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RESUMEN

En la presente investigacidbn se evalu6 el grado de inactivacion bacteriana que tiene la
aplicacion del ultrasonido. Para ello, se emplearon indicadores representativos de
contaminacién fecal como coliformes totales, fecales y colifagos somaticos presentes en un
agua residual tipo municipal, de igual manera se evalué el tratamiento con cultivos puros de
E. coli, B. subtilis y endosporas de B. subtilis, ésta Ultima por su resistencia ante tratamientos
de desinfeccion. Los pardmetros de operacion del ultrasonido fueron: una frecuencia de 20
kHz y una amplitud al 35% variando el tiempo de contacto de cada muestra con el ultrasonido
(15, 30, 45 y 60 min) también se trabajo con frecuencia de 24 kHz, una amplitud al 100% donde
se evalud el efecto de la temperatura. Los tiempos fueron de 10, 20 y 30 minutos donde se
control6 la temperatura 'y 3.2, 6.4, 10 minutos, donde no se controlé la temperatura. Por otra
parte se empled un tratamiento convencional de desinfeccién el cual fue la irradiacion con luz

ultravioleta. Las condiciones de operacion fueron una A= 254 nm y tiempos de 2, 4 y 6 min.

Los resultados indicaron una amplia sensibilidad en los microorganismos ante la aplicacion del
ultrasonido, ya que desde los 15 min los microorganismos se ven afectados; en mayor
porcentaje los cultivos puros que los coliformes que estaban presentes en el agua residual.
Sin embargo, al final de un tratamiento con 45 min se obtuvo una densidad <3 NMP/100 mL
para el caso de los coliformes y desde los 30 min 0 UFC/mL para B subtilis. A pesar de que se
trabajo con densidades altas de dichos microorganismos para ambos casos se alcanzaron
porcentajes de inactivacion > 99% a los 45 min. En el segundo caso los resultados nos
indicaron mayor porcentaje de inactivacion donde no se control6 la temperatura alcanzando
porcentajes de remocion del 99.9% a los 10 min para todos los microorganismos evaluados.
Aunado a esto la energia generada durante el tratamiento con ultrasonido fue desde 774.9
hasta 2345 kJ, la cual fue suficiente para oxidar compuestos presentes en el agua residual
como DBOs, DQO, COT, NT, N-NH4, PT y P-PO, removiendo hasta 67.8% en algunos casos.
Los resultados con el tratamiento de luz ultravioleta mostraron eficiencias >80% considerando

que se utilizaron dosis éptimas para eliminarlos.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se contribuye a la implementacién del
ultrasonido como tecnologia potencial de desinfeccibn debido a su gran eficiencia y
subproductos inocuos, la cual cumple con los parametros de calidad del agua de acuerdo con
la NOM-003-SEMARNAT-1997 y con las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud.



ABSTRACT

This research evaluated the inactivation of bacteria present in wastewater using ultrasound
treatment techniques. Representative bacterial indicators of faecal contamination were used:
Total coliforms, faecal coliforms and somatic coliphages that are normally present in municipal
wastewater. The effect of this treatment in pure cultures of E. coli, B. subtilis and Endospores
of B.subtilis was also evaluated. The last one was evaluated because of its resistance against
disinfection treatments. The experimental operational parameters were: a frequency of 20 kHz
and a 35% amplitude and contact time of sonication (15, 30, 45 and 60 minutes). Also the US
treatment experiments the following operating conditions were used: a frequency of 24 kHz and
a 100% amplitude and treatment time: 10, 20, 30 minutes with temperature control and 3.2, 6.4
and 10 minutes without a temperature control. In the other hand, a conventional disinfection
method which was ultraviolet light was used. The operating conditions were A = 254 nm and

times of 2, 4 and 6 minutes.

Results indicated a higher sensitivity to ultrasound treatment where microorganisms are being
affected from 15 minutes contact time; also that microorganisms in pure cultures are more
sensitive than those present in wastewater from the secondary settler. After applying a 45
minutes US treatment time, results obtained were <3 MPN/100 mL for coliforms and 0 UFP/mL
at a 30 minutes US treatment time for B. subtilis.In spite of a high microorganism density used
in the experiments as pure cultures and in the wastewater inactivation percentages greater
than 99% using a 45 minutes treatment time. In the second case, the best results obtained
were without any temperature control where a 99.9% of inactivation was achieved for all the
microorganisms evaluated and with a 10 minutes US treatment applied. Additional to this, the
energy generated during the US treatment was from 774.9 to 2345 kJ that was enough to
oxidize the compounds contained in wastewater, measured as BODs. COD, TOC, TN, N-NHj,
TP, P-PO4 removing more than 67 % in some cases. The same way, an increase in
temperature during the US treatment demonstrated an increase in the disinfection velocity. The
results with UV treatment showed efficiencies >80% considering that the doses were used to

eliminate them. Nevertheless we couldn’t achieve a 100% inactivation as it was believed.

Results obtained contributes to the implementation of the ultrasound technique as a potential
technology for disinfection due to its high efficiency and safe residuals that complies with the
water quality parameters in accordance to Mexican reuse regulations (NOM 003 SEMARNAT

1997 with direct contact) an also with the World Health Organization guidelines.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Aguas residuales

Las aguas residuales estan compuestas de un 99% de agua en masa y un 1% de los
contaminantes que contienen, los cuales se encuentran de manera suspendida o disuelta
(UNESCO, 2017; EPA, 2017), éstas se clasifican en aguas residuales domésticas, agricolas e

industriales.

e Aguas residuales domeésticas: Son las provenientes de las actividades domésticas de
la vida diaria como lavado de ropa, bafio, preparacion de alimentos, limpieza, etc. Estos
desechos presentan un alto contenido de materia organica, detergentes y grasas. Su
composicion varia segun los habitos de la poblacién que los genera.

Los organismos potencialmente problematicos en el agua residual doméstica incluyen
a las bacterias entéricas, los virus y los quistes de protozoarios. La Tabla 1.1 resume
los microorganismos que se encuentran comunmente en el agua residual doméstica y

los tipos de enfermedades humanas asociadas con los mismos.



Tabla 1.1 Agentes potencialmente infecciosos presentes en aguas residuales domeésticas no

tratadas (Bitton, 2011).

Bacterias

Enfermedad Causada

Escherichia coli

Leptospira (ssp.)

Salmonella typhi

Salmonella (2,100 serotipos)
Vibrio cholerae

Protozoos

Balantidium coli

Cryptosporidium parvum
Entamoeba histolytica

Giardia lamblia

Helmintos

Ascaris lumbricoides

T. solium

Trichuris trichiura

Virus

Virus entéricos (72 tipos, por ejemplos los
virus echo y coxsackie del polio).
Hepatitis A

Agente de Norwalk

Rotavirus

Gastroenteritis

Leptospirosis

Fiebre tifoidea

Shigelosis (disenteria bacilar)

Coélera

Balantidiasis
Cryptosporidiasis

Amebiasis (disenteria bacilar)
Giardiasis

Ascariasis
Teniasis
Tricuriasis

Gastroenteritis, anomalias del corazéon y
meningitis.

Hepatitis de tipo infeccioso.

