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RESUMEN

El objetivo principal es disefiar y construir un reactor BATCH, para evaluar la eliminacion

de la bacteria E. coli y B. subtilis, mediante procesos de oxidacion avanzada (Os/H20y).

La presente investigacion se dividid en dos partes: en la primera se establecieron las medidas
y disefio del reactor Batch de tratamiento; en seguida se realiz6 la evaluacion de la
eliminacidn de las bacterias, determinando las condiciones optimas, acondicionamiento del
reactor, concentracion y tiempo de contacto, como también las condiciones de crecimiento

de E. coli y B. subtilis.

Se realizaron pruebas preliminares para determinar dosis ideal de perdxido de hidrogeno,
medios de cultivo selectivos para cuantificar las bacterias y evaluar el porcentaje de
inactivacion de cada bacteria. Se obtuvieron resultados eficaces de la eliminacion de E. coli
con un 99.99% de inactivacion en un tiempo de tratamiento de 150 segundos, mientras para
B. subtilis se obtuvo el 98.67% de inactivacién con un tiempo de tratamiento de 12 minutos

Palabras claves: B. subtilis, eliminacion, E. coli, Procesos de oxidacion avanzada, Reactor
Batch.

ABSTRACT

The main objective is to design a BATCH reactor, to evaluate the elimination of the bacteria

E. coli and B. subtilis, through advanced oxidation processes (O3/H20y).

This research was divided into two parts: in the first, the measurements and design of the
Batch treatment reactor were established; then, the evaluation of the elimination of the
bacteria was carried out, determining the optimal conditions, reactor conditioning,

concentration and contact time, as well as the growth conditions of E. coli and B. subtilis.

Preliminary tests were carried out to determine the ideal dose of hydrogen peroxide, selective
culture media to quantify the bacteria and evaluate the percentage of inactivation of each
bacteria. Effective results were obtained for the elimination of E. coli with 99.99%
inactivation in a treatment time of 150 seconds, while for B. subtilis 98.67% inactivation was

obtained with a treatment time of 12 minutes.

Keywords: B. subtilis, elimination, E. coli, Advanced oxidation processes, Batch Reactor.



INTRODUCCION

En la actualidad las condiciones desfavorables en las que se encuentra el agua en estado
natural limitan su uso por los seres humanos, debido a que el empleo de esta es capaz de
perjudicar la salud de quienes la consumen. Debido a su importancia y vitalidad para los
organismos Vvivos, el agua debe ser sometida a procesos de purificacion con los cuales se
llega a eliminar las impurezas que atentan contra la vida del consumidor. El agua
contaminada por desechos humanos, animales o quimicos ha sido la principal causa de graves
enfermedades como la malaria, colera, hepatitis A y E, etc. Los eventos infecciosos méas
drésticos han sido por el consumo de aguas contaminadas por desechos fecales.

En las aguas residuales existe gran variedad microbiana y dentro de las bacterias existen
algunas especies que presentan la formacion de estructuras de resistencia como las
endoesporas, las cuales poseen un alto rango de resistencia a factores fisicos como el calor,
la congelacion y la radiacion. La desinfeccion es la fase mas importante para contrarrestar la
contaminacion biolégica, sin embargo, la desinfeccidn es un proceso selectivo, no destruye

ni elimina a todos los organismos presentes en el agua y no siempre elimina a los patdgenos.

Por lo tanto, la presente investigacion tiene como finalidad establecer las condiciones
Optimas, concentracion de H20: y tiempo de contacto para la eliminacién de endoesporas de
B. subtilis y E. coli mediante la combinacion de proceso de oxidacion avanzada Os/H20> en

un reactor Batch.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es contaminada diariamente entre ellos principalmente por microorganismos, en
algunos casos son patdgenos, existen tratamientos para aguas residuales pero no se garantiza
la eliminacion de todos los microorganismos, ya que existen microorganismos mas
resistentes al cloro y otras sustancias de desinfeccion, uno de estos organismos es la bacteria
B. subtilis que crea resistencia al calor y a la radiacién, otra bacteria mas comun en el agua
residual es la E. coli; es un parametro para determinar si existe materia fecal en las aguas,
ademas de que también crea resistencia a la desinfeccion. El agua contaminada por desechos
humanos, animales o quimicos ha sido la principal causa de graves enfermedades como la
malaria, cOlera, hepatitis A y e, meningitis, estiquisomasis, entre otras. Una de las
enfermedades méas comunes es la diarrea. Para lograr la eliminacion de estos organismos se

utilizara los procesos de oxidacion avanzada para no crear subproductos.



JUSTIFICACION

La contaminacion del agua a causa de los humanos, principalmente de desechos fecales
representa una importante preocupacion para la salud. Las aguas residuales domesticas
siempre contienen microorganismos, de origen animal o humano, algunos de ellos son
patdgenos para el ser humano; Por lo tanto, el tratamiento de dichas aguas residuales debe de

garantizar la eliminacion de dichos patdgenos.

Los tratamientos de aguas residuales y de potabilizacién de aguas se basan principalmente
en el uso de cloro, debido a su efectividad para inactivar microorganismos y bacterias
disminuyendo la ocurrencia de enfermedades, sin embargo, el uso de desinfectantes clorados
puede resultar en la generacion de productos secundarios de toxicidad muy variada. Los
Procesos de Oxidacién Avanzada (POAS) son alternativas para disminuir el uso de cloro,
estos procesos presentan una ventaja en el proceso de tratamiento, al poder remover
materiales no biodegradables y no generar subproductos dafiinos en comparacion con los
procesos convencionales de desinfeccion, debido a su versatilidad permite que sea empleado
con mezclas complejas de contaminantes y de organismos vivos. La mayoria de POASs puede
aplicarse a la remediacion de aguas, especialmente en pequefia 0 mediana escala. Los

métodos pueden usarse solos 0 combinados entre ellos o con métodos convencionales.

La E. coli es un patgeno entérico que vive en el tracto intestinal de los animales de sangre
caliente, su presencia en el agua, es un indicador de contaminacién fecal, es uno de los

microorganismos mas resistentes a la desinfeccion.

Las esporas de varias especies de Bacillus estdn metabdlicamente latentes y extremadamente
resistentes a una variedad de tratamientos severos, incluidos el calor, la radiacion y productos
quimicos. Esta resistencia extrema es la principal razén por la que las esporas son los
principales agentes causantes del deterioro de los alimentos y enfermedades transmitidas por
los alimentos. Estas especies se detectan a menudo en suministros de agua potable, incluso

en suministros tratados y desinfectados mediante procedimientos aceptables.



OBJETIVOS

Objetivos generales

Disefiar un reactor BATCH, para evaluar la eliminacion de la bacteria E. coli y B. subtilis,
mediante procesos de oxidacion avanzada (Oz/H20>).

Objetivos especificos

a) Disefar y construir un reactor BATCH para la eliminacion de la bacteria E. coli y B.

subtilis, mediante procesos de oxidacién avanzada (POAs) en especifico Os/H20..

b) Evaluar la eliminacion de la bacteria E. coli y B. subtilis en una solucién acuosa,

mediante procesos de oxidacion avanzada (POAS) en especifico O3/H20x.
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CAPITULO 1. GENERALIDADES

Antecedentes

Los investigadores evaluaron la eficacia de la desinfeccién mediante la combinacion de
UV/Os en la bacteria Escherichia coli (E. coli) en un poli reactor, utilizando una lampara UV
de baja presion (luz UV-C a 253,7 nm), el ozono se suministré a una concentracion de 1.5
L/min, todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y pH 7,1. Los
porcentajes calculados de UV, Oz y HO® en la inactivacion de E. coli fueron 58,1 %, 25,8%
y 16,1% ; Las pruebas inactivaron 6.3 log, 6.0 log, 7.2 log y 7.6 log de células a los 80 s de
tratamiento (Wu et al.,2015).

Se evaluaron la mejora de los efectos del H20: en el proceso de desinfeccion solar de aguas
himicas para la inactivacion de esporas de E. coli y B. subtilis, se determinaron en muestras
de agua con concentraciones de 0.2 y 6 mg/L de acido fulvico. Se obtuvieron que las esporas
de B. subtilis fueron mas resistentes que las de E. coli contra los procesos de desinfeccion
solar y solar/ H2Oz, las esporas de ambas bacterias se vieron afectadas al aumento de la
concentracion de H20> a diferentes niveles. Fue encontrado los aumentos en la reduccion
logaritmica de E. coli y B. subtilis fueron de 1.67 log y 0.5 log, cuando la concentracién de
H>0> fue elevada a 50 mg/L (Alkan et al., 2014).

Se comparo la inactivacion de E. coli y bacteriografo MS2 por UV, Os y UV/Os, los
experimentos se realizaron con una longitud de onda de 254 nm de radiacion UV, se
dosificaron con una solucién madre de ozono. Se encontr6 inactivacion de E. coli después de
la secuencia de O3z, UV o exposiciones al Os-UV, los efectos sinérgicos de 0.5-0.9 log en la
inactivacién de E. coli, se observaron después de la radiacion UV/O3z a concentraciones de
O3 tan bajas como 0.05 mg/L en agua ultra pura, la exposicion con 0.02 mg/L de Oz no
mejord la inactivacion, pero reprimié la foto-reactivacion de E. coli, mientras en MS2 la
inactivacion fue menos significativa después de UV/O3z, y més significativo después de las
exposiciones al Os-UV y UV-0O3 que fue de 0.2 log para el primero y 0.8 log para los dos
Gltimos proceso a dosis de Oz de 0.1 mg/L y dosis UV de 8.55 mJ/cm? en agua ultra pura
(Fang et al., 2013).

