registradas, seguida por la 1 (7 especies),

mientras que la que presento riqueza menor fue la 2 con 3 especies halladas.

Tabla 3. Especies fitoplancténicas encontradas en las lagunas (X = presencia).

MARZO DICIEMBRE

LAGUNA 3 4 5 6 1 2 3 4
Especies CYANOBACTERIA
Chroococcus X X X X X X X X
minutus
Lyngbya lutea
Nostoc X
commune
Nostoc X
pruniforme
Microcystis X X X X X X X X
aeruginosa
Microcystis  flog X X X X X
agquae
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Tabla

3. Continuacion.

Marzo Diciembre
LAGUNA 3 4 5 6 1 3 4

Merismopedia X
glauca

EUGLENOPHYTA
Euglena X X
guentheri
Euglena X X
granulata

CHLOROPHYTA
Chlorella X
saccharophila

BACILLARIOPHYTA
Coscinodiscus X X X X
sp.
Fragillaria X X X
cylindrus
Fragillaria sp. X X X X
Pinnularia gibba
Rhizosolenia X
sp.
PYRROPHYTA O DINOFLAGELLATA

Ceratium X X
massiliense

En la figura 10 se observa la distribucion porcentual de los géneros de

cianobacterias totales encontradas entre los dos muestreos. ElI género mas

encontrado es Microcystis (51%) seguido de Chroococcus (45%).
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Figura 10. Composicion porcentual de los géneros mas importantes de cianobacterias.

En la figura 11 se presentan las abundancias de géneros de cianobacterias
encontrados en marzo, donde el valor mas alto corresponde a Microcystis con
4,6x10% cél./L en la laguna 1. De igual manera, la densidad mayor de Chroococcus
también se encuentra en la laguna 1. Se observa como la cantidad de

cianobacterias disminuye conforme se avanza por las lagunas.
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Figura 11. Abundancias de géneros presentes en marzo.
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Por su parte, en la figura 12 se evidencia que las abundancias de
cianobacterias en diciembre son menores a las registradas en marzo. El valor mas
alto corresponde al género Microcystis en la laguna 1 (9,65x10° cél/L), al igual
que Chroococcus. Como en el caso del mes de marzo, se observa una gran
disminucion de las densidades de cianobacterias conforme se avanza por las

lagunas.

1.20E+06
1.00E+06
8.00E+05
=
3 6.00E+05
M Chroococcus
4.00E+05 B-vHerocystis—
2.00E+05
0.00E+00 . || o .
4 5 6

Figura 12. Abundancias de géneros presentes en diciembre.

Se realizd un cultivo en medio rico de las muestras de agua, en el cual se

consiguié un titulo bacteriano de 3x10° ufc/ml.

Luego de realizar la extraccion de ADN bacteriano se determind la
eficiencia del aislamiento, asi como la cantidad de ADN extraido. En la tabla 4 se
muestra como la cantidad de ADN va disminuyendo conforme se avanza en las

muestras.
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Tabla 4. Cantidad y pureza de las muestras de ADN bacteriano.

Laguna Eficiencia del Promedio | Promedio
aislamiento (ug | A260/A280 | A260/A230
ADN)
1 126 1,78 2,07
2 64 1,74 2,17
3 56 1,75 2,2
4 41 1,74 1,94
5 38 1,81 2,1
6 32 1,81 2,1

En la figura 13 se observan los carriles de un gel de agarosa (0,8%) donde

los carriles 1-6 son las muestras y el carril 8 contiene el marcador molecular,

comprobando los resultados obtenidos por el biofotdmetro.

Figura 13. Gel de agarosa (0,8%) para andlisis de las muestras de ADN aislado.
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Figura 12. Gel de agarosa (1%) con la amplificacion del gen 16S RNA

En la figura 12 se observan los carriles de un gel de agarosa (1%) donde el
carril 1 es el control, los carriles 2-7 son las muestras y el carril 8 contiene el

blanco, comprobando molecularmente la presencia de bacterias.