Gastroenteritis

Gastroenteritis

e Aguas residuales industriales: Son las provenientes de los diferentes procesos

industriales. Su composicion varia segun el tipo de proceso industrial y ain para un

mismo proceso industrial, se presentan caracteristicas diferentes en las industrias,

pueden ser alcalinas o 4cidas y contener compuestos téxicos, coloreados entre otros,

su composicion refleja el tipo de materias primas utilizado dentro del proceso industrial

y el uso del agua en el proceso de produccion.

e Aguas residuales agricolas: Son las que provienen de la escorrentia superficial de las

zonas agricolas. Se caracterizan por la presencia de pesticidas, fertilizantes, sales y

un alto contenido de sélidos en suspension (Araya, et al., 2014).



Por otro lado la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos (Environmental
Protection Agency), clasifica las aguas residuales de acuerdo a su origen ya sea de tipo urbano
o rural, se considera un agua residual tipo rural aquella que proviene de asentamientos
humanos que producen menos de 3800 m®dia de aguas residuales. También las
concentraciones de los diversos contaminantes presentes en el agua residual pueden definir
el tipo de agua residual generada (EPA, 2000). Otra clasificacién de las aguas residuales
incluye las de tipo urbano o rural, la cual se encuentra en funcion de los intervalos de
concentracion de sus principales componentes. En la Tabla 1.2 se muestran dichos intervalos

de concentracion.

Tabla 1.2 Concentraciones tipicas de los pardmetros encontrados en las aguas residuales de
tipo urbanay rural (Vera, 2012).

Tipo de asentamiento

Parametro

Urbano Rural
DBOs 110-800 200-500
DQO 210-1600 200-1600
NT 20-85 35-100
NH4* 12-50 6-60
NOs <1 <1
PT 2-23 6-30
PO,3 3-14 6-25
SST 120-450 100-500
SSV 95-315 -
Coliformes fecales 1x103-1.8x108 1x108-1x10%°

Concentraciones expresadas en mg/L, excepto los coliformes fecales expresadas en
NMP/100mL, NMP: NUmero Mas Probable.

Las aguas residuales antes mencionadas tienen caracteristicas las cuales se clasifican en

fisicas, quimicas y biologicas.

e Caracteristicas fisicas: Se consideran los soélidos totales, sélidos volatiles totales,

sélidos fijos totales, solidos suspendidos volétiles, solidos suspendidos fijos, sélidos



disueltos totales, sdlidos disueltos volatiles, solidos disueltos fijos volatiles, sélidos
sedimentables, temperatura, conductividad, densidad, olor, color, transmitancia y
turbiedad.

e Caracteristicas Quimicas Inorganicas: Comprenden nutrientes, constituyentes no
metdlicos, metales y gases. Entre los nutrientes organicos estan: amonio libre,
nitrdgeno organico, nitrégeno total, nitritos, nitratos fosforo inorganico, fésforo total,
fésforo orgénico. Otras pruebas como pH, alcalinidad, cloruros, sulfatos, metales,
compuestos y elementos inorganicos especificos y gases son realizadas para estimar
la capacidad de reutilizacion del agua residual tratada y también como pruebas de
control para procesos posteriores en el tratamiento.

e Caracteristicas Quimicas Organicas: La materia organica en las aguas residuales se
constituye basicamente de proteinas (40 a 60 %) y grasas y aceites (8 a 12%). La urea
(CH4N20), el mayor constituyente de la orina, es otro componente organico importante
gue forma parte del agua residual. Ademas de las proteinas, carbohidratos, grasas y
aceites, el agua residual contiene pequefias cantidades de un gran ndamero de
moléculas organicas sintéticas, con estructuras que van desde las mas simples hasta
las extremidades complejas. A través de los afios, se han desarrollado diferentes
analisis para determinar el contenido de material organico tales como demanda
bioquimica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno, carbono organico total y
compuestos y clases de compuestos organicos especificos.

e Caracteristicas Biolégicas: Son de fundamental importancia en el control de
enfermedades causadas por organismos patégenos de origen humano y animal, por el
papel activo fundamental de las bacterias y otros organismos dentro de la
descomposicién y estabilizacién de la materia organica, bien sea en el medio natural o
en las plantas de tratamiento de aguas residuales, entre los organismos que se pueden
encontrar en el agua residuales se encuentran: bacterias, protozoos, helmintos y
virus(Ramalho,1996).

1.2 Remocién de contaminantes

De las caracteristicas anteriormente descritas s6lo algunas son de gran interés en cuanto

al tratamiento del agua residual, debido a las altas concentraciones en las que se



encuentran y al importante peligro que representan para la salud humana y el medio
ambiente.

Las aguas residuales generadas deben tener un tratamiento antes de ser encauzadas a
un cuerpo receptor con el fin de no generar problemas ambientales como la eutrofizacion,
la cual se debe al exceso en concentracion de nutrientes como nitrogeno y fésforo;
toxicidad a los seres vivos principalmente microorganismos, por las altas concentraciones
de metales que provienen de las actividades industriales y enfermedades en humanos y
animales por la presencia de bacterias, protozoos, virus, helmintos, rotiferos, algas, entre
otros, tal como se mientras en la Tabla 1.3 (Saxena, et al., 2015).

Tabla 1.3 Razones de interés de remover los contaminantes presentes en el agua residual

Componentes Razones de Interés.

Solidos Suspendidos Totales Formacion de depdésitos de lodos y condiciones anaerobias

Compuestos organicos Agotamiento de oxigeno en fuentes naturales y desarrollo de

biodegradables condiciones sépticas

Constituyentes  inorganicos Constituyentes inorganicos adicionados por el uso.

disueltos. Aplicaciones en el retiso del agua residual
Metales pesados Constituyentes metdlicos adicionados por el uso.
Nutrientes Crecimiento excesivo de vida acuatica indeseable,

eutrofizacién, concentracion de nitratos en agua para consumo.

Patdgenos Transmision de enfermedades

Contaminantes Inorganicos Posible causa de cancer, mutagenicidad, teratogenicidad o de

prioritarios toxicidad aguda alta, la mayoria de estos son resistentes a los

procesos de tratamiento convencionales

(Sette, 2011)

Un tratamiento de aguas residuales tiene la finalidad de eliminar o estabilizar los
contaminantes que contenga mediante cuatro etapas las cuales son pretratamiento,
tratamiento primario, secundario y terciario, en la que cada etapa tiene una funcion especifica.
El pretratamiento se encarga de remover sélidos de gran tamafio ajenos a la composicion del
agua residual, el tratamiento primario remueve soélidos sedimentables y materia flotante como
grasas y aceites, el tratamiento secundario (basado en procesos biol6gicos) consiste en
remover compuestos solubles y coloidales, siendo principalmente la materia organica y

finalmente en el tratamiento terciario se remueven contaminantes especificos ya sea
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remanentes de nutrientes y microorganismos patégenos como se muestra en la Tabla 1.4
(Moeller, 2013).

Tabla 1.4 Etapas del tratamiento del agua residual
Tipos de tratamiento Descripcion

Pretratamiento Remocién de contaminantes del agua residual que pueden causar
problemas operacionales o de mantenimiento con los procesos y
operaciones de tratamiento.

Primario Remocidén de parte de los sélidos y materia organica suspendida
presentes en el agua residual.

Primario Avanzado Remocidn intensiva de sdlidos suspendidos y materia organica
presentes en el agua residual, en general llevada a cabo mediante

la adicién de insumos quimicos o filtracion.