Evaluacion de la inactivacion de E. coli, Bacteriografo MS2 y esporas de B. subtilis en la
ozonizacién de aguas residuales, se difundié ozono gaseoso (11%) en el agua enfriada, los
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experimentos se realizaron agregando H»O. a cada efluente secundario inmediatamente antes
de la adicion de Os. Los valores de CT (Concentracion de ozono disuelto integrada en el
tiempo) mayores de 9 mg-min/L fueron necesarios para medir la inactivacion de esporas de
B. subtilis y valores de CT de 1 y 2 mg-min/L se lograron mayores que 6- y 5- log en la

inactivacion de MS2 y E. coli respectivamente (Gamage et al., 2013).

Los investigadores evaluaron el efecto en la resistencia de las esporas de B. subtilis mediante
la inactivacion foto catalitica, todos los experimentos se realizaron en agua destilada, la
radiacion UV se llevo a cabo en un reactor semi- discontinuo a una longitud de onda de
365nm, se probaron tres concentraciones diferentes de Fe(11)(0.0, 1.0 y 5 mM) usando la
misma concentracién de H>O2 (100 mM), y un pH de 3.0 usando 0.1 M H>SO.. En
condiciones acidas producen mejores resultados en la mortalidad para las esporas, las esporas
de B. subtilis fueron inactivadas por la mezcla de Fe (I1) 5 mM, radiacion UV (365 nm) y

H202 100 mM para generar 1 log (90%) de inactivacion en 60 minutos (Huesca et al.,2017).

Mecanismo de inactivacion del ozono en E. coli y Enterococcus faecalis, para los
experimentos se utiliz6 1mg/L de agua ozonizada con tiempos de contacto de 30°s, 1, 5, 10
y 20 min. Se inactivo E. faecalis en 30 s después del tratamiento con 1 mg/ L de Os, mientras
que E. coli se inactivaron lentamente contra el tiempo, se necesitaron 20 min de tiempo de

contacto con O3 para una desinfeccion casi total (Barisci et al., 2018).z

Se demostrd la eficacia de inactivacion de E. coli y bacterias autoctonas durante la
ozonizacién, la inactivacion de E. coli alcanzo los limites de deteccion del método para FCM
y ATP(1.7) en dosis de ozono de 0.5 g O3/ g Doc, las bacterias autdctonas estaban compuestas
por comunidades con alta y baja reactividad al ozono, los niveles de inactivacion medidos
con ATP intracelular se correlacionaron razonablemente con ICC( 0.8). La dosis de 0,25 gO3
/ gDOC fue insuficiente para dafiar todas las células bacterianas, sin embargo, una dosis de
ozono de aproximadamente 0,4 gOs/g DOC reduco drésticamente el ICC (Czekalski et al.,
2016).
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Marco Tedrico

1.1 Agua

Agua en el mundo y su problemaética.

El agua es la fuente de toda la vida en la tierra. Su distribucion es muy variable: en algunas

regiones es muy abundante, mientras que en otras escasea.

El 97.5% del agua en la tierra se encuentra en los océanos y mares de agua salada, Unicamente
el restante 2.5% es agua dulce. Del total de agua dulce en el mundo, 69% se encuentra en los

polos y en las cumbres de las montafias mas altas y se encuentra en un estado solido.

El 30% del agua dulce del mundial, se encuentra en la humedad del suelo y en los acuiferos

profundos.

Solo el 1% del agua dulce en el mundo, escurre por las cuencas hidrograficas en forma de
arroyos y rios y se depositan en lagos, lagunas y en otros cuerpos superficiales de agua y en

acuiferos.
Esta es agua que se repone regularmente a través del ciclo hidroldgico.

Las aguas dulces constituyen un recurso escaso, amenazado y en peligro. De acuerdo con los
estudios sobre los balances hidricos del planeta solamente el 0.007% de las aguas dulces se
encuentran realmente disponibles a todos los usos humanos directos. De esta pequefiisima
porcion dependen procesos sociales vitales. Las méas recientes evaluaciones de los
especialistas y organizaciones internacionales conectadas con los problemas del agua,
sugieren que para el afio 2025 mas de las dos terceras partes de la humanidad sufrira algun

estrés por la falta de este liquido (L vovich et al. 1995, Simonovic 1999).

La supervivencia de la humanidad depende de la disposicion de agua potable. Los
ecosistemas acuaticos estan mucho mas degradados en comparacion con los terrestres o
marinos, afectando proporcionalmente a gran cantidad de especies y habitats. El uso de aguas
insalubres, saneamientos no efectivos y problemas de higiene suponen un 3,1 % de las
muertes en el mundo. Siendo los nifios de menos de cinco afios los mas afectados, llegando
a representar un 90% del namero total. Se estima que 2.500 millones de personas no tienen

acceso a saneamientos avanzados.
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Los cambios sobre la superficie terrestre, las modificaciones topograficas y la compresion de
las capas de suelo, incluyendo la construccion de ciudades y el cultivo de distintas especies
de plantas, tienen importantes repercusiones sobre los ciclos del agua. EI uso de los recursos
acuaticos para riego y los usos municipales e industriales del agua modifican sustancialmente
el ciclo del agua, tanto cuantitativamente como cualitativamente. EI impacto que tienen sobre
el ciclo del agua el aumento de la poblacion y de las actividades econémicas en las sociedades

de consumo, apareciendo lo que se denomina “Estrés hidrico”.

El cierre total o parcial del ciclo del agua representaria una parte esencial para un desarrollo
sostenible. El aumento en la escasez de fuentes de aguas limpias para beber y el aumento del
consumo de agua para industrias y agricultura deberian traducirse en un uso de los recursos

acuaticos mas eficiente y racional.

La calidad de las aguas se ve afectada por la contaminacion ocasionada por microorganismos,
trazas de metales, compuestos quimicos toxicos, introduccion de especies no endémicas,

cambios en la acidez, temperatura o salinidad.

En los ultimos afios se ha podido observar un aumento en la preocupacion por la
contaminacion de las aguas en el mundo. Su control ha llegado a ser de prioritaria
importancia en los paises desarrollados y muchos de los que estan en vias de desarrollo. Los
elementos claves para la prevencion, control y reduccion de la descarga de sustancias
peligrosas, nutrientes y otros contaminantes en los ecosistemas acuéticos, residen en el
control de la contaminacion desde la fuente y en la legislacion sobre emisiones de aguas

residuales por parte de las autoridades competentes.
1.2 Fuentes de Agua

La calidad del Agua depende de la geografia, clima y actividades antropogénicas, por lo que
la correcta seleccién de la fuente de agua para abastecimiento publico es fundamental en un
proceso de tratamientos de potabilizacién, el cual puede abarcar desde el abastecimiento

directo hasta el empleo de complejos y costosos sistemas de depuracion.

Existen dos tipos de abastecimiento de agua, las convencionales y las no convencionales.
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1.2.1 Fuentes Convencionales

Son aquellas que se han empleado tradicionalmente para el uso y consumo humano, debido
a su facil accesibilidad y bajo costo de extraccidn, dentro de este tipo de fuentes encontramos

las aguas subterraneas y superficiales.
Aguas subterraneas

Son aquellas que se han filtrado desde la superficie de la tierra hacia abajo por los poros del
suelo. Las formaciones del suelo y roca que se han saturado del liquido se conocen como

depdsitos de aguas subterranea o acuiferos (Henry & Heinke, 1999).

Las aguas subterraneas presentan grandes ventajas respecto a las superficiales, debido a que
no son tan susceptibles a la contaminacién, por lo que representan, en su mayoria una buena

calidad de agua, debido a que la carga bacterioldgica es mucho menor y carece de turbiedad.
Aguas Superficiales

El abastecimiento de agua superficial se puede efectuar a partir de arroyos, rios, lagos,
manantiales y presas. La localizacion y elevacion de la fuente de agua puede ofrecer la
ventaja de aprovechar la fuerza de gravedad y facilitar la distribucion (Jiménez Cisneros,
2001). La utilizacion de las aguas superficiales como fuente de abastecimiento de agua, tiene

la ventaja de soportar un alto grado de explotacion.
Agua de lluvia

El uso directo de agua de lluvia es una fuente limitada de gua, aunque importante en algunas
areas que estan lejos de las fuentes de agua dulce, pero que reciben precipitacion pluvial con
regularidad (Henry & Heinke, 1999). La recoleccion y el almacenaje del escurrimiento
directo de los techos puede ser una fuente segura de agua, con una lluvia irregular, aunque
los tanques deben de estar protegidos contra la contaminacion y la entrada de mosquitos,

pueden surgir problemas de salud (Tebbutt, 1990).
1.2.2 Fuentes no convencionales

Este tipo de fuentes son utilizadas cuando existe escases de agua, derivada de la sobre

explotacion de las aguas superficiales y subterraneas; la calidad de estas fuentes es poco
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aceptable, por lo que son tomadas como Ultima opcion para abastecer a una poblacion, estas

fuentes pueden ser agua de mar, agua residual tratada e incluso icebergs.
Agua de mar