Finalmente se extrajeron y purificaron las microcistinas de las muestras y en
la figura 14 se aprecian los geles de poliacrilamida paras los meses de diciembre y
marzo. Se observa que hay una disminucién en la cantidad de toxinas conforme
se avanza en las lagunas, ya que la nitidez de la banda es cada vez menor. De

igual manera, entre los meses también se nota una diferencia entre las bandas.
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Figura 14 a) Gel de poliacrilamida (18%). Microcistinas purificadas para el mes de marzo donde el
primer carril es el marcador de peso molecular, el segundo es azul de bromofenol y del 5 al 10 son
las muestras. b) Gel de poliacrilamida (18%). Microcistinas purificadas para el mes de diciembre
donde el primer carril es el marcador de peso molecular, del 4 al 9 son las muestras y el 10 es azul
de bromofenol.
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Analisis estadistico

Un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (meses y lagunas como
factores o variables independientes y abundancia como variable respuesta o
dependiente) fue realizado para cada una de las especies mas abundantes

(Chroococus minutus y Microcystis aeruginosa).

En el caso de M. aeruginosa se obtuvo un p=0,10 para el andlisis entre los
meses, es decir, un p>0,05 que indica que no hay diferencia significativa en las
densidades poblacionales de esa especie entre los meses. De igual manera, para
el analisis entre las lagunas se obtuvo un p=0,25, por lo que tampoco hay

diferencia significativa entre las lagunas.

Asimismo, en el caso de C. minutus entre los meses, tampoco se encontrd
una diferencia significativa, con un p=0,08 entre meses y p=0,19 para las lagunas.
De esta forma se demuestra que durante ambos meses y en todas las lagunas no

existen diferencias significativas en cuanto a la abundancia de C. minutus.

El indice de diversidad B calculado para las lagunas arrojé un valor de 0,81,
lo que indica un reemplazo parcial de las especies, ya que se acerca al valor tope

1 de reemplazo total de especies (Ricklefs y Miller, 1999).

En la figura 14 se muestra el biplot de los dos primeros componentes
principales del ACP. Este analisis permiti6 hacer una reduccién dimensional del

sistema multidimensional original, puesto que los dos primeros componentes
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resumen 93% de la varianza o inercia total del sistema multidimensional original.
Se evidencia que M. aeruginosa estuvo relacionada mas fuertemente al primer
componente principal que el resto de las variables, la mayoria de las cuales se
orientaron al segundo componente principal. Esta especie de cianobacteria estuvo
positivamente correlacionada con la turbidez y en forma negativa con la
conductividad y temperatura. La segunda especie de cianobacteria abundante, C.
minutus, se relaciond con el segundo componente principal y en forma positiva
con la conductividad y temperatura, mientras que lo hizo negativamente con el pH.
Adicionalmente, se puede evidenciar que C. minutus estd mas préxima a la laguna

1y M. aeruginosa a las lagunas 2 y 3.

Chroococcus_minutu_sl_
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Component 1

Figura 14. Biplot del ACP para los dos primeros componentes principales. Estos ejes concentraron
93% de la varianza del sistema multidimensional original. Los puntos representan los casos
(lagunas) y los vectores corresponden a las varianzas de cada una de las variables.
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DISCUSIONES

Analisis ecoldgico y sanitario

En las lagunas de oxidacion de la bahia de Mochima ocurren procesos
bidticos y abidticos que transforman los compuestos quimicos provenientes de los
efluentes domésticos que llegan a las lagunas, esto se refleja en los valores de las
variables fisicoquimicas y las demandas quimica y bioquimica de oxigeno
obtenidas en este trabajo. De igual manera, la composicién y abundancia de
especies fitoplanctonicas reflejan un estado de eutrofizacion por los aportes y
acumulacion de materia organica y enriquecimiento con nitrogeno y fésforo

provenientes de detergentes y otros desechos contenidos en los efluentes.

Comenzando con las variables fisicoquimicas, respecto a los valores de pH
obtenidos entre los dos meses de estudio, se puede decir que en diciembre hubo
un efecto de dilucion, por ser un mes contiguo a finales de lluvia y los valores de
pH variaron de acidos en marzo a ligeramente acidos. De igual manera los valores
de pH aumentan en funcién del avance de las aguas en las lagunas; en la laguna
1 donde desembocan los desechos domésticos con una gran carga de materia
organica y detergentes, la actividad bacteriana es muy elevada, concomitante a
tasas altas de procesos oxidativos de los compuestos de las aguas que ayudan a
tener valores &cidos por la expulsién de CO2 como parte del metabolismo de las
bacterias aerobias, el cual reacciona con el agua produciendo acido carbdnico

(Guzman, 2011; Chorus y Bartram, 1999; Cordova, 2009).
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Cuando ocurre una disminucion de la biomasa bacteriana de una pileta a
otra, los procesos se van reduciendo por un descenso de la actividad bacteriana,
lo que responde a las disminuciones observadas de los valores DBO5 y DQO, asi
como los aumentos evidenciados de pH por reduccién de la descomposicion

organica.