Secundario Remocién de compuestos organicos biodegradables y sélidos
suspendidos. La desinfeccién también se incluye dentro del
concepto de tratamiento secundario convencional.

Terciario Remocién de sélidos suspendidos residuales, en general por
filtracibn en medio de granular. La desinfeccion hace siempre
parte del tratamiento terciario, incluyendo a menudo en esta
definicion.

Terciario avanzado Remocién de materiales disueltos o0 en suspension que

permanecen después del tratamiento biolégico convencional.

(Moeller, 2013)

1.3 Tratamiento terciario

Como se explicd anteriormente, un tratamiento terciario remueve contaminantes especificos.
En el caso de un efluente rural 0 doméstico y en algunos de tipo industrial, se requiere la
desinfeccion para eliminar la alta concentracién de agentes patégenos. En este tipo de
efluentes se encuentran tres categorias de patdgenos: bacterias, virus y parasitos (Leclerc, et
al., 2002).

El agua se considera como el principal vehiculo de enfermedades infecciosas, ademas de que
en las aguas residuales coexisten diversas especies bacterianas (Ramalho, 2012). Por ello un

efluente de agua residual rural, municipal y en algunas ocasiones industrial, debe de contar



con la desinfeccion para evitar contaminar con agentes patdogenos fuentes de aguas

subterraneas o agua superficiales (UNESCO, 2017).

1.4 Desinfeccién

Existe una amplia variedad de desinfectantes los cuales inactivan agentes patdgenos,
mediante procesos fisicos, quimicos o mecénicos afectando componentes celulares de los
agentes patégenos como la capa de peptidoglucano, la membrana citoplasmética, la
membrana externa, estructura de proteinas, sitios especificos de enzimas, acidos nucleicos,
capside de virus y esporas generadas por las bacterias (Russel, et al., 1997). A continuacion,

se describen los métodos de desinfeccion.

1.4.1 Cloracioén

El cloro es una agente quimico altamente oxidante que se ha utilizado desde 1914 como
desinfectante. Este puede ser adicionado de forma gaseosa (Cl,), liquida (NaOCI) o sélida (Ca
(OClp). La utilizacion del cloro gaseosos conlleva a riesgos a la salud, ya que una
concentracion 1,000 ppm con una exposicion de unos minutos provoca la muerte (ATSDR,
2016), lo cual representa un peligro de seguridad significativo. En lo que respecta al hipoclorito
de calcio y el hipoclorito de sodio tienen un manejo menos riesgoso, pero sus caracteristicas
téxicas siguen representando un riesgo a la salud y vida acuética.
El cloro gas se hidroliza para formar &cido hipocloroso como se muestra en la siguiente
reaccion:
Cl; + H20 < CIOH + H" +CI

Las sales de hipoclorito se hidrolizan para formar acido hipocloroso como se muestra en las
siguientes reacciones:

Ca(OCl), + 2H,0 — 2HOCI + Ca(OH):

NaOCl + H,O — HOCI + Ca(OH).

La ionizacién del acido hipocloroso a ion hipoclorito se define por:
HOCI — H* + OCI

Con una constante de reaccion de ionizacion:



K; = [H*][0CI"]  2.9x10%mol
[HOCI] B L
La ionizacion del acido hipocloroso y la distribucion de las especies son dependientes del pH

a25°C

como se muestra en la Figura 1.2 la cual indica que en un intervalo de pH de 6.5 - 85 la
ionizacion es incompleta y se encuentran ambas especies (HOCI y OCI). Con un pH por
debajo a 6.5 no hay disociacion de HOCI, mientras que con un pH elevado a 8.5 ocurre la
disociacion completa de OCI. La especiacién del &cido hipocloroso es relevante en la
eficiencia de la desinfeccion, debido a que el efecto germicida del HOCI es mucho mayor que
la especie OCI- aproximadamente de 40 a 80 veces (Crites y Tchobanouglos, 2003).

1.0

O os

0.0
= 7 8 9 10 11

(W)

pH

Figura 1.1 Distribucion de la fraccion de acido hipocloroso y de iones hipoclorito en el agua
en funcion del pH a 0 y 25°C. Tomada de Araya et al., 2014.

El mecanismo de desinfeccion por el cloro incluye reacciones de oxidaciéon principalmente en
la pared celular, al oxidar dicha capa pierde permeabilidad provocando que el ADN, RNA y
proteinas salgan de la célula (Hass y Engelbrecht, 1980; Berg, et al., 1986; Leyer y Johnson,
1997; Venkobachar, et al., 1997). También inhibe la funcidn de enzimas como la catalasa y
deshidrogenasa (Calabrese y Bissonnette, 1990).

El proceso de desinfeccién con cloro no sélo produce la inactivacion de los patégenos, sino
gue ademas, involucra reacciones de oxidacion con la materia organica presente en el agua.
Estas reacciones generan subproductos, en mayor concentracion trihalometanos y los acidos
haloacéticos. Los subproductos de la desinfeccién son considerados téxicos, mutagénicos,

cancerigenos y teratogénicos para los organismos acuaticos (Sanchéz, 2008).



1.4.2 Radiacién con luz ultravioleta

La radiacién con luz ultravioleta (UV) es un método que provee una buena eficiencia de
desinfeccion sin generacion de subproductos toxicos. Sin embargo, se requiere que el agua a
desinfectar sea de buena calidad, es decir, que el contenido de sélidos suspendidos y de
materia disuelta sea bajo para que la cantidad de luz UV absorbida o disipada sea poca
(Noyola, et al., 2008). La luz UV es parte del espectro electromagnético de radiacion, la cual
también es emitida por el sol. La Figura 1.3 muestra la region UV, la cual esta situada entre
las bandas de rayos X y la luz visible, con longitudes de onda que van desde 100 hasta 400
nanémetros (nm), emitida en cuatro diferentes bandas Vacio UV (100-200nm), UV-C (200-
280nm), UV-B (280-315nm), y UV-A (315-400nm) (Edzwald, 2011).

100 nm 200 nm
Rayos o .
Rayos X uv Visible Infrarroja
gamma
‘ Vacio UV UV-C UB-B UV-A
l v v v l
100nm 200nm 280nm 315nm 400nm

Figura 1.2 Localizacion de la longitud de onda de luz ultravioleta en el espectro
electromagnético.

El mecanismo de inactivacion con radiacion ultravioleta (UV) dafia el &cido desoxirribonucleico
(ADN) a una longitud de onda entre 245 - 285 nm, considerando 254 nm como la éptima. Esta
longitud de onda provoca una dimerizacion de bases nitrogenadas de timinas y citosinas, lo
cual a su vez provoca un dafio por bloqueo de replicaciéon del ADN, resultando en la

inactivacion de los microorganismos (Bitton, 2011).

A pesar de lo anterior, el dafio que causa la radiacibn UV puede ser reparado por los
microorganismos. Al respecto, existen dos mecanismos de reparacion. El primero se lleva a

cabo en ausencia de luz, por lo que es conocido como reparacion oscura en donde las enzimas
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nucleasas cortan el segmento dafiado de ADN el cual es reconstituido por la enzima ADN
polimerasa, el segundo método se lleva a cabo en presencia de luz a una longitud de onda
entre 300 - 500 nm, en el cual la enzima fotoliasa utiliza la luz como fuente de energia para
romper los enlaces covalentes que son formados por los dimeros y asi evitar la inactivacion

celular (Jagger, 1958; Bohrerova y Linden, 2007).