Esta contiene grandes cantidades de sal, cuya eliminacion resulta altamente costosa, existen
diferentes técnicas, para la eliminacion de sal; una es la destilacion, la cual consiste en la
evaporacion y condensacion del agua; otra técnica es la congelacion donde se reduce la
temperatura del agua hasta su punto de fusion, separando la salmuera de los cristales de hielo;
la electrodidlisis es otro método, que consiste en un movimiento forzado de iones cargados a
través de membranas permeables a los cationes 0 aniones; sin embargo, uno de los métodos
mas conocidos es la osmosis inversa, donde se emplean membranas permeables y para este

caso la fuerza impulsora es la presion que suministran las bombas.
Agua Residual Reciclada

Son aquellas que han recibido el tratamiento suficiente para volver a ser utilizadas
directamente en la industria y en la agricultura, y para ciertas aplicaciones municipales
limitadas. La reutilizacion del agua se clasifica, segin su uso, en: municipal, industrial,

agricola, de recreo y para recarga de acuiferos (Jimenez Cisneros, 2001).
1.3 Aguas residuales

Las aguas residuales urbanas abarcan comunmente aguas domésticas, industriales y de
escorrentias. Las aguas domesticas tienen distintas procedencias, incluyendo zonas

residenciales, comerciales, institucionales y recreativas.

En los hogares, el agua corriente es empleada para diversos propésitos: lavado, bafio, cocina
y transporte de desechos. En cuanto a las aguas de desecho producidas, son de dos tipos: las
aguas “negras”, procedentes de los vateres, y las “grises”, de la cocina y bafios. Estas pueden
ser canalizadas de forma combinada o por separado. Generalmente, cuanto mas rica es una

comunidad, mas tendencia hay a separar las aguas negras.

En el sector industrial, la demanda de agua y la produccién asociada de agua residual,
dependen de cada proceso especifico. Algunas industrias requieren grandes volumenes de
agua para refrigeracion, procesos, limpieza, transporte de productos o eliminacion de

desechos. Segun la industria, la composicion de los efluentes de desechos varia
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significativamente. Ademas, las aguas residuales industriales pueden contener una amplia

variedad de microcontaminantes que afiaden dificultades a los tratamientos urbanos de las

aguas residuales.

1.3.1 Composicidén del agua residual, contaminantes.

El agua residual puede ser caracterizada por sus principales contaminantes:

Tabla 1 Contaminantes del agua residual

Contaminante

Importancia

Origen

Solidos sedimentables

Pueden generar depoésitos de fangos o
condiciones anaerobias en los sistemas de
alcantarillado, instalaciones de tratamiento o
entornos acuaticos.

Doméstico,
escorrentias

Materia organica | Consume oxigeno y puede distorsionar el | Doméstico,

(DBO) equilibrio en aguas superficiales; cuando el | industrial
oxigeno se agota, aparecen condiciones
anaerobias, malos olores, mueren los peces, y
se produce desajuste ecoldgico.

Microorganismos Riesgos severos para la salud de las | Doméstico

patdgenos poblaciones a través de enfermedades
transportadas por medio del agua como por
ejemplo el colera.

Nutrientes (N y P) Excesivas cantidades de nitrogeno y fosforo | Domestico,
en aguas superficiales provocan el crecimiento | rural,
desmesurado de algas (eutrofizacién). La | escorrentias,
muerte de estas algas ademas contribuye al | industrial.

aumento de materia organica.

Microcontaminantes

Los compuestos organicos no biodegradables

Industrial, rural,

disueltos (sales)

(metales pesados Yy | pueden ser toxicos, carcindgenos 0 mutagenos | escorrentias
compuestos a muy bajas concentraciones. Algunos pueden | (pesticidas)
organicos) bioacumularse en las cadenas tréficas

Solidos totales | A altos niveles pueden ser restringidas las | Industrial

aguas para uso en agricultura, irrigacion o
acuacultura

(intrusiones de
agua salada)
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1.4 Microbiologia del agua

Todo microorganismo debe tener en su medio las unidades estructurales y las fuentes de
energia (nutrientes) necesarias para formar y mantener su estructura y organizacion; casi
todos los organismos vivos requieren fuente de carbono, energia, nitrégeno, agua y minerales
(Romero, 1999).

Los organismos se dividen en autétrofos y heter6trofos. Los organismos autétrofos son
capaces de sintetizar sus requerimientos organicos a partir de la materia inorganica y pueden
crecer independientemente de las sustancias organicas externas, empleando dos métodos, la
fotosintesis y la quimio sintesis. Los organismos heterdtrofos requieren una fuente externa

de materia organica.

La variedad microbioldgica de las aguas naturales abarca numerosos microorganismos e
incluye células eucariotas (algas, protozoarios y hongos), células procariotas (bacterias) y

virus (microorganismos con capacidad de sintesis nula).
1.4.1Tipos de microorganismos

La microbiologia estudia células pertenecientes a dos grandes grupos, las eucariotas y las
procariotas. Las primeras son aquellos organismos unicelulares o multicelulares que poseen
un nacleo, ademas de poseer mitocondrias y cloroplastos presentes solo en células capaces
de realizar la fotosintesis. Las células procariotas son aquellas cuya estructura es sencilla y

no poseen un nucleo verdadero, es decir las bacterias. (Apella & Araujo, 2005)
1.4.1.1Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que se encuentran en diferentes medios por
ejemplo en el aire, suelo, agua natural y aguas residuales, su forma de reproduccion es
mediante fisién binaria. Su tamafio es diverso en funcion de la especie variando desde 0.1-
0.2 um de ancho a 5-10 um de largo, aunque hay bacterias grandes que alcanzan 0,5 mm de
largo (Madigan et al., 2003). Sus formas también son variadas, lo que permite su
identificacion y clasificacidn; algunas bacterias tienen la capacidad de formar esporas. El
esporo es un elemento de proteccion frente a radiaciones, desecacion, temperatura, altas

presiones y frente a la entrada de sustancias quimicas.
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Debido al gran numero y diversidad de especies bacterianas, en 1884 el bacteridlogo danés
Christian Gram, ideo una técnica de tincion diferencial como primer paso en la diferenciacion
bacteriana. De esta manera, se establecen dos grandes grupos bacterioldgicos: las bacterias
Gram positivas, que se visualizan de color azul-violeta y las bacterias Gram negativas, cuyo
color es rojo-rosaceo. Los fundamentos de esta técnica se basan en la diferencia estructural
existente entre las paredes celulares de las bacterias Gram positivas y Gram negativas; la
pared celular de las Gram positivas posee una gruesa capa de peptidoglicano o mureina,
principal componente de la pared, formado por finas laminas de dos derivados de azucares,
N-acetil-glucosamina y acido N-acetilmuramico y un pequefio grupo de aminoéacidos. Por el
contrario, la capa de peptidoglicano de las Gram negativas es delgada y se encuentra unida a
una membrana plasmaética externa. Este peptidoglicano es la clave de la tincion de Gram.
(Gamazo et al., 2005)

1.4.2 Bacterias indicadoras de contaminacion de agua

La gran mayoria de los cuerpos de agua en el mundo estan contaminados, esto se debe a los
diferentes arrastres, lixiviaciones, erosiones y procesos de intemperie por los que pasa toda
agua natural, como consecuencia los cuerpos receptores tendran gran florecimiento
bacteriano, asi como gran cantidad de nutrientes como nitratos y fosfatos, material organico
como hojas y ramas, y de igual forma se encontraran contaminantes inorganicos producto de
las actividades humanas. Los contaminantes no representan problema alguno para los
cuerpos receptores de agua, siempre y cuando estos no rebasen su capacidad de carga y auto
purificacion. Aquellos que provocan problemas comprenden organismos causantes de
enfermedades conocidos como patégenos, materia organica, solidos, nutrientes, sustancias

toxicas, color, espuma, calor y materiales radiactivos.

e Patdgenos: son agentes infecciosos que pueden provocar enfermedades a su
huésped. Los agentes patdgenos tienen diversas propiedades que los distinguen
de otros contaminantes del agua de consumo, aspectos que se deben de tomar en
cuenta al aplicar los tratamientos de desinfeccion:

o Son componentes que no estan disueltos en el agua.
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o Con frecuencia forman agregados o se adhieren a soélidos en
suspension presentes en el agua, lo que puede influir en la disminucion
de la efectividad de los tratamientos aplicados.

o La probabilidad de que el ataque de un patdgenos tenga éxito,
derivando en infeccion, depende de su caracter invasivo y de la
virulencia del patdgeno, asi como de la inmunidad de la persona
expuesta.

o Si lainfeccion se asienta, los agentes patdgenos se multiplican en el
hospedador. Algunas bacterias también son capaces de prolifera en
alimentos o bebidas, lo cual aumenta las posibilidades de infeccion.