Los valores de DBO5 y DQO que se obtuvieron en la primera laguna se
corresponden con los de aguas residuales domésticas que presentan un grado
medio de contaminacién, como lo reportado por Metcalf y Eddy (1985). El
comportamiento observado es correspondiente a los valores que se deben obtener
en este tipo de sistemas (Correa, 2008). De igual manera, la precipitacion también
influye, pues el efecto inmediato de la lluvia es provocar un aumento en la entrada
de agua al sistema, por lo que el tiempo de residencia del agua disminuye.
Cuando la lluvia es fuerte, la turbulencia que ésta genera da lugar a mezclas de
las aguas de las lagunas. Como consecuencia de esto, el oxigeno disuelto suele
bajar después de las tormentas, lo que es debido a la demanda adicional de
oxigeno producido por soélidos arrastrados por el agua de lluvia y los sedimentos
de las lagunas que se mezclan con la columna de agua. En estas condiciones, el
tiempo de retencién en las lagunas disminuye y los valores de DBO5 y DQO

tienden a aumentar a sus valores normales (Djajadiningrat, 1981).

Otro aspecto importante a tomar en cuenta es el aumento en la
conductividad, lo cual tiene que ver con la mayor disponibilidad de nutrientes en la

columna; se puede inferir que como en las primeras lagunas hay una alta

53



concentracién de organismos los nutrientes son consumidos mas rapidamente, por
lo que hay menor disponibilidad de los mismos. Debido a ello existe un menor
nivel de conductividad, aunque estas lagunas pueden poseer una mayor carga
interna de nutrientes por la entrada bruta de compuestos y el largo tiempo de
retencion, lo que determina la anoxia en la columna, produciendo la liberacién de

compuestos quimicos reducidos desde el sedimento (Correa, 2008).

La presencia cuantiosa de organismos y nutrientes en las primeras lagunas
puede ser evidenciada por los valores nefelométricos de turbidez observados, los
que van disminuyendo conforme se pasa de una laguna a otra. Por ser medidas
nefelométricas, la consideracién es de toda particula suspendida en la columna,
por lo que dicha disminucién en la turbidez concuerda con los resultados
obtenidos de abundancia de especies, siendo la mayor concentracion para las
primeras lagunas, disminuyendo conforme se avanza a las que se supone son en
comparacion mas “limpias” (Gonzalez y col., 2004; Wetzel, 2001). En este mismo
sentido, la disminucion progresiva de la turbidez puede significar una retencion
importante de sedimentos y sélidos en suspensién de un compartimento lagunar a

otro.

Por otra parte el aumento de la temperatura observado hacia las ultimas
lagunas, se puede explicar porque la luz incidente generalmente se asocia a un
aumento de la temperatura en un cuerpo de agua mas somero y expuesto, lo que
es un factor importante en el desarrollo de las cianobacterias (Chorus y Bartram,

1999). Al haber un aumento de la biomasa bacteriana ocurre acumulacion de las
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colonias en la superficie formando fléculos, los cuales generan un efecto de
sombreado sobre los organismos en la columna, por tanto disminuyen la
incidencia de luz en la misma y asi la temperatura también se reduce
(Vollenweider, 1974; Moreno, 1984). Cuando se avanza en las lagunas, la
biomasa bacteriana disminuye tanto en la columna como en la superficie, siendo
esto lo que genera que la incidencia solar sea mayor y lo mas probable es que
genere estos aumentos en la temperatura, ya que dichas variaciones son
graduales y no poseen gran diferencia. De igual manera, se evidencia que hay una
diferencia entre los meses de marzo y diciembre, donde los valores de
temperatura del primero son mayores (época de sequia), contrario a los valores
observados en el segundo, en el que luego de una época lluviosa por efecto de
dilucién y mezcla de aguas ocurre una disminucién en la temperatura. Sin
embargo, en ambas épocas se observa la misma tendencia de aumento paulatino
hacia las lagunas con menos biomasa bacteriana, como lo resefan estudios en

otros sistemas por parte de la OMS (1987).