1.4.3 Ultrasonido

El ultrasonido se refiere a ondas sonoras con una frecuencia por encima del rango auditivo
normal del humano (>20 kHz). En la Figura 1.4 se observan las frecuencias relativas de las
ondas sonoras. Las ondas ultrasonicas se propagan en un medio liquido, generando un patrén
repetitivo de compresiones y extensiones, éstas ultimas son zonas de baja presion donde se
crean microburbujas de tamafio inestable que con el paso del tiempo implotan. La implosién
de las microburbujas se conoce como cavitacion, teniendo como resultado el incremento de la
temperatura hasta de 5000 K y presiones de 180 MPa (Flint y Suslick, 1991; Suslick, 1990),

tal y como se observa en la Figura 1.5.

Inaudible Audible Inaudible

Rango subsonico Rango sonico Rango ultrasoénico

& » &
<« » <

v
A
v

0 16Hz 20kHz 50 MHz

Figura 1.3 Ondas de sonido a diferentes frecuencias.
El mecanismo de inactivacion por sonicacién se atribuye a tres efectos:
Mecanico: La implosion genera fuerzas cortantes (fuerzas de cizallamiento) las que provocan

la ruptura de la pared celular dando como resultado la salida del material intracelular al medio

exterior.

Fisico: El incremento de temperatura altera la permeabilidad de la membrana dando como
resultado la salida del material intracelular al medio exterior y la desnaturalizacion de enzimas

y proteinas estructurales.

Quimico: En el medio acuoso se generan reacciones sonoquimicas dando como resultado la

generacion de radicales H* y OH" los cuales contribuyen a la oxidacion de la pared celular y
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compuestos intracelular teniendo como producto final H.O, y H>O los cuales no son
considerados toxicos (Wang, et al., 2005).

Compresion Compresion  Compresion Compresion Compresion Compresion Compresidn Compresion Compresion

ARAAAAARAA -
UVUVIVYY

Extension Extension Extension Extension Exten5|on Extension Extension Extension Extension
5000 K; 180 MPa
Proceso de disociacion térmica

H,0 > H +OH
O O O ¢ Reacciones qe radicales
OH + OH" >H,0,

H +H > H,
H"+OH> H,0

<

Figura 1.4 Generacién de cavitacién acustica en un medio acuoso por las zonas de compresion
y extension.

1.4.4 Cinéticas de desinfeccién

Todos los métodos de desinfeccidon no son procesos instantaneos, ya que dicha desinfeccién
se realiza a una velocidad, la cual esta determinada por tres factores: a) el tiempo de contacto,
b) la concentracidn del desinfectante y c) la temperatura. (Bitton, 2011). Se conoce como
cinética al area de la velocidad o rapidez con la que ocurre la desinfeccion. Para determinar el
orden de la cinética de desinfeccion se basa en el calculo de la velocidad de una reaccion la
cual se determina de la siguiente manera:

¢ Reacciones de primer orden
Una reaccion de primer orden es una reaccion cuya velocidad depende de la concentracion

de los reactivos elevada a la primera potencia. En una reaccion de primer orden del tipo

A - Producto
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La velocidad es

. A[A]
Velocidad = ———
At

A partir de la ley de la velocidad, también se sabe que
Velocidad = k[A]

Para obtener las unidades de la k, para esta le de velocidad

M
_Velocidad_ S 1
~ T 14 M s°°

-1

¢ Reacciones de segundo orden
Una reaccion de segundo orden es una reaccién cuya velocidad depende de la concentraciéon
de uno de los reactivos, elevada a la segunda potencia, o de la concentracion de dos reactivos

diferentes, cada uno elevado a la primera potencia.
A+ B = Producto

Donde

. A[A]
Velocidad = ———
At

Y la ley de velocidad esta dada
Velocidad = k[A][B]
A partir de la ley de la velocidad, también se sabe que

Velocidad = k[A]?

Las unidades de k

M
_Velocidad ) 1

TR M oM

e Reacciones del orden cero
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Las reacciones del orden primero y segundo son los tipos de reacciones mas conocidas. Las

reacciones de orden cero son poco comunes, para una reaccién de orden cero
A - Producto
La ley de velocidad esta dada por
Velocidad = k[A]°
Velocidad =k

Por lo tanto, la velocidad de una reaccién de orden es una constante, independientemente de

la concentracion de los reactivos (Chang, 2011).

1.5 Reutilizacion y lineamientos del agua residual tratada

El agua residual tratada puede ser reutilizada o encauzada a un cuerpo receptor. Sin embargo,
la reutilizaciébn ayudaria a combatir la escasez de este recurso hidrico, disminuyendo el
porcentaje de extraccibn de agua dulce destinado para el sector agricola, industrial y
doméstico donde se destina un 70, 19 y 11% de agua dulce (Figural.6) (CONAGUA, 2016).

Agua dulce destinada para diferentes sectores

m Sector agricola
m Sector industrial
m Sector doméstico

Figura 1.5 Extracciones de agua dulce a nivel mundial.

El agua residual tratada puede reutilizarse en la agricultura, ya que contiene macronutrientes
como nitrégeno y fésforo, los cuales pueden ser aprovechados como fertilizante, lo que
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reduciria el uso de fertilizantes quimicos, con el beneficio econémico para los agricultores
(Gonzélez, 2000). Sin embargo, se tiene que tener en cuenta que el resto de los contaminantes
no afecte los cultivos o a los consumidores, destacando los contaminantes causantes de dafios

a la salud, tal es el caso de los patégenos (OMS, 2017).

Por otra parte, en la industria la calidad de agua a utilizar varia extensamente. Por ejemplo, se
requiere agua muy pura para las calderas y turbinas, caso contrario a la que se necesita para
las torres de enfriamiento. En la Tabla 1.5 se muestra los impactos que se obtendrian en la

salud y ecosistemas si el agua residual tratada se reutilizara correctamente.
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Tabla 1.5 Impactos positivos de las aguas residuales tratadas en la salud humana y
ecosistemas. Modificada de UNESCO 2017.

Impactos en Ejemplos de impactos

¢ Reduccién de la tasa de muerte por
la contaminacién de agua dulce.

e Disminucion en la contaminacion de

Salud productos de regadios.

e Reduccién de riesgo de contraer
una enfermedad al trabajar o jugar
en un area irrigada por aguas
residuales tratadas.

e Aumento en la biodiversidad donde
es encauzada el agua residual
tratada.

e Aumento de oportunidades

_ recreativas.
Ecosistemas e Disminucién de generacion de
toxinas.

e Disminucién de gases de efecto
invernadero.

e Eliminacién de olores
desagradables.