Materia organica (MO): cuando mayor es la demanda biolégica de oxigeno
(DBO), esto es, cuanta mas materia organica esta presente, mayor es el problema
que crean la descomposicién de lamisma. La actividad metabdlica de las bacterias
que necesitan oxigeno puede reducir el contenido normal de oxigeno disuelto
(OD) en una corriente o lago hasta menos de 1 mg/L, abajo del cual la mayor parte
de los peces son incapaces de sobrevivir.

o Solidos: los particulados orgénicos e inorganicos en las aguas residuales
son solidos sedimentables, flotantes y en suspension capaces de reducir la
penetracién de la luz solar en el agua.

o Nutrientes: los nitratos y fosfatos favorecen el crecimiento de plantas y
algas que pueden ocasionar la eutrofizacion del cuerpo de agua, ademés
de representar un problema en la obstruccion de los filtros y el tratamiento
quimico del agua se vuelve costoso.

o Sustancias toxicas y peligrosas: concentraciones bajas de &cidos,
causticos, cianuro, arsénico, muchos metales pesados y numerosas
sustancias quimicas son toxicas para los organismos vivos, incluso para
los humanos.

o Otros contaminantes: el color, la espuma y el calor son otros
contaminantes que causan problemas, nos son objetables solo por razones

estéticas; también limitan la penetracion de la luz y pueden reducir los
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niveles de OD, lo cual altera el equilibrio ecologico natural del agua
(Henry & Heinke, 1999).

1.4.2.1 Indicadores microbiologicos de contaminacion fecal

La rutina de los andlisis microbiologicos en el agua esta basada en la deteccion de
microorganismos asociados que comparten los mismos habitats, pero cuya deteccion y
aislamiento es méas viable desde un punto de vista técnico y econdmico. Estos
microorganismos se conocen como indicadores de contaminacion fecal y se rigen de acuerdo

a los siguientes criterios:

e Ser faciles de aislar y cultivar en el laboratorio

e Estar presentes siempre que existan agentes patégenos entéricos

e Ser relativamente inocuos para el hombre

e Ser integrantes de la micro biota intestinal

e No multiplicarse en aguas naturales generando un valor superior al real.

e Mantener un grado de eliminacion durante el tratamiento similar al de los

patdgenos.

Segun el destino final al cual se dirige un tipo de agua, los indicadores bacterianos objeto de
analisis van a ser diferentes, a continuacion, se describen los indicadores mas cominmente

analizados en el marco del control de la calidad del agua.

El grupo de los coliformes lo constituyen bacterias gran negativas habituales de la region
intestinal de mamiferos y aves. Se caracterizan por su capacidad de fermentacion de lactosa
a 35-37°C. Géneros que forman parte de este grupo son Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter y Edwardsiella. Pueden existir como saprofitos
independientes 0 como microorganismos intestinales, excepto el género Escherichia que solo
puede ser fecal. Por tanto, se pueden diferenciar los coliformes totales que comprenden todos
los coliformes de cualquier origeny los coliformes fecales, que designan solo a los coliformes
de origen exclusivamente intestinal, con la capacidad adicional de fermentar la lactosa
también a 44,5 °C.
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1.5 Escherichia coli

En 1885 Theodore Escherich, un pediatra aleméan, describié por primera vez una bacteria
encontrada en las heces de neonatos y nifios sanos la cual denomino Bacterium coli commune.
Posteriormente, en 1919 Castellani y Chalmers la denominaron Escherichia coli en su honor
(Donnenberg, 2002)

La E. coli es la bacteria mas encontrada en las materias fecales del hombre y de muchas
especies de animales, su nicho ecoldgico natural es el intestino delgado y grueso, forma parte
de la flora nativa e intestinal y se encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio, por el
contrario, muchas cepas de E. coli producen sustancias que son Utiles al hospedero, como
son las colicinas que tienen efecto inhibitorio sobre todas las cepas potencialmente patégenas,

por tanto, la colonizacion del intestino es benéfica para el hospedero (Romero Cabello, 2001)
1.5.1 Caracteristicas

Son bacterias Gram negativas cilindricas con 1.1-1.5 um de didmetro por 2.0-6.0 pm de
largo, se disponen aisladas o en parejas. Conforme a la definicion general de la familia
Enterobacteriaceae a la que pertenece, son bacterias quimio heterotrofas, anaerobias
facultativas teniendo los metabolismos fermentativo y respiratorio, no forman esporas, estan
desprovistas de oxidasa, producen catalasa y 3-galactosidasa, pueden ser méviles por flagelos

peritricos o inmoviles y normalmente reducen nitrato o nitrito (Faleiro Naves,2010).

Las principales pruebas fisioldgicas que distinguen E. coli de las demas especies son la
produccidn de indol, la reaccion negativa para el citrato de Simmons, produccién de lisina
descarboxilasa y la fermentacion de glucosa, lactosa y D-manitol (Scheutz & Strockbine,
2005).
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Fig. 1 Tincion de Gram E. coli

1.5.2 Medio y reproduccién
Medio

E. coli es la especie predominante de la micro biota aerobia y facultativa del tracto
gastrointestinal de los animales de sangre caliente y se elimina por las heces al exterior. A
pesar de ser el microorganismo facultativo predominante representa una muy pequefia
proporcion del contenido total de bacterias en este sitio anatomico. Algunos anaerobios como
Bacteroides spp son, al menos, vente veces mas abundantes que E. coli en el intestino grueso.
Sin embargo, por su presencia regular en el intestino y en las heces, E. coli es sefialada como
indicador de contaminacién fecal. Se m puede encontrar en el medio ambiente, ya que es
capaz de sobrevivir algunos dias en el agua y en los alimentos, de manera que su aislamiento

es un indicador de contaminacion fecal (Blanco, y otros, 2002; Todar, 2008).

El intestino humano es colonizado por E. coli en las primeras 40 horas tras el nacimiento, se
adhiere al moco que recubre el intestino grueso y una vez establecida una misma cepa puede

permanecer indefinidamente (Prescott, Harley, & Klein, 2002).
Reproduccion

La E. coli de tipo silvestre es prototrofa y puede crecer en un medio minimo que solo
contenga glucosa y algunas sales organicas. En la mayoria de las condiciones se divide una
vez por hora, aungue en un medio enriquecido que contenga mas azucares y aminoacidos, se

dividira cada 20 minutos. Por lo general se reproduce por fisién binaria simple, en la cual el
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cromosoma Unico de la bacteria se multiplica y migra a los extremos opuestos de la célula,

seguido por la division celular, por lo que da lugar a dos células hijas idénticas (Pierce, 2009)
Enfermedades y clasificacién

La E. coli como patogeno es capaz de causar casos aislados o brotes de diarrea, sindrome

urémico hemolitico, colitis hemorragica y cuadros de disenteria, principalmente en nifios

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes
de diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también
conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o
STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y

adherencia difusa (DAEC), cuyas caracteristicas principales se describiran brevemente.
E.coli enterotoxigénica

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que tienen
diversas formas denominadas CFA (colonization factor antigens), siendo su principal
mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas Ilamadas toxina

termol&bil (LT) y toxina termoestable (ST).

Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en nifios menores de dos afios, y en
particular durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia de aislamiento de este grupo
patdgeno de E. coli en nifios con diarrea es de 10 a 30%. En los nifios en edad escolar y en
adultos puede ser asintomatica y poco frecuente o producir la diarrea del viajero. La
enfermedad tiene un periodo de incubacion de 14 a 50 h. El cuadro clinico se caracteriza por
diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin moco, sin pus y en pocos casos se presentan fiebre
y vémito. La diarrea producida por ETEC puede ser leve, breve y auto limitada pero también

puede ser grave.
1.6 B. subtilis

El género Bacillus pertenece a un grupo de bacterias bastante conocida, diferentes tipos de
especies muy utilizadas en la actualidad especialmente en la industria de la fermentacion
(Zukowski, 1992). La mayoria de las cepas de Bacillus son microorganismos mesofilos que
crecen rapidamente, produciendo colonias de buen tamafio hasta en 24 horas a una

temperatura especifica.
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B. subtilis se clasifica dentro del grupo dos de seis, el cual esta formados por bacterias que
comparten la caracteristica de catalizar un amplio rango de carbohidratos por las vias de
Embden-Meyerhof-Parnas (gliclisis) y de pentosas fosfato (Priest, 1993).

Fig. 2 Tincion Gram B. subtilis

1.6.1 Caracteristicas

El género Bacillus son bacilos aerobios y anaerobios facultativos Gram positivos, producen
endoesporas con morfologia oval o cilindrica que le permite resistir condiciones
desfavorables en el ambiente, son mdviles por la presencia de flagelos laterales, son catalasa
positiva, presentando hemolisis variable y un crecimiento activo en un rango de pH entre 5.5-
8.5 (Snay et al., 1989)

1.6.2 Medio y reproduccion
Medio

B. subtilis se encuentra ampliamente distribuido en los suelos agricolas, raices de las plantas
y en el tracto gastrointestinal de los animales, asi también, en agua dulce y salada, materia
vegetal en descomposicion, desiertos y en la Antartida. Igualmente B. subtilis se ha aislado

en alimentos, incluidas las especies de cacao, legumbres, semillas y pan. (Slepecky, 1992)
Reproduccion
Al terminar el crecimiento exponencial de un cultivo de B. subtilis se llevan a cabo una serie

de cambios en las células tanto estructurales como metabdlicos, los cuales culminan con la
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formacion de esporas. Los principales estimulos para el inicio de la esporulacion, es una
densidad celular alta y la limitacion por algun nutriente. El proceso de esporulacion
comprende varios estadios. El estadio cero se inicia con una respuesta al agotamiento de
nutrientes y a la produccion de péptidos que detecta y responden a una alta concentracion
celular. El inicio de la esporulacién es regulado por la proteina de union a DNA Spo0a, la
cual actua como regulador maestro del proceso y tiene influencia directa o indirectamente,
sobre la expresion de mas de 500 genes durante los estados tempranos de desarrollo de B.
subtilis (Molle et al., 2003) En el estadio Il se producen enzimas hidroliticas, como las
proteasas y amilasas, y el estadio termina con la formacion de un septo en un polo de la
celula. En el estadio 111 ocurre el engullimiento de la pre espora. Del estadio IV al VI, hay
la formacion de la corteza y de la cubierta, la maduracion de la espora y la lisis celular. La

duracion de cada etapa es de aproximadamente 1 hora (Errington.1993).