La composicion y abundancia del fitoplancton corresponden con la de un
sistema eutrofizado. La descarga de las aguas de desecho provoca una
eutrofizacion cultural, produciendo aumentos en la cantidad del fitoplancton y en la
proporcion de cianobacterias (Infante, 1988). Las cianobacterias y euglenofitas en
este sistema son las especies dominantes, por su capacidad de vivir y adaptarse a
factores extremos (Chorus y Bartram, 1999). En estos cuerpos de agua se suelen

encontrar valores bajos de transparencia, concentraciones altas de nutrientes (en
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especial de P y N) y valores altos de produccién primaria (Infante, 1988),

confirmando los resultados obtenidos en este estudio.

Para la época de sequia, donde se presentan los valores mas bajos de pH,
se observa una gran dominancia de cianobacterias. En cambio, los resultados
obtenidos en diciembre muestran que el efecto de dilucion causado por la lluvia
provoca el desplazamiento de las cianobacterias por las clorofitas y euglenofitas.
Estos resultados concuerdan con Shapiro (1973; 1990), quien afirma que si el
suministro de CO2 no es limitante, los ambientes acuaticos dominados por las
cianobacterias sufren un rapido cambio a un ambiente dominado por clorofitas. La
situacion de CO:2 limitante se presenta con un pH alcalino y, en este caso, las
cianobacterias utilizan bicarbonato como fuente de carbono. Caraco y Miller (1998)

encontraron, experimentalmente, resultados similares.

La cianobacteria mas abundante encontrada en este estudio para ambos
meses es Microcystis aeruginosa, la cual es una de las especies mas comunes en
este tipo de sistemas segun reportan Mackenthun y col. (1966). Este resultado nos
invita a pensar en la presencia de grandes cantidades de cianotoxinas, ya que M.
aeruginosa es capaz de producir enzimas que catalizan la produccion de grandes
concentraciones de sustancias proteicas altamente toxicas para la salud animal y
humana (WHO, 1999). La mayor concentracion (cél/L) se encuentra en la primera
laguna, lo que tiene sentido, ya que es donde primariamente desembocan las
aguas residuales no tratadas. Esta laguna es donde se encuentra la mayor

concentracion de cianobacterias en ambos meses, dicho efecto de la floracién
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bacteriana genera un incremento del consumo de oxigeno por la respiracion de los
organismos. El mayor consumo de oxigeno se produce por la formacién de los
floculos en la superficie y también esta relacionado con la liberacién de H2S, el

cual determina que el agua presente malos olores (Chorus y Bartram, 1999).

En cuanto a la disminucion de cianobacterias a lo largo de las lagunas para
ambos meses, se evidencia un recambio o reemplazo parcial de las mismas hacia
las ditimas lagunas por euglenofitas, las cuales suelen ser especies
predominantes en sistemas con abundancia de materia organica, dada su
mixotrofia, ademas de que la disminucion de la demanda bioquimica de oxigeno
significd reduccién de la descomposicibn de materia organica por parte de
bacterias. Este cambio en la composicion de especies se puede interpretar como
el nimero de habitats efectivos que utilizan las mismas y ocupacion de nichos

poco explotados (Ricklefs y Miller, 2000).

El ACP evidencio que las dos especies de cianobacterias cuantitativamente
mas importantes estuvieron fuertemente correlacionadas en forma diferencial a
diferentes variables fisicoquimicas, lo que confirma los resultados discutidos hasta
esta parte y adicionalmente se evidencié la asociacion de cada especie a
diferentes compartimentos lagunares. Las condiciones abiéticas en la primera
laguna condicionaron una mayor prevalencia de Microcystis aeruginosa en dicho
ambiente. Chroococcus minutus fue una especie menos tolerante a la turbidez,
posiblemente debido a la presencia masiva de la otra especie dominante en el

sistema que gener6 un efecto de apantallamiento, pero sobre todo a pH mas
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acido. No obstante C. minutus resultd algo mas adaptable que M. aeruginosa al
aumento de temperatura y conductividad, esto posiblemente debido a que, aparte
de la disminucion del tamafio poblacional de M. aeruginosa, la reduccién de la
actividad microbiana por lo ya explicado en esta discusion propicié un nimero
diferencial mayor de nichos (conjunto de recursos) a ser ocupados Yy explotados, lo

que ratifica lo dicho a partir del resultado obtenido del indice de Whittaker.