Antes de reutilizar el agua residual tratada se realiza una evaluacion de la calidad del agua
utilizando tres indicadores como referencia; la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y los Sélidos Suspendidos Totales (SST), debido a la
importancia que tienen para conocer el proceso de tratamiento a utilizar y el origen de las
mismas. La DBOs y la DQO se utilizan para determinar la cantidad de materia organica
presente en los cuerpos de agua provenientes principalmente de las descargas de agua
residual tanto de origen municipal como no municipal. Los SST tienen su origen de las aguas
residuales y la erosién del suelo. El incremento de los niveles de SST hace que un cuerpo de
agua pierda la capacidad de soportar la diversidad de la vida acuatica. Estos parametros
permiten reconocer gradientes que van desde una condicidén relativamente natural o sin
influencia de la actividad humana hasta agua que muestra indicios o aportaciones importantes
de descargas de aguas residuales municipales y no municipales (INECC). El Sistema Nacional
de Indicadores cuenta con escalas de referencia que permiten calificar el estado de la calidad

del agua de acuerdo con su concentracion identificando cuando es excelente, de buena
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calidad, aceptable, contaminada y fuertemente contaminada en la Tabla 1.6 se muestran

dichos rangos.

Tabla 1.6 Indicadores de la calidad del agua DBOs y DQO. Modificada de INECC, 2011)

CRITERIO (mgL?)  CLASIFICACION

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

DBOs <3 Excelente
3<DBOs<6 Buena calidad
6 <DBOs <30 Aceptable
30 <DBOs <120 Contaminada
DBOs > 120 Fuertemente contaminada
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
DQO =10 Excelente

10<DQO =20 Buena calidad

20<DQO =40 Aceptable

40 <DQO <200 Contaminada

DQO > 200 Fuertemente contaminada

En lo que respecta a los criterios microbioldgicos en la Tabla 1.7 se muestran la legislacion
aplicable en diferentes organizaciones y paises que se debe de cumplir para el reuso del agua
con respecto a coliformes totales y fecales. En donde se aprecia que la legislacién en México

y Espafia es mas laxa que en Colorado, California, Australia, Jordania e Israel.
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Tabla 1.7 Criterios microbiolégicos para la reutilizacion de aguas residuales tratadas.

Organizacion Coliformes Coliformes

pais totales fecales

Tipo de redso

OMS <1000

Colorado <2.2 -

(USs) <23 -

<2.2

California <23

(US) Sin limite
<2.2

Australia <1

<200

Jordania
1000

250
Israel
12

0
1000-10000
10000
200
1000

Espafia

240

México

1000

Riego agricola y urbano sin restricciones.

Control de acceso a la zona.

Exposicion del puablico limitada (riego de
noche).

Cultivos de consumo crudo (riego por
aspersion y superficie).

Campos de golf, cementerios, parques (sin
contacto directo).

Arboles frutales, vifias y cultivos forrajeros.

Parques, patios de escuela, zonas
recreativas con contacto del publico con el
agua.

Riego agricola sin restricciones (sin acceso
al publico).

Para uso en areas publicas.

Riego agricola sin restricciones. Solo
arboles frutales, cultivos forrajeros vy
bosques.

Vegetales pelados y cocinados, campos de
futbol y de golf.

Todos los tipos de cultivo, vegetales de
consumo en crudo y parques.

Urbano: residencial.

Agricola: riego de pastos y flores.
Industrial: agua de proceso.
Recreativos: golf.

Ambientales: percolacion acuiferos.

Contacto directo: llenado de lagos vy
canales artificiales recreativos con paseos
en lancha, remo, canotaje y esqui; fuentes
de ornato, lavado de vehiculos, riego de
parques y jardines.

Contacto indirecto: riego de jardines y
camellones en autopistas, camellones en
avenidas, fuentes de ornato, campos de
golf, abastecimiento de hidrantes de
sistemas contra incendio, lagos artificiales
no recreativos, barreras hidraulicas de
seguridad y panteones.

* Valores /100ml; OMS: Organizacién Mundial de la Salud; US: Estados Unidos
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1.6 Planteamiento de problema

El agua es empleada en actividades humanas para subsistir, producir e intercambiar bienes y
servicios. En México un 76.3 % de agua se destina para actividades agricolas, 14.6 % para
abastecimiento al publico, 4.3% para la industria y 4.8% para la energia eléctrica excluyendo
a la hidroeléctrica. Estos usos son considerados usos consuntivos (CONAGUA, 2016), el
volumen concesionado reportado en el periodo de 2005 al 2014 para estos usos, proviene de
fuentes superficiales (rios, lagos, arroyos) y subterraneas (acuiferos y acuitardos) en un 61.3%
y 38.7% respectivamente (CONAGUA, 2016).

En México se generan 7.21 miles de hm®afio de aguas residuales municipales, las cuales si
son tratadas pueden reusarse en los usos consuntivos, disminuyendo la extraccion del
volumen concesionado de las fuentes superficiales y subterraneas (CONAGUA, 2016). El
tratamiento de las aguas residuales municipales tiene la funcién de eliminar o estabilizar los
contaminantes que contenga, el tratamiento terciario que es comunmente la desinfeccion, cuyo
objetivo es inactivar microorganismos y organismos patdégenos para el ser humano (Metcalf y
Eddy 2003; Burton, et al., 1991).

El método de desinfeccion mas utilizado es la cloracion (Burton, et al., 1991) debido a su bajo
costo y a su alta eficiencia, su uso implica riesgos tanto para el ambiente como para la salud
humana. El cloro tiene la capacidad para inactivar bacterias y virus. Sin embargo, no es
efectivo para eliminar los huevos de helmintos presentes en el agua residual donde se
encuentran aproximadamente 42 HH/L (Ortiz, et al., 2012), los cuales pueden causar
enfermedades y la muerte en los seres humanos. También oxida ciertos tipos de materiales
organicos del agua residual, lo cual conlleva a la formacién de compuestos mas peligrosos y
téxicos tales como trihalometanos (40-50%), haloacéticos (28 - 35%), haloacetonitrilos (9 -
15%) y otros (<23%), los cuales son consideradores bioacumulables y biomagnificables al
incorporarse en los eslabones de la cadena tréfica a través de las dinamicas poblacionales
(EPA, 1999; Hernandez, et al., 2011). Ademas de esto, el cloro residual puede tener un efecto
no deseado en los organismos presentes en los cuerpos receptores del agua residual tratada.
Aunado a lo anterior, el cloro es mas utilizado en su estado gaseoso, lo que conlleva a riesgos
a la salud, ya que una concentracion de 1,000 ppm con una exposicion de unos minutos
provoca la muerte (ATSDR, 2016).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

Diversos estudios han relacionado el uso del ultrasonido con la desinfeccion de agentes
patdgenos presentes en agua potable y aguas residuales (Harvey y Loomis, 1929; Mason, et
al., 2003; Arrojo, et al., 2008; Naddeo, et al., 2009a). El primer informe sobre el uso del
ultrasonido como desinfectante fue publicado por Harvey y Loomis en 1929, reportando su

accion desinfectante y sefialando su nula importancia practica o comercial debido a su costo.

En los afios setenta, se discutié el uso del ultrasonido como agente de desinfeccion por su
capacidad para disminuir la resistencia al calor de las esporas bacterianas (Burgos, et al.,
1972). Asi como su uso combinado con ozono para un efecto sinérgico en virus y bacterias
(Burleson, et al., 1975; Dahl, 1976).

El ultrasonido crea fenémenos de cavitacién, lo que resulta en la formacion de varios radicales
libres (OH" y HY), debido a la descomposicién de la molécula H.O. Estos radicales afectan la
integridad de las células bacterianas provocando la alteracién en varios procesos de las

células, por lo tanto es importante conocer el mecanismo de inactivacion.