Durante esta serie de eventos de la esporulacién se forman dentro de un mismo cuerpo dos
células; la célula madre y la pre espora, las cuales mantienen una comunicacion para poder,

en conjunto y de una forma metabolica ordenada, formar la espora.

/ ' Q\ Cubierta

lisis celular Cubierta
Corteza

Crecimiento 7 .
/ Germinacién Estadio V1 y VI 5
— maduracién y Estadio V

Ciclo ' Estadio 0 -
vegetativo Esporulacion Parkaiceliiar
S Membrana celular
X o) Divisién
Divisién polar
medial | o
Preespora Estadio IV
Corteza
— Septo
R e
Célula madre
Estadioll Estadio Il
Divisién S
% < Engullimiento
asimétrica

Fig. 3 Ciclo de esporulacién de B. subtilis (Errington, 2003)
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Esporulacion

La esporulacion en B. subtilis es inducida por inanicion, el programa de desarrollo de
esporulacion no se inicia inmediatamente cuando el crecimiento se ralentiza debido a la

limitacion de nutrientes. Unas variedades de respuestas alternativas pueden ocurrir:

e La activacion de la motilidad flagelar para buscar nuevas fuentes de alimento por
quimiotaxis

e Laproduccion de antibioticos para destruir los microbios del suelo competidores

e La secrecion de enzimas hidroliticas para eliminar proteinas extracelulares y
polisacéridos, o la induccion de ‘competencia’ para la captacion de ADN exdgeno
para el consumo, con el efecto secundario ocasional de que la nueva informacion

genética se integra de manera estable.

La esporulacion es una ultima respuesta a la inanicion, y se suprime hasta que las respuestas
alternativas resultan inadecuadas. Incluso entonces, se deben cumplir ciertas condiciones,
como la integridad cromosomica, el estado de replicacién cromosémica y el funcionamiento
del ciclo de Krebs. La esporulacion requiere mucho tiempo y energia, y es esencialmente
irreversible, por lo que es crucial que una célula monitoree su entorno de manera eficiente y
garantice que la esporulacion se embarca solo en los momentos mas apropiados. La decisién
equivocada puede ser catastrofica: una célula vegetativa morird si las condiciones son
demasiado duras, mientras que las esporas formadoras de bacterias en un ambiente propicio
para el crecimiento vegetativo seran superadas. En resumen, el inicio de la esporulacion es
una red muy estrechamente regulada con numerosos puntos de control para un control
eficiente. Dos reguladores transcripcionales, cH y Spo0OA, juegan un papel clave en el inicio
de la esporulacion. Participan varias proteinas adicionales, principalmente mediante el
control de la concentracion acumulada de SpoOA~P. SpoOA se encuentra al final de una serie
de reacciones de fosfotransferencia interproteica, Kin-SpoOF-Spo0B-Spo0A, denominadas

“fosforelay'.
1.7 Procesos de Oxidacion Avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada o POA se basan en procesos fisicoquimicos capaces de
producir cambios profundos en la estructura quimica de los contaminantes que involucran la

generacion y uso de especies poderosas transitorias, principalmente el radical hidroxilo (OH).
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La generacion de estos radicales se realiza a partir de oxigeno, agua oxigenada y catalizadores
soportados, por lo que los subproductos de reaccion son Unicamente agua y dioxido de
carbono (Monge, Silva, A. y Bengoa, 2018)

La mayoria de estos pueden aplicarse a la remediacion y destoxificacion de aguas especiales,
generalmente en pequefia 0 mediana escala. Los métodos pueden usarse solos 0 combinados
entre ellos 0 con métodos convencionales, pudiendo ser aplicados también a contaminantes

de aire y suelos

Los POA se pueden clasificar de diversas formas, entre ellas se encuentran los procesos no
fotoquimicos y procesos fotoquimicos en funcion de la participacion de la luz en el proceso
(Monge et al., 2018).

1.7.1 Ventajas y desventajas

Se presentan algunas ventajas con las que cuentan los procesos de oxidacion avanzada y a su

vez, las desventajas que pueden presentar al aplicarlos.
Ventajas

e Consiguen la mineralizacién completa del contaminante

¢ No solo cambian la fase del contaminante, sino que lo transforman quimicamente

e No generan barros, por lo cual no se requiere de un proceso de tratamiento y/o
disposicion

e Eliminan efectos sobre la salud de desinfectantes, medicamentos y oxidantes

residuales.

Estas tecnicas, deben su eficiencia a los procesos involucrados que poseen una mayor
factibilidad termodinamica y una velocidad de oxidaciébn muy incrementada por la
participacion de radicales, principalmente el radical hidroxilo (OHs), esta especie posee
propiedades que lo hace capaz de atacar virtualmente a todos los compuestos organicos y
reaccionar de 106 a 1012 veces mas rapido que oxidantes alternativos como el Oz. En la
siguiente tabla, se presentan los potenciales de oxidacion de distintas especies (Domenech et
al., 2002).
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Tabla 2 Potenciales de Oxidacién

Especie Potencial en volts
(E°) a 25°C

Flaor 3.03
Radical hidroxilo 2.80
Oxigeno atomico 2.42
Ozono 2.07
Peroxido de hidrégeno 1.78
Radical perhidroxilo 1.70
Permanganato 1.68
Didxido de cloro 1.57
Acido hipocloroso 1.49
Cloro 1.36
Bromo 1.09
Yodo 0.54

Desventaja

e Esnecesario la mano de obra especializada
e Elevado costo, especialmente cuando se habla de ozono y luz ultravioleta.
e Enalgunos casos, necesitan tiempos de reaccion elevados.

e Pueden formar subproductos de reacciones indeseables en algunos casos.
1.7.2 Radical OH:

Los radicales OH' pueden ser generados por medios fotoquimicos usando como fuente la luz
solar o fuetes artificiales de luz ultravioleta, y posee alta efectividad para la oxidacion de
materia organica. Si la degradacion ocurre por excitacion directa de la luz, es Ilamada
fotolisis, mientras que, si usa sensibilizadores, estos son compuestos inorganicos u organicos
que absorben la radiacion ultravioleta y producen los radicales hidroxilos (OH), anién radical

super- oxido (02).

Muchas degradaciones de los contaminantes orgéanicos con los foto-sensibilizadores

producen mineralizacion, formandose una variedad de compuestos inorganicos, tales como

29



CO2, H20, NOs, haluros, fosfatos. Los radicales hidroxilos (OH') se pueden formar a partir
del oxigeno, del peroxido de hidrégeno e incluso s6lo a partir del agua. Una vez formado el

radical hidroxilo, cuando reacciona se reduce a agua.

....I 1e" ss ss o H+, 1e- ae ea

- - s L] ? e . °
..... .9..0.. H..Q..C.).H
C()gig)eno 2::3:;21\1 do O.- Perdxido de hidrégeno

}{2() h 7 H=, 1e-

.:C}: H

H+, 1e-

Radical
hidroxilo

(0H)
Fig. 4 Proceso de formacidn del radical hidroxilo (Teran, 2016)

Los radicales OH- generados en disolucién son los responsables de la oxidacion de los
compuestos organicos por captura de hidrégeno y formacion de un radical organico (Ec. 1),
que puede reaccionar con el oxigeno atmosférico formando peroxirradicales (Ec. 2) que dan
lugar a una serie de reacciones de degradacién oxidativa, alcanzando en algunos casos la

mineralizacion completa de la materia organica.
OH + RH - R~ + H,0
R+0,—->R
1.7.3 Procesos fotoquimicos

Los procesos fotoquimicos consisten en el uso de luz, generalmente luz solar para crear una
tecnologia ecoldgica. Esta radiacion puede actuar directamente en el sistema o funcionar
como una fuerza impulsora detras de la activacion de un fotocatalizador. La degradacion de
los contaminantes es posible con una radiacion con una longitud de onda adecuada. Una de
las principales ventajas de estas tecnologias es que cuentan con una degradacion directa, en
otras palabras, no es necesario el uso de un reactivo quimico o de reactivos oxidantes por

consiguiente se reduce el costo, el riesgo para la salud y dafios al ambiente.