Por otra parte, tomando en cuenta que la planta de tratamiento no esta
funcionando adecuadamente, debido a que no posee un difusor de aire, el cual es
necesario para que este tipo de lagunas aireadas funcionen, el tratamiento
biolégico que utiliza el oxigeno generado por la accién de dicho sistema artificial
de aireacion, no solo cumple el papel de llevar oxigeno a toda la columna de agua,
sino también mantener una cierta agitacion del agua, lo que evita la formacion de
floculos y sedimentos. De igual manera, el fluo de una laguna a otra se esta
dando por una seccion del muro que separa las lagunas que posee menor altura, y
esta cumpliendo el fin de servir de desague Yy evitar el desborde. Esta situacion de
transferencia superficial de las aguas es la que probablemente esté provocando la
disminucion de organismos de una laguna a la otra, ya que solo se estarian
pasando los organismos mas superficiales que rebosen, similar a un filtracién
mecanica (Correa, 2008). Los resultados obtenidos expresan comportamientos
similares en ambos meses.

Los resultados obtenidos por el sistema de lagunas nos dan a entender que
dependen de muchos factores, con base en dichos resultados se puede interpretar

gue en un sistema bien concebido se debe obtener un efluente de buena calidad,
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en el que hay una clara eliminacion de DBO, nutrientes, soélidos en suspension,
cierta cantidad de metales pesados y la casi total eliminacién de los organismos
patdégenos (Yanez, 2003). En términos resumidos, las lagunas con un buen disefio
y modo de operacion, son mas eficaces que los métodos convencionales en el

tratamiento de las aguas.

Analisis microbiolégicos y moleculares

Al realizar un cultivo en medio nutritivo, se encontré un titulo bacteriano de
bacilos Gram™~, que si bien no se identificaron taxonOmicamente, influyen en las
variables antes descritas y presentan una tendencia similar a la disminucion en la

abundancia de cianobacterias de una laguna a otra.

El analisis del gen 16S rRNA permiti6 en este estudio corroborar la
identificacion taxondmica hecha con base a caracteres morfolégicos. Se pudo
identificar la mayoria de las cianobacterias mediante caracteres morfologicos
tradicionales y confirmar su identidad genérica con base en el analisis del gen 16S

rRNA (Foster y col., 2009; Keshari y col., 2015),

Los geles de poliacrilamida generados en este estudio fueron dirigidos a la
deteccion de microcistina (una hepatotoxina discutida anteriormente), en ellos se
identifica la toxina debido a su peso molecular de 1 kDa (Chorus, 2012; Roset y
col., 2001). Para la realizacion de estos geles primero se estandarizé un protocolo

para la obtencion de las toxinas y un protocolo de corrida para las mismas, debido
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a que en los ensayos preliminares los geles obtenidos no eran apreciables ni
distinguibles. El bajo peso molecular dificultdé una buena resolucién de bandas, ya
que tendian a unirse las bandas de carriles contiguos, por lo que se optimizé la
formulacién del gel con mayor porcentaje de acrilamida y urea como un
compactador extra del gel, hasta llegar a obtener una mejor resolucion, en la cual

se pudieron observar bandas claras que contenian las toxinas purificadas.

Los resultados de la purificacién y corrida electroforética demuestran una
diferencia entre la concentracion de toxinas totales en el agua entre los meses, por
la diferencia en el ancho de las bandas; obteniendo las bandas mas gruesas en el
mes de mayo, lo que coincide con la mayor abundancia de M. aeruginosa. El
grosor de las bandas obtenidas en el mes de diciembre, aunque menor que en el
mes de marzo, también presentan un tamafio de banda considerable, cuando hay

menor nidmero de cianobacterias.

Como consideracion final es necesario resaltar los riesgos que implica una
gran acumulacion de esta toxina en el agua, ya que las aguas de la laguna son
liberadas a la bahia y a partir de ahi no hay control sobre hacia dénde pueden
llegar ni su alcance. Una vez liberados, los efectos en todos los niveles troficos
pueden ser catastréficos, desde el alojamiento en el higado de un pez, el cual
puede llegar a ser consumido por el ser humano y este Ultimo contaminarse con
dichas toxinas, hasta llegar a convertirse en un riesgo potencial para todos los
seres vivos (Chorus y Bartram, 1999; De Ledn, 2002; Expoésito y col., 1997; Mur y

col., 2014).
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CONCLUSIONES

Las variables fisicoquimicas, DBO5 y DQO encontradas en este estudio
corresponden, en términos generales, a un sistema de tratamiento de
aguas residuales domésticas.