Spiteri, et al., (2017) realiz6 un estudio con la cepas mutantes con el fin de conocer los genes
que no son afectado con el tratamiento con ultrasonido. Los experimentos realizados se
llevaron a cabo con mutantes de Escherichia coli K12 que contenian deleciones en genes que
afectaban propiedades funcionales especificas de E. coli. Estos fueron: dnak soxR, SoOxS,
oXxyR, rpoS, gadA / gadB, gadC y yneL. Escherichia coli K-12 AoxyR parecio ser mas resistente
al tratamiento junto con gadW, gadX, gabT y gabD, mientras que el mutante K-12 AdnaK fue
mas sensible con c. Se logré una reduccion de 2 5 log UFC/mL en comparacién con su E. coli
K-12 de tipo salvaje isogénico. Esto indicé que el gen dnakK participa en la respuesta general
al estrés y mas especificamente en el estrés hiperosmoético. Los otros genes eliminados de E.
coli evaluados (soxS, rpoS, gadB, gadC, ynel) no parecian estar implicados en la proteccion

de las células microbianas contra el ultrasonido.

Sango, et al., (2017) realizd6 experimentos para tratar el agua de lavado de lechugas con
ultrasonido (US) y ultrasonido con luz ultravioleta (US/ UV-C) con el fin de disminuir el uso del
agua ya que el lavado tradicional es la técnica aplicada por la industria de productos frescos
para reducir la carga de bacterias, la gran desventaja de esta técnica es que éste método

requiere un gran volumen de agua y un gran desafio para la industria alimentaria es minimizar
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el uso del agua. Durante los experimentos el agua de lavado de lechugas se recircul6 (3 L/
min) durante 30 minutos en un sistema cerrado. Para el tratamiento con US se utiliz6 una
frecuencia de 26 kHz, 90 um, 41,85 W / L y el tratamiento con de luz UV-C una dosis de 1,64
kJ / m?).Los resultados indicaron que el tratamiento US / UV-C fue el proceso mas eficiente
probado, con respecto a la inactivacion de bacterias (3.57 + 0.39 log UFC / mL), reduccién de
color (43.31%) y reduccion de particulas en suspension (30%). Ademas, la demanda quimica
de oxigeno (DQO) se determind al comienzo y al final de cada proceso de desinfeccién donde
se encontrd una alta reduccién (79%). Los requerimientos energéticos de UV y US + UV fueron
de 0.040, 0.114 kW [/ h, respectivamente, mientras que la reduccion microbiana
correspondiente en relacion con la energia gastada fue de 21.53 x 10-6 UFC / mL / J para UV
y8.72x10-6 CFU/mL/J para US/ UV. Estos resultados demuestran que el efecto combinado
de la luz UV con US puede ser una tecnologia de desinfeccién energéticamente eficiente
prometedora para los efluentes de agua de lavado de corte fresco al tener en cuenta los
parametros de calidad y seguridad.

Braymant, et al., (2017) utiliz6 el tratamiento con ultrasonido para la inactivacién de Escherichia
coli en cuestiones médicas El estudio fue para desarrollar un medio no invasivo para tratar
abscesos. Utilizaron ultrasonido focalizado de alta intensidad no térmico para inactivar
Escherichia coli (~1x10° UFC / mL) en suspension. Las células se trataron en pocillos de placa
de cultivo de 96 pocillos usando una frecuencia de 1.95 MHz y presiones acusticas focales
incidentes de hasta 16 MPa de pico positivo y 9,9 MPa de pico negativo (mediciones de campo
libre). Las bacterias viables se evaluaron mediante cultivos de coliformes y el ensayo de
alamarBlue. No se tuvo calentamiento biolégicamente significativo se asocié con la exposicién
al ultrasonido. La cinética de inactivacion bacteriana fue bien descrita por un modelo de vida
media, con un tiempo medio de 1.2 minutos. En los niveles de exposicion mas altos,
tipicamente se logro una inactivacion de 2 Log en 10 minutos. El umbral de presién acustica
negativo pico de campo libre equivalente para inactivacion fue ~ 7 MPa. A las presiones
acusticas mas altas utilizadas, la eficacia de inactivacién fue insensible a los cambios
reciprocos en la longitud del pulso y la frecuencia de repeticion del pulso en el factor de servicio
constante. Aunque los voliumenes tratados fueron muy pequefios, estos experimentos
proporcionaron una prueba de principio.

Budari, et al., 2016 se enfoco en la inactivacion de bacterias patdgenas presentes en aguas
residuales donde asilé e identific6 Escherichia coli de la planta de tratamiento de aguas

residuales municipales. Con el fin de confirmar la identificacion de Escherichia coli aislado, se
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incluyé el andlisis de la secuencia 16S rRNA. Donde encontré una alta homologia que la
secuencia de 16 rRNA de Escherichia coli con un nivel de identidad del 95%. El tratamiento
con ultrasonido tenia una velocidad de flujo a menos intensidad de potencia y menor amplitud
de oscilaciones al 35% lo cual resulto estadisticamente significativa y mayor de disrupcion
bacteriana que la mayor intensidad de potencia, p = 001. Indicando que la tecnologia de
ultrasonido, que incluye como una tecnologia avanzada como mejoras a la tecnologia
sostenible asociada con el aumento de la salud publica y la calidad del medio ambiente.
Anese, et al., (2015) estudiaron bacterias patdgenas inoculadas en aguas residuales obtenidas
por lavado de lechuga de cordero recién cortada. El tratamiento con ultrasonido demostro la
eficacia de descontaminacién aument6 con el aumento de la energia especifica y fue mayor
cuando se administré un tratamiento de ultrasonido bajo un régimen de temperatura no
controlada. El ultrasonido sin control de temperatura permitié alcanzar 3,2 log de reducciones
de microflora nativa durante 20 min de tratamiento, mientras que 5 log de reducciones de
Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella enterica se alcanzaron a los 5 min de
la ultrasonicacién. El calor generado durante el ultrasonido representé aproximadamente el
58% del efecto de descontaminacion total contra L. monocytogenes, mientras que contribuyo
en un 100% a la inactivacion de E. coli y S. enterica.

Gao, et al., 2014. Utilizo el ultrasonido de alta frecuencia (850 kHz) para inactivar bacterias y
levaduras en diferentes fases de crecimiento en condiciones de temperatura controlada. Se
consideraron tres especies de bacterias, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis y
Staphylococcus epidermidis, asi como una levadura, Aureobasidium pullulans. El estudio
demostro que el ultrasonido de alta frecuencia es altamente eficiente en la inactivacion de las
bacterias en sus fases de crecimiento exponencial y estacionario, y se lograron tasas de
inactivacion de mas del 99%. ElI mecanismo de inactivacion de bacterias se debe
principalmente a la cavitacion acustica generada por radicales libres y H,O,. También
descubrieron que la bacteria en forma de barra B. subtilis es sensible a los efectos mecanicos
de la cavitacion acustica. En comparacién con las bacterias, la levadura A. pullulans resulté

mas resiste ante este tratamiento.

Gholomi, et al., (2014) realizaron experimentos combinado el tratamiento de ultrasonido con
la luz ultravioleta, encontrando que la combinacion fue capaz de lograr una eliminacion del
97% - 100% del crecimiento biolégico de Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis y Aureobasidium pullulans. El ultrasonido a frecuencias mas bajas
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(20 - 100 kHz), clasificado como "ultrasonido de potencia”, y originalmente comprometido con
el tratamiento del agua, se aplicé a la desinfeccidén con lodo activado residual para mejorar la
estabilizacién anaerdbica. Resaltando que la baja frecuencia tiene un efecto importante sobre
la mortalidad bacteriana.