En estos procesos fotoquimicos se pueden encontrar:
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« Ultravioleta al vacio: En este proceso se aprovecha la irradiacion de las longitudes
de onda. Es una técnica que aln se encuentra en una etapa de desarrollo, sin embargo,
se usa para la degradacion de contaminantes en aguas y en las corrientes de aire con

alta humedad.

o Fotocatalisis: Se emplea radiacion UV y/o visible como fuerza motriz de tratamiento.
Este proceso causa la aceleracion de una reaccion fotoquimica mediante la presencia
de un catalizador, que da lugar a la eliminacion de materia organica y metales pesados
disueltos en el agua residual. La fotocatalisis se aplica cuando el contaminante por si
mismo no es capaz de capturar fotones, y por lo tanto se requiere el uso de un
catalizador que absorbe la energia radiante y acelera la oxidacién (Monge et al.,
2018).

« Foto-fenton: Es un método eficiente, pero tiene la desventaja de requerir el agregado
continuo de H20>.y el mantenimiento de condiciones acidas. Los usos més frecuentes
de esta tecnologia han sido usados en el tratamiento de aguas industriales, suelos y

lixiviados
1.7.4 Procesos no fotoquimicos

Los procesos de oxidacion no fotoquimicos originan especies muy reactivas, principalmente
el radical hidroxilo, este proceso es a través de la transformacion de especies quimicas o

mediante la utilizacion de distintas formas de energia, a excepcion de la irradiacion luminosa.
A continuacion, se mencionan algunos de estos tipos de procesos que se pueden encontrar:

e Ozonizacion: Este proceso es mayormente usado en la mineralizacion de materia
organica, mediante reacciones lentas y selectivas. EI ozono es usado en la
purificaciéon de agua y puede ser aplicado en diferentes etapas, unas de ellas son
en el pretratamiento o en la finalizacion de la purificacion. La eficacia del ozono
dependera de la contaminacion que tiene el agua tratar.

e Oxidacidn electroquimica: Son los procesos mas sencillos, podemos encontrar
la electro-oxidacion u oxidacién anddica (0A). Las aplicaciones de corriente
eléctrica entre dos electrodos adecuados en agua producen reacciones quimicas

primarias que se dedican a la destruccion de los compuestos organicos y se basan
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en la accion de los anodos de una celda electrolitica. Este proceso genera H202 y
se alimenta con O; o aire.

e Proceso de fenton: Es un método clasico para la produccion de radicales OH:, el
cual se basa en la interaccion de sales de hierro ferroso (Fe?*) con una presencia
de H20, afiadidos en un medio acido. Y es que, el hierro es un catalizador que no

se consume durante el proceso, al contrario, se regenera.
1.8 Ozonizacioén

El ozono es utilizado para la mineralizacion de moléculas orgéanicas, aunque implica el uso

de dosis altas de ozono y el encarecimiento del proceso.

En la potabilizacion del agua el ozono se puede aplicar en diferentes fases o etapas del

proceso:

e Pre-ozonizacion: se realiza al principio del tratamiento incorporando el ozono al agua
bruta, a la vez que se realiza una primera desinfeccion, se puede eliminar el hierro y
manganeso, como también, ayudar al proceso de coagulacion, especialmente en aguas
con elevada dureza.

e Ozonizacion intermedia: se puede aplicar antes de la filtracion, ademas de oxidar la
materia organica natural, favorece su eliminacion bioldgica en los filtros de arena.

e Post-0zonizacion: se emplea en la fase final, a la salida de la planta.

Como su costo es caro, una buena estrategia es la utilizacion de la ozonizacién como pre-
tratamiento, ya que los productos de la oxidacién parcial con ozono son generalmente mas

facilmente biodegradables que sus precursores.
Proceso de Ozonizacion

La eficacia de la ozonizacion depende de la contaminacion quimica y bioldgica del agua a
ser tratada, del tiempo de contacto y de la concentracion de ozono. Los componentes de un

sistema de ozonizacion son los siguientes:

1. Preparacion del gas de alimentacion

2. Generacion del ozono

3. Contacto del ozono que suele realizarse por difusores de burbuja o mediante
inyectores del tipo venturi.
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4. Destruccion del ozono que se realiza por destruccidn térmica o bien por destruccion

catalitica con catalizadores de paladio, oxido de niquel 0 manganeso
Aplicaciones

La ozonizacion es una técnica de oxidacion quimica con una gran variedad de aplicaciones,
que incluye: desinfeccion, oxidacion de micro contaminantes organicos recalcitrantes,
oxidacion de contaminantes inorganicos, eliminacion de color y sabor, potabilizacion de

aguas y depuracion de aguas residuales (Bablon, 2005).

La accion del ozono es conveniente para el tratamiento de especies quimicas que contienen
sitios nucleofilicos caracterizados por la presencia del O, N, S o P. Debido a la accion del
0zono, sustancias como aminas, pesticidas y especies aromaticas pueden ser transformadas

y llevadas a un estado en el cual su biodegradabilidad puede realizarse facilmente.

En muchos casos y dependiendo del tipo de efluente, la eliminacion de la materia organica
implica el uso de altas dosis de 0zono, incrementando el coste del tratamiento. La dosis de
ozono a utilizar disminuye considerablemente cuando el objetivo es aumentar la

biodegradabilidad del efluente, en vez de buscar la mineralizacion de la materia organica.
1.9 Perdxido de Hidrégeno

Es un compuesto quimico representado con la formula empirica H20.. Aunque es
considerado un compuesto inodoro, el peroxido de hidrogeno presenta un olor dulce a altas

concentraciones de vapor.

Este compuesto es comercialmente presentado en solucion acuosa en concentraciones -98%
por peso de H>O». La solucion acuosa se caracteriza por ser mas densa, ligeramente méas
viscosa y por contar con un punto de ebullicién elevado, asi como un punto de congelamiento

bajo con respecto al agua.

Las soluciones de H20O reaccionan en presencia de materiales oxidantes, sin embargo, debido
a su punto de inflamabilidad no muestran reactividad ante golpes e impactos, como también
tienen la capacidad de descomponerse en agua y oxigeno, dando como resultado una reaccion
exotérmica. Su velocidad de reaccion se incrementa drasticamente en presencia de

temperaturas altas o contaminantes.
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Actualmente el perdxido de hidrogeno se esta empleando de manera innovadora y versatil en
el tratamiento de aguas residuales presentdndose como un efectivo oxidante de materia

orgénica.
Formas de activacion y descomposicién

El peroxido de hidrogeno es considerado como un oxidante intermedio con base en el rango
de potenciales de oxidacién, y puede lograr algunas oxidaciones por si mismo, pero en la
mayoria de las aplicaciones, requiere activacion de alguna u otra manera, se activa en

presencia de una gran variedad de entidades quimicas organicas e inorganicas.

La baja reactividad intrinseca del compuesto representa una ventaja importante que permite

ser activado selectivamente para realizar una oxidacion determinada.

HOO-__ o

Activacién catalltica Mo | >
o~ o

Activacién directa

HOO"

OH"

HO*

Mo

Persales RC(NH)OOH

H,S0,

R(CO)YOOH

Diversos (Otros) Activacién por perdcidos

Fig. 5 Formas de activacion del Perdxido de Hidrégeno (Jones, 1999)

Generalmente, la activacion del peréxido de hidrégeno por iones metalicos de transicion es
un método elegido, aungque en gran numero de casos, el metal de transicion puede dar
problemas ambientales y de disposicion, mientras tanto, las reacciones con compuestos

organicos pueden proporcionar una alternativa en la activacion de iones metéalicos.

En soluciones alcalinas, se disocia; mientras que en condiciones altamente acidas, puede ser

protonado o convertirse en un equivalente del cation hidroxil.

En la descomposicidn, a pesar de sus caracteristicas de oxidacion, el H2O2 es un metabolito
natural de diversos organismos y al descomponerse, produce oxigeno y agua. Al formarse

por la accion de los rayos del sol en el agua, mediante un sistema de purificacion natural para
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nuestro ambiente, no muestra problemas de liberacidn de gas o residuos quimicos asociados

COmo ocurre con otros oxidantes.
H,0, > H,0 + 1/, 0, 1

El peroxido de hidrogeno es una fuente efectiva de radicales hidroxilos (E°= 2.8V), produce
2 (OH) por cada molécula de H>O> (Song et al., 2008). Tiene la capacidad de producir radical

hidroxilo via catalisis, bien sea en presencia o ausencia de radiacion (Felis & Miksch, 2015).

Dentro de sus principales ventajas, destaca el no ser un oxidante selectivo, ya que reacciona
con toda la materia organica presente en el agua contaminada o efluente a tratar, logrando
una degradacion parcial (conversion de contaminantes a productos de oxidacion intermedios)

0 mineralizacion completa (conversion CO2, agua e iones inorganicos) (Comninellis, 1994).
Usos y aplicaciones

Ha sido utilizado en la industria textil, petroquimica y minera en el blanqueamiento de pulpa
de papel, sintesis de derivados quimicos, manufactura del plastico, oxidacion de colorantes

y tratamiento de superficies metélicas, como agente antimicrobiano, antiséptico.

Principalmente en la industria aeroespacial se usa como combustible en motores de cohetes
monopropelentes o como aportacion de oxigeno en motores bipropelentes. Se usa por lo

general a una concentracion >90 %, y es extremadamente explosivo.