La composicion y abundancia del fitoplancton son indicadores de
eutrofizacién en el sistema, con dominancia de cianobacterias en marzo y
euglenofitas para diciembre.

La especie de cianobacteria mas abundante es Microcystis aeruginosa, y
en segundo término Chroococcus minutus. No hubo diferencias estadisticas
en sus abundancias medias, pero ambas estuvieron relacionadas en forma
diferencial a distintas variables fisicoquimicas.

A pesar de que la planta no posee un funcionamiento adecuado, las
concentraciones de cianobacterias disminuyen de una laguna a otra,
concomitante a una disminucion progresiva de la turbidez. Sin embargo,
dichas condiciones representan un riesgo muy elevado para la salud del
ecosistema marino y seres humanos.

El analisis del gen 16S rRNA confirmé la identificacion taxonomica de
presencia de cianobacterias en gran medida.

La metodologia desarrollada en este trabajo nos permite obtener una mejor
resolucion al aislar y observar proteinas de bajo peso molecular en geles de
poliacrilamida, no solo cianotoxinas sino proteinas en general.

Las toxinas aisladas de las muestras de agua tienen mayor ancho de banda

en el mes de marzo y, aunque en diciembre la concentracién de
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cianobacterias es menor, sigue siendo relativamente alta en las bandas
observadas.

El funcionamiento de la planta no es el adecuado, ya que las
concentraciones de Microcystis aeruginosa son mas elevadas de lo
reglamentario. Por tanto, la concentracion de las cianotoxinas liberadas en
la bahia, que es zona recreativa y de pesca, también lo son. Esto aumenta

el riesgo de exposicion tanto para personas como comunidades marinas.
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APENDICE 1

Especies estudiadas

a) Anabaena circinalis: Comun en aguas dulces de todo el mundo,
producen toxinas potencialmente dafinas y forman grandes floraciones que
pueden dafiar la fauna y la flora del area.

Su morfologia es filamentosa, cada filamento es una cadena de células. Las
estructuras mas numerosas son ceélulas vegetativas responsables de realizar
fotosintesis de azlcares de alta energia a partir del carbono ambiental, el agua y
la luz solar. Crece sin control formando grandes floraciones que aparecen como
una baba verdosa en la superficie del agua.

En condiciones dificiles forma células similares a esporas llamadas akinetes
y son resistentes a bajas temperaturas, desecacion y oscuridad, pudiendo
germinar y formar un rebrote. Convierten el nitrdgeno ambiental en compuestos
como el amoniaco y el nitrato. La nitrogenasa es una enzima sensible al oxigeno y
es esencial para esta conversion.

Producen anatoxina-a una de las primeras neurotoxinas identificadas. Los
sintomas de intoxicacion son: pérdida de coordinacién, parlisis, espasmos
musculares, dificultad para respirar y posiblemente la muerte.

Las floraciones pueden afectar y alterar las areas de pesca comercial, las
instalaciones de tratamiento de aguas residuales y las vias acuaticas recreativas.

Pueden producir la toxina paralizante de moluscos (PST), la misma se

encuentra en una clase de venenos conocidos como saxitoxinas, una sustancia
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considerada como una de las mas toxicas producidas naturalmente. La CWC
(conversion de armas quimicas) clasificé las saxitoxinas como sustancias de la
lista 1, lo que significa:

I- La saxitoxina tiene el potencial para ser utilizada como arma bioldgica, o

como un precursor de otra arma.

I- La saxitoxina no tiene uso practico fuera de la fabricacion de armas.
b)  Microcystis aeruginosa: Es un género de la Familia Microcystaceae, muy
comun y su distribucion es mundial, fija nitrbgeno y puede vivir en condiciones
inferiores de alimentacion o en presencia de alguna sustancia nitrogenada como el
amoniaco. Vive en aguas dulces y saladas.

Produce microcistina, una sustancia altamente téxica que puede provocar
disminucion en la motilidad del plancton y aumentar la lisis celular, incluso en otras
cianobacterias no toxicas.