En la Tabla 2.1 y 2.2 se resumen estudios relacionados con la inactivacion de diversos
microorganismos inducidos por irradiaciéon con ultrasonido como Unico desinfectante; se
indican las condiciones de funcionamiento y las respectivas eficiencias. La mayoria de los
estudios se centran en la inactivacion de Escherichia coli. El interés en la inactivacion de este
microorganismo estd razonablemente relacionado con su evidencia como indicador de
contaminacién fecal, utilizado en regulaciones y directrices internacionales enfocadas a la
calidad del agua. Por otra parte, en la Tabla 2.3 se muestran algunos tratamientos combinados

con ultrasonido para la inactivacion de diferentes microorganismos.
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Tabla 2.1 Inactivacién de diversos microorganismos con ultrasonido modificada de Naddeo et al., 2014.

Microoraanismo Medio Sistema Frecuencia Densidad Tiempo max. Puntos sobresalientes Referencia
g acuoso ultrasonico (kHz) (W L1 (min) del trabajo
Bafio 38 180 El ultrasonido demostré
la inactivacion en la fase
Bacillus subtilis Ca_lc_io 20 240 15 de muerte de la bgf:terla, Joyce, et al.,
nutritivo. Sonda en mayor proporcion con 2003a
512 y 850 710 64 una frecuencia bgja que
con una frecuencia alta.
Las exposiciones de
inactivacién se
encuentran en funcién Huay
Sonda 20 270 60 . Thompson,
dependientemente de la 2000
Caldo potencia total y la
nutritivo intensidad.
La tasa de inactivacion
Sonda 275 42 3 aumenta .gradualmente Furuta, et
conforme incrementa la al., 2004
amplitud.
Escherichia coli La inactivacion
bacteriana es .
Ca_lt_jo Bafio 42 0.12 90 inversamente Dehghani,
nutritivo. : 2005
proporcional a la
frecuencia.
Agua
residual El ultrasonido
sintética vy Sonda 24y 80 1500-4500 120 propgrmo.?o una Antoniadis,
de tanque inactivacion por etal., 2007
de fosa completo a los 120 min.
séptica.
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Tabla 2.2 Inactivacion de diversos microorganismos con ultrasonido modificada de Naddeo et al., 2014.

Microoraanismo Medio Sistema Frecuencia Densidad Tiempo max. Puntos sobresalientes Referencia
g acuoso ultrasénico (kHZ) (W I (min.) del trabajo
., La levadura mostro
Saccharomyces Solucion de inactivacién similar a las  Tsukamoto
o glucosa- Sonda 27.5 0.16 10 . . '
cerevisiae bacterias anteriormente et al., 2004
peptona.
reportadas.
Sonda 22 2.4 15 La tasa de desinfeccion .
. ~ Jyoti y
Coliformes Agua por el bafio es mayor pandit
totales potable Bafio 205 0.06 15 gue la proporcionada por 2004a,
el electrodo.
Alta eficiencia de
Agua eliminacioén para
Bacterias Gram  residual bacterias ram- Drakopoulo
positivas y efluente de Sonda 24 15000 60 . 9 u, etal.,
. ) negativas comparadas
negativas tratamiento . 2009a
. con la de bacterias
secundario

gram-positivas.
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Tabla 2.3 Tratamientos combinados con ultrasonido para la inactivacion de diferentes microorganismos tomado de Naddeo et

al., 2014.

Microorganismo Medio liquido Proceso combllnado S|ste,mfa\ Frecuencia (kHz) Densidad (W I-%) Tlempq max. Fle Referencia
con ultrasonido ultrasénico sonicacion (min)
. Hipoclorito de sodio - Duckhouse, et al.,
Caldo nutritivo (1 mg 1) Bafio 20y 850 6 5 2004
. P o Dadjour, et al.,
Caldo nutritivo Fotocatalisis TiO2 Bafo 39 - 30 2005
Escherichia coli .
Agua residual
proveniente del Naddeo, et al.,
sedimentador UV-C 200W/lamp) Reactor 39 5 30 5009b
secundario
Klebsiella ., . L "
. Solucién salina Electrdlisis a 100 mA Bafno 40 50 5 Joyce, et al., 2003b
pneumophila
. Solucién con P .
Iﬁzgl;l;el,l:la extracto de Fotocati:|5|ﬁl';'|02 (0-1 Bafio 36 50 30 Dadjzléggt al.,
p p levadura &
Agua potable Cla(1mgl?) Bafio 800 15000 20 Phull, et al., 1997
Pseudomonas Drakopoulou, et al
aeruginosa Agua residual TiO2 (5mglY) Sonda 24 1500 30 p2009 ! v
o Jyoti y Pandit,
Agua potable H20> Bafio 20.5 60 15 50043
o Jyoti y Pandit,
Agua potable O3 Bafio 20.5 60 15 »004b
. Ti02(0.25-0.75 mg 1)
Caldo .bI|IS verde Clh(1-5mg 1) Sonda 24-80 9000 30 Paleologou, et al.,
brillante UV-A (9W/I 2007
Coliformes totales Al amp)
Efluente de una Naddeo. et al
planta de UV-C(200 W/lamp) Reactor 39 5 30 20019c v
tratamiento
Agua residual
del . 4 Drakopoulou, et al.,
sedimentador TiO2(5 mg 1Y) Sonda 24 1500 30 5009
secundario

25



CAPITULO 3. JUSTIFICACION

3.1 Justificacion

Debido a los riegos ambientales y de salud publica que presenta el uso del cloro durante la
etapa de desinfeccion de las aguas residuales, surge la necesidad de aplicar métodos de
desinfeccion alternativos que garanticen una mayor inocuidad y el cumplimiento de los
lineamientos internacionales. Una alternativa viable puede ser el ultrasonido, debido a que
es capaz de inactivar una amplia gama de microorganismos dependiendo de la composicién
de su pared celular, mediante una serie de efectos mecénicos, fisicos y quimicos derivados
de la cavitacion, sin la generacién de subproductos téxicos, lo cual generaria un efluente

de mejor calidad.

26



CAPITULO 4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis

La aplicacién del ultrasonido puede ser un tratamiento de desinfeccion técnicamente
adecuado para el cumplimiento de los limites maximos permisibles de contaminacion
patdgena, estipulados internacionalmente para la descarga de aguas residuales tratadas
para diferentes usos. Asi mismo, la sonicacién permitira la inactivacién de microorganismos

de importancia en salud publica y ambiental qgue no se encuentran normados.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos
5.1.1 Objetivo general

Evaluar la factibilidad técnica de la aplicacion del tratamiento con ultrasonido sobre
bacterias de importancia ambiental y de salud publica.