Diversas especies de peroxidos, por su activo contenido de oxigeno, son poderosos agentes
oxidantes capaces de destruir los contaminantes solidos, acuosos y residuos gaseosos mas

comunes, para dar productos innocuos o facilmente biodegradables.

El oxigeno activo del peréxido también puede ser utilizado para la degradacién microbiana
de especies contaminantes; ademas puede ser usado en remediacién de suelo contaminado,

en el tratamiento bioldgico, en descargas de agua pluvial.

Cuando la actividad microbiana es moderada, el peréxido de hidrogeno es aplicado para el

control de algas y en la resolucion de lodos en lagos y reservorios.
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1.10 Combinacion O3/ H20-

La ozonizacion transforma los contaminantes en compuestos mas simples, pero se logra una

mejoria agregando peréxido de hidrogeno. El peréxido de hidrogeno dismuta con una

velocidad maxima al pH de su pKa:
H,0, - OH; + H* ;pK, = 11,6
H,0, + 2e” 4+ 2H* - 2H,0 ;E® = +1,78V

H,0,+ OHy - H,0 + 0, + OH~

)
3)
(4)

El uso de dos o més oxidantes combinados permite aprovechar los posibles efectos

sinérgicos, lo que produce una destruccion adicional de la materia organica. El proceso

pretende combinar la oxidacién directa del 0zono con la reaccién rapida y poco selectiva de

los radicales OH' con los compuestos organicos.

El H>O> puede iniciar la descomposicion de Oz por transferencia de electrones. La reaccion

genera OH' consumiendo H2O> y Os, ecuacion (5), a través de un mecanismo en cadena

mostrado en las ecuaciones (2) y (6) a (12):

03 + H202 - OH’ +02 +0H2

H,0, = OH; + H* ; K, =1,6 x 10712
OH, =05 +H* ; K, =16 x107°
OH; + 0; -» 03 + OH, sk =2,8x%x10°M 157t
05 + 03 - 03 + 0, ik =1,6x10°M"1s71
05 + H* - OH3 + 0, sk =52x1010M0"1s71
OH; —» OH + 0, ik =1,1x10%s"1

05 + OH - 0, + OH, ik =1,1x10%s"1

(5)
)
(6)
()
(8)
)

(10)
(11)

(12)
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CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Preparacion de medios

Se realizd la preparacion del medio so6lido pesando 5 g de NaCl, 2.5 g de levadura, 5 g de peptona, 7
g de agar bacteriologico en 500 ml de agua, al disolverlo se meti6 al auto clave por 20 minutos a
121°C para esterilizarlo, al transcurrir ese tiempo se vertié en cada caja Petri esterilizada y se dejaron
solidificar, cuando estas solidificaron completamente se metieron a la estufa de cultivo 10 minutos
para secarlas (Fig. 6). Para el medio liquido se realizé la preparacion de Luria Bertani liquido pesando
2.5 g de NaCl, 1.25 g de levadura, 2.5 g de peptona en 250 ml de agua se esteriliza, después se dejé
enfriar y se metio al refrigerador tapado para que no se contamine para sembrar posteriormente.

Luria Bertani
liquido
- _— 100 mL
—
1 i LALLM AL AR RALAL AR —‘

NaCl Peptona —

-Cloruro de Sodio
-Extracto de Levadura 500 mL
-Peptona de caseina Agua ;

-Agar bacteriologico *

*(solo para medio sdlido Caja Pedtri

se agrega ) Agar Luria Bertani

Fig. 6 Preparacion medios de Cultivo

Preparacion de cultivos de microorganismo

Para la preparacion de las bacterias E. coli y B. subtilis se tomaran 12 ml del medio Luria
Bertani liquido para cada bacteria con ayuda de la micropipeta se depositaran en vasos de
precipitado de 50 ml y con ayuda de un asa bacteriologica se tomaran las muestras de cada
bacteria cultivando en cada vaso de precipitado, se taparan los vasos y se agitaran con ayuda
del vortex y se colocarén cada bacteria en la incubadora por 24 horas a 36 + 0,5°C (Fig. 7).

,)\} )

E — @ | — L =
e

B
subtilis
Inocular cada
D cepas de una de las
Ecoliy bacterias

Tomar 12 mL de B.subtilis — - W
Medio Luria
bertani liquido Agitar para que
se mezcle bien la
colonia en el
medio

Luria Bertani
liquido

Colocaren la
incubadora

Fig. 7 Preparacion de cultivos de microorganismos
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Al trascurrir el tiempo requerido se observd el crecimiento de ambas bacterias en el medio
liquido (se observé una nata en la superficie del cada vaso), con ayuda del vortex se agito los
vasos que contienen el medio liquido con las bacterias y con ayuda de una micropipeta se
tomaron 5 mL de inoculo de B. subtilis y 2 mL de E. coli se colocan las bacterias en tubos de
2 ml, se vuelven agitar en el vortex y se centrifugan durante 10 min a 10,000 rpm; el lavado
de medio consiste en quita el medio y colocar agua esterilizada, se vuelven agitar en el vortex

y se centrifugan por otros 10 min, el lavado se realiza 2 veces (Fig. 8 ).

quitan medio y
se agrega agua
esterilizada

se centrifugan
por 10 min

toman 5 mL del

& = ﬁ — RN
inoculo de B. subtilis E

y 2mL de E.coli
se repiten 2 veces
el lavado

Fig. 8 Lavado de medios

Se realizaron diluciones sucesivas para los dos tipos de bacterias en el caso de E. coli se
realizaron diluciones sucesivas de 10° hasta 10% bacterias/ ml y para B. subtilis se realizaron
las diluciones de 107 hasta 10° bacterias/ml. Se etiquetaron los tubos de ensayo y las cajas
Petri, para poder realizar las diluciones sucesivas de cada bacteria se tomaron 100 pl de la
bacteria patron se colocaron en el siguiente tubo y se agregaron 900 pul de agua esterilizada,
hasta llegar a una dilucion de cada bacteria de 10° bacterias/ml. Se tomaron 100 pl de cada
dilucion y se colocaron en cada caja Petri, para poder inocular, se utiliz6 un una espatula
Drigalski o rastrillo bacteriologico para realizar la difusion por toda la caja, ademas, el
rastrillo debera estar previamente colocado en alcohol y después pasarlo por la flama de la
lampara de alcohol para esterilizarlo constantemente repitiendo esta accion cada vez que se
siembre una dilucion diferente en cada caja Petri, las muestras patrones al terminar de

inocular en ellas se colocaron en la incubadora durante 16-20 h a 36 + 0,5°C.
Acondicionamiento del reactor de tratamiento

En un volumen de 500 ml donde se van a acondicionar los métodos a utilizar desde la

inyeccion del peroxido de hidrogeno y ozono.
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Tratamiento de las bacterias por Procesos de Oxidacién Avanzada

Se inocularén las bacterias en la cantidad requerida se trabajaran ambas bacterias con una
concentracion de 10° UFC, mezcladas cada una completamente en un volumen de 500 ml, el
cual se introducira en el reactor BATCH, el O3 sera inyectado en el tiempo 0 ya que requiere
tiempo de contacto para que se inicie el proceso que se necesita, se agregara el H20- al inicio

del tratamiento.

El tiempo de tratamiento para el estudio de E .coli fueron de 3 minutos con un intervalo de
30 segundos para la toma de muestras, mientras B. subtilis fueron de 12 min con un intervalo

de 2 minutos para la toma de muestras.

Cada muestra se sembrara en cajas Petri por triplicado con ayuda de una espatula Drigalski
o rastrillo bacterioldgico, posteriormente se colocaran en la incubadora durante 16-20 h a 36
+0,5°C.

Fig. 9 Tratamiento y toma de muestras
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion del volumen del reactor

Para el reactor que se construira, se escogio un volumen de 1000 mL, debido a que es un
reactor a nivel laboratorio en ciertos casos debido a que, si el volumen es muy extenso, podria

ser un inconveniente ya que se desperdiciard una significativa cantidad de reactivos.
La altura del recipiente se calcul6 utilizando la siguiente formula:

4 xVc
1 x D}

Lc

Lc= longitud del cilindro

Vc= volumen del cilindro (1000mL)

Di= Diametro del cilindro

El didmetro del cilindro es de 8 centimetros, con lo cual la altura o longitud del cilindro sera
de la siguiente forma remplazando en la ecuacion

_ 4 x1000cm?

Lc =
T TIx (8 cm)?
Lc=1989cm = 20cm

A este volumen se le debe incrementar un volumen extra de seguridad, el cual es un factor
de seguridad por nivel de llenado. Este factor de seguridad significa que el reactor debe
trabajar a un volumen menor al volumen maximo del recipiente por ejemplo al 80% de su
capacidad maxima. Segun la norma API 2350 “Overfill Protection for Storage Tanks in

Petroleum Facilities” se debe aumentar un 20% al volumen total, para obtener un volumen
de seguridad. (API, 2005)
volumen de seguridad = 1000 x 0.2

volumen de seguridad = 200 mL

Por lo cual se debe aumentar la altura del recipiente usando la formula anterior:

L _ 4 x200cm®
€= 7 X (8 cm)?