Forman colonias muy grandes generalmente esféricas, verde-azuladas; es
un indicador de aguas contaminadas o ricas en nutrientes. Aguas poco profundas
con poco movimiento, grado alto de turbidez y temperaturas altas son medios
propicios para la proliferacion de Microcystis aeruginosa, las colonias que forman
son tan densas y pesadas que se hunden en los fondos de los espejos de agua.
Microcystis flos-aquae:

Crece en agrupaciones coloniales, forman parte del plancton en aguas
estancadas, son esféricas y producen hepatotoxinas. Las primeras intoxicaciones
humanas reportadas por consumo de aguas contaminadas con cianobacterias
corresponden a cepas de M. flos-aquae, tal como ha sido descrito en Australia,

Inglaterra, China y Africa del sur. Pueden crecer desmesuradamente en ambientes
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d)

ricos en abonos animales o procedentes de la agricultura o comunidades. Al igual
gue M. aeruginosa es altamente nociva.
Chroococcus minutus:

Son unicelulares, su forma geométrica es esferoidal con un didmetro 6.0
Mm. Habita en lugares frescos, ambientes marinos y dulceacuicolas, ocupan areas
extensas forman mucilagos alrededor de pequefios grupos de células, generan
esporas. Son conocidos como los gemelos cianobacterianos, ya que se agrupan
en 2 ,4 ,8 yrara vez en grupos de 32 células, algunas veces aparecen aislados y
solitarios, siempre protegidos por una capsula viscosa para evitar su desecacion.
En zonas terrestres humedas pueden vivir entre musgos del género Sphagnum
especificamente; también habitan en lagos poco profundos y mas frecuentemente
en aguas oligotroficas y mesotréficas. Son potencialmente toxicas.
Nostoc commune:

Forman esferas de 10 a 25 mm de didmetro semejantes a un racimo de
uvas, son verde—azules como todas las cianobacterias, fijan el nitrdgeno del aire y
otros elementos. En Sudamérica también se le conoce como: cochuro, murmunta,
llullucha y llayta. Es conocida desde Centroamérica hasta Brasil, también existe en
Asia (China, Indonesia, India) y en Europa (Alemania, Espafia y Francia). En
sudAfrica es empleada como fertilizante natural.

Tiene importancia econdmica, ya que se utiliza como biofertilizante, en la
medicina y en la industria quimica en la produccién de etanol. También es utilizada
como complemento alimenticio y nutricional; segun informes médicos fortalece los

dientes y los huesos.
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La composicion nutricional por cada 100 g esta comprendida por 25,4 g de
proteina, 62,4 g de glucidos, 0,80 g de lipidos, 6,3 g de agua, 5.10 g de cenizas,
258 mg de fésforo, 1,076 g de calcio, 19,6 mg de hierro y 10 ug de vitamina A.

Posee gran importancia industrial y por ende econdémico en la industria
alimentaria, en su uso en la medicina y en el area agricola, lo que significa que
todos los estudios presentes y futuros deben considerar su grado de toxicidad
para una produccion tecnificada que estaria orientada al uso humano.

Lyngbya spp.:

Habita en aguas dulces y salobres, en el plancton y bentos. Forma masas
viscosas de color amarillo verdoso, su talo esta formado por filamentos largos sin
ramificar dentro de una vaina mucilaginosa rigida, miden de 7-10x2-3 ym, viven en
el supralitoral y se mueven por deslizamiento. Son autdtrofos unicelulares que
forman base de la cadena alimentaria oceanica. Forman mantas densas y

flotantes en el agua. Son irritantes por producir toxinas (saxitoxinas).

Recopilado de Chorus y Bartarm (2014)
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APENDICE 2

LAGUNA AERADA DE MEZCLA COMPLETA

LAGUNA AERADA FACULTATIVA

~ DEPOSITOS
~ DE LODOS

DIFUSION DE AIRE

DEPOSITOS
DE LODOS

LAGUNA DE OXIDACION AERADA

Fuente: Lagunas de estabilizacion. (Yanez, 2003)
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APENDICE 3

Mochima

Average Rainfall Amount (mm) and Rainy Days

Zoom lm  Im  6m YTD 1y Al

+ 200mm

@ Rain (mm) @ Days

WorldWeatherOnline.com
Distribucion de pluviosidad durante el estudio.

Fuente: WorldWeatherOnline.com
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