Lc=397cm =4cm
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La altura del recipiente serd de 26 centimetros de altura, debido a que se debe agregar un
espacio para que entre la tapa del reactor la cual aparte de otras funciones evita cualquier

posible derrame del liquido.

| I
| | i

LN 1

|

26

O
N J

Fig. 10 Disefio de Reactor Batch

Se realiz6 el acondicionamiento del reactor de acuerdo a la Fig. 10 en donde se trato el agua
con los procesos de oxidacion avanzada (UV/ H202/03), primero se realizaron varias pruebas
preliminares en donde se evaluaron los procesos de oxidacion avanzada, como la dosis
Optima de H,0,, los medios de cultivos dptimos para evaluar el tratamiento de las dos
bacterias juntas, por medio de esas pruebas preliminares se realiz6 el tratamiento con

H202/03 y se quito la radiacion UV (Ver anexos).

Fig. 11 Tratamiento UV/H,0,/O5 (izquierda), tratamiento H,0,/O3 (derecha)
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Se realizaron varias repeticiones del tratamiento de H,0,/O3 en donde se realiz6 un tiempo
de 150 segundos de tratamiento con tomas de muestras cada 30 segundos en la Fig. 12 UFC
de E. coli se observa la disminucion de la concentracion de bacterias de E. coli conforme
pasa el tiempo

10°

P, A
F —e— E.coli
10°
104 E ®
— E ..\Ii\
§ 10° & b
5 =
102
10* ¢
F ®
10°
0 30 60 90 120 150
Tiempo (s)

Fig. 12 UFC de E. coli

En la fig. 13 se observa el porcentaje de supervivencia de E. coli frente a los procesos de

oxidacion avanzada, es notorio a los 30 segundos de tratamiento como reduce mas del 90 %
la bacteria E. coli

100 \ |—e®— E. coli%

o]
o

/

Supervivencia (%)
5
/

20 \
s

o 30 60 20 120 150
Tiempo (s)

Fig. 13 Porcentaje de Supervivencia de E. coli

En la Fig 14 se muestra el porcentaje de inactivacion de E. coli el cual alcanza un 99.98% de
eficacia del tratamiento de H202/O3
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Fig. 14 Porcentaje de inactivacion de E. coli

En la Fig. 15 UFC de B. subtilis se observa la disminucion de la concentracion de bacterias
de B. subtilis conforme pasa el tiempo.
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Fig. 15 UFC de B. subtilis

Se realiz0 el tratamiento de B. subtilis tomando muestras cada 2 min hasta el tiempo 12min,
se observo una disminucién mayor del porcentaje de supervivencia a los 2 minutos de
tratamiento, de ahi el porcentaje se fue reduciendo poco a poco hasta el tiempo 12 que alcanzo
un porcentaje del 1.33% de supervivencia (muestra Fig. 16)
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Fig. 16 Porcentaje de supervivencia de B. subtilis

En la fig. 17 se observa el porcentaje de supervivencia de B. subtilis frente a los procesos de
oxidacion avanzada, es notorio a los 2 min de tratamiento como reduce el 80 % de
inactivacion de la bacteria B. subtilis obteniendo un 98.67% de eficacia ya que en

comparacion con la bacteria E. coli, B, subtilis crea méas resistencia por la creacion de esporas.
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Fig. 17 Porcentaje de inactivacion de B. subtilis
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Fig. 19 Tratamiento de B. subtilis mediante el proceso H.02/O3

De acuerdo a los resultados obtenidos (Fig. 18 y 19) en el proceso experimental se obtuvo un
porcentaje de inactividad de la bacteria E. coli empleando el proceso de oxidacion avanzada
(03/H20.) es del 99.99% de eliminacién bacteriana (Fig. 14), la dosis ideal de H202 es de 50
KL con un tiempo de exposicion de 150 segundos.
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Mientras tanto el porcentaje de inactivacion de la bacteria B. subtilis es del 98.67% de
eliminacion bacteriana (Fig. 17), la dosis ideal de H2O2 es de 200 pL con un tiempo de

exposicion de 12 min.

Ademas, se muestran en las cajas Petri (Fig. 18 y 19) la disminucion de la concentracion de
cada bacteria de acuerdo a los tiempos de tratamiento, obteniendo de ahi los resultados
graficados demostrando una eficacia del tratamiento H202/Os frente a bacterias Gram

positivas y Gram negativas.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que el volumen adecuado del reactor
fue de 1000ml para realizar las pruebas con las bacterias sin desperdiciar una cantidad
significativa de reactivos. El disefio del reactor Batch se realiz6 para que todos los reactivos
oxidantes actlen conjuntamente y se forme una cantidad adecuada de radicales hidroxilos se
puedan eliminar las bacterias E. coli y B. subtilis, de acuerdo a las referencias bibliografias
consultada para el Oz y el H20 al y mantener el mayor area y tiempo de contacto entre las

bacterias y los radicales hidroxilos.

El tratamiento aplicado se adecuo de acuerdo a los microorganismos estudiados, en este caso
B. subtilis es mas resistente en comparacion a E. coli, por la formacion de esporas, esta Ultima
bacteria es un pardmetro evaluado bajo norma. También se realizaron las pruebas
preliminares correspondientes para obtener la dosis adecuada de H>O> para E. coli, se trabajé
con dosis de 50pL y B. subtilis 200 uL, se alcanz6 una inactivacion del 99.99% en E. coli y
98.67% en B. subtilis utilizando la combinacion de H202/O3 en un tiempo de 12 minutos.

Es recomendable hacer varias pruebas adicionales para la Bacteria. subtilis porque
encontrarse en condiciones extremas 0 medios sin nutrientes, se activa para modo espora y

se reactiva cuando el medio ambiente el fructifero para volvera reproducirse
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ANEXOS
Pruebas preliminares

Preliminar 1 Tratamiento de E. coli + B. subtilis mediante UV/ H.0,/03

PF" Referencia

E. coli

Referencia N
E. coli+ B. subtilis ‘\

Fig. 20 Tratamiento de E. coli y B. subtilis UV/H202/03
Se realizé un tratamiento mediante UV/H202/O3 con las dos bacterias juntas (Fig. 20), se
utilizé agar Luria Bertani para las dos bacterias juntas y un agar selectivo Eosina 'y Azul de
Metileno (EAM) para el crecimiento de E. coli y se observo que no hubo disminucion en la
concentracion de bacterias de E. coli, por lo cual se realiz6 una prueba de crecimiento de las

dos bacterias por separado en cuatro agares diferentes ( Fig 21).

Preliminar 2 Prueba de crecimiento de B. subtilis en diferentes agares

Fig. 21 Prueba de Agares para E. coli y B. subtilis a) Agar Luria Bertani, b) Agar Verde
brillante, c) Agar Soya de Tripticaseina, d) Agar Eosina y Azul de Metileno
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En la prueba de agares (Fig. 21) se observo y comprobd que las dos bacterias tanto E. coli
como B. subtilis crecieron en los cuatro agares diferentes, Agar Luria ertani (LB), Agar Verde
brillante (VB), Agar Soya de Tripticaseina (ST), Agar Eosina y Azul de Metileno (EAM),
por lo que se tomo la decision de tratar las dos bacterias por separado y comprobar su

porcentaje de inactivacion.
Preliminar 3 Tratamiento de E. coli y B. subtilis mediante UV/ H.0,/O3

Se realizaron pruebas con las bacterias E. coli y B. subtilis con los procesos de oxidacion
avanzada UV/ H20,/03 se observo que la bacteria E. coli a los 30 segundos de tratamiento
se vio un gran avance de inactivacion y a los 60 segundos habia un 100% de inactivacion,
mientras tanto la bacteria B. subtilis a los 120 segundos se inactivaron y a los 150 segundos
se reactivaron las bacterias de acuerdo a articulos “Debido a su falta de accion enzimatica y
metabolismo, las esporas latentes no pueden reparar el dafio a macromoléculas como el ADN
o las proteinas. Si bien puede haber reparacion del dafio del ADN cuando la espora vuelve a
la vida en el proceso de germinacién y crecimiento de la espora y se reanuda la actividad
metabolica” (Setlow 2003), “si se ha acumulado demasiado dafio durante la latencia de la
espora, este dafio puede superar la capacidad de reparacion. sistemas y conducen a la muerte

de la espora germinada” (Setlow 1992, 1995; Setlow y Setlow 1996; Tennen et al. 2000).

Muchos microbios que tienen un sistema metabdlico funcional tienen varios mecanismos de
reparacion de los acidos nucleicos dafiados (Jagger, 1967). EI mecanismo de reparacion que

es Unico a la desinfeccion UV es el de foto reactivacién
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Fig. 22 Tratamiento de E. coli y B. subtilis mediante UV/ H202/03

Preliminar 4 Tratamiento de B. subtilis mediante H.O2/Os obtencidon de dosis

optima de H20>

Se realizaron tratamientos con distintas dosis H20O> para obtener la dosis adecuada para la
eliminacion de B. subtilis, ya que esta bacteria es méas resistente por la formacion de
endoesporas, se puede observar en Fig. 23 los tratamientos con dosis de H20- de 50, 100,
150 y 200 pL, se tomé la dosis de 200 pL de H202 para el tratamiento, ya que el tiempo de

tratamiento fue menor y se obtuvo una mejor inactivacion de endoesporas de B. subtilis.
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Fig. 23 Tratamiento de B. subtilis mediante H202/O3 con distintas dosis de H2O:
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