5.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del tratamiento con ultrasonido en bacterias de referencia como
Escherichia coli ATCC11229, Bacillus subtilis ATCC6633 y enddsporas de Bacillus
subtilis en cultivos puros.

e Evaluar la desinfeccibn con luz ultravioleta sobre bacterias indicadoras de
contaminacioén fecal presentes en aguas residuales.

e Evaluar el efecto del tratamiento con ultrasonido sobre los coliformes totales, fecales
y colifagos somaticos presentes en el efluente secundario de una planta de
tratamiento de aguas residuales.

e Evaluar el efecto de la sonicacion sobre parametros fisicoquimicos en efluentes del
sedimentador secundario de una planta de tratamiento de aguas residuales.

e Establecer pardmetros cinéticos de desinfeccion con ultrasonido en diferentes

efluentes de aguas residuales.
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CAPITULO 6. METODOLOGIA

El desarrollo de la parte experimental se dividié en dos partes, la primera consistio en la
aplicacion del ultrasonido y luz ultravioleta a diferentes tiempos tanto para cultivos puros y
en el efluente del sedimentador secundario de un proceso de lodos activados, donde se
determind la densidad celular de coliformes totales y fecales de la muestra antes y después
de cada tratamiento, mientras que la segunda parte consistié en la aplicacion del ultrasonido
a diferentes tiempos y con escenarios distintos. Los efluentes del agua residual se

caracterizaron fisicoquimicamente y microbiol6gicamente antes y después del tratamiento.

A continuacion se muestra la metodologia empleada para cumplir con los objetivos

planteados anteriormente (Figura 5.1).
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Metodlologia

I |
12 parte

2% parte
| |
Estandarizacion de Aplicacion de tratamiento en
muestra |

2 o
Caracterizacion microbi ica R—? s Efluente del sedimentador secundario Efluente de un Humedal de Flujo
Curva de crecimiento de de un proceso de Lodos Activados Horizontal Subsuperficial (HFHSS)

del agua residual

E. coliy I|3 subtilis |

I [
Tratarr iento Tratamiento

Ultrasonido
Frecuencia 26kHz
Amplitud 100%

Ultrasonido Luz ultravioleta
Frecuencia 20kHz Longitud de onda 254 nm
Amplitud 35% Tiempo 2,4y 6 min
Tiempo 15, 3(|), 45y 60 min

Sin control de temperatura Sin control de temperatura
Tiempo 3.2, 6.4y 10 min Tiempo 10, 20 y 30 min
I I

Caracterizacion fisicoguimica y microbiologica
antes y después de cada tratamiento

Caracterizacion microbiolégica antes y
después de cada tratamiento

Figura 6.1 Metodologia general.
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6.1 Primera parte
6.1.1 Disefio experimental y analisis estadistico

Los tratamientos estadisticos se basaron en dos factores principales: el tipo de
microorganismo a evaluar (cultivos puros y efluente de agua residual) y el tiempo de
sonicacion (15, 30, 45 y 60 minutos). Los pardmetros fijos durante los experimentos fueron
la amplitud y frecuencia. El disefio experimental corresponde a un disefio de bloques
aleatorios. Los resultados fueron comparados a través de un analisis de varianza de una
via (ANOVA), a=0.05. Previo al analisis de varianza, se comprobd la normalidad y
homocedasticidad del experimento a través de la prueba de Anderson Darling.

(Montgomery, 2012) Todos los analisis fueron conducidos en el software MINITAB 15 Inc.

6.1.2 Seleccién de muestras

Las pruebas se realizaron tanto en cultivos puros como en una muestra real de agua
residual. Los microorganismos de prueba seleccionados fueron Escherichia coli
ATCC11229, indicador de contaminacion fecal en el agua (OMS, 2017) y Bacillus subtilis
ATCC6633, por su diferenciacién en la pared celular y su capacidad de formar endésporas,
lo cual le confiere resistencia ante agentes quimicos y fisicos (Cregenzan et al., 2017)
también se trabajé con el efluente del sedimentador secundario del proceso de lodos
activados donde se evaluaron los coliformes totales y fecales, los cuales son considerados
indicadores de contaminacion fecal (Figura 5.2).

Figura 6.2 a) Sedimentador secundario de un proceso de lodos activados b) Cepa de E.
coli sembrada en Agar Bilis Verde Brillante c) Cepa de B. subtilis sembrada en Agar
Nutritivo.
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6.1.3 Curva de crecimiento microbiano

Se realizaron curvas de crecimiento microbiano para las bacterias de referencia:
Escherichia coli ATCC 11229 y Bacillus subtilis ATCC 6633. Las cuales se realizaron en
dos etapas distintas, la primera fue la obtencion del pre-inéculo, mediante la inoculacion de
una colonia aislada en 100 mL de caldo nutritivo, el cual posteriormente fue incubado a
37°C, 120 rpm durante un periodo de 14 horas. La segunda consistio en un estudio cinético,
basado en la adicion de 1% del pre- indculo en 250 mL de caldo nutritivo, con un registro
de la densidad o6ptica cada 60 minutos en un espectrofotémetro HACH DR5000, A= 600
(Figura 5.3), para finalmente calcular la velocidad especifica de crecimiento (1) obtenida, la

cual relaciona la cantidad de biomasa generada con respecto al tiempo. La férmula utilizada

X2
x

fue la siguiente d—tl donde x. es la biomasa al tiempo dos, x; la biomasa inicial y dt

corresponde a la diferencia entre tiempo final e inicial.
Para el tratamiento con ultrasonido y luz ultravioleta se utilizaron cultivos de E. coli y B.

subtilis en fase exponencial, en el caso de las enddsporas del cultivo de B. subtilis se incubd

por 5 dias a 37°C, 120 r.p.m. Por ultimo se calent6 el cultivo a 80°C por 10 min.

Figura 6.3 a) Pre-indculo de E. coli y B. subtilis b) Lectura de densidad Optica en el
espectrofotdmetro c) Cinéticas de crecimiento en una incubadora a una temperatura de
37°Cy 120 rpm.

6.1.4 Muestreo del agua residual

Se realiz6 un muestreo en la planta de tratamiento de aguas residuales municipales del

“Texcal” con el fin de conocer el horario en el cual se encontraba una densidad celular mas
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alta de coliformes totales y fecales, el muestreo se realizé como lo establece la NOM-001-
SEMARNAT-1996 y la NMX-AA-003-1980.

De acuerdo con la NOM-001- SEMARNAT-1996 se determind el niumero de muestras a
tomar dependiendo de las horas en la que operaba la planta de tratamiento al dia. Debido
a que la planta de tratamiento operaba mayor a 18 horas al dia se tomaron 5 muestras
simples en un intervalo entre muestras de 3 horas. El muestreo se realizdé durante un dia,
los horarios que se establecieron para el muestreo fueron a las 7:00 a.m., 10:00 a.m., 1:00

p.m., 4:00 p.m. y 7:00 p.m.

Como lo establece la NMX-AA-003-1980, se tomo la muestra a 15 cm aproximadamente de
profundidad del sedimentador secundario en bolsas Whirl - Pak por triplicado, las cuales
tenian etiquetas con la siguiente informacion:

e |dentificacion de la muestra

e Numero de la muestra

e Fechay hora de muestreo

e Punto de muestreo

e Temperatura de la muestra

e Profundidad de muestreo

¢ Nombre y firma de la persona que realizé el muestreo.

En seguida se transportd la muestra en hielo al laboratorio para determinar la densidad
celular de coliformes totales y fecales presentes en la muestra (Figura 5.4).

Figura 6.4 Muestreo en la Planta de Tratamiento del Texcal.
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6.1.5 Parametros de sonicacion

Para las pruebas de sonicacion se utilizé un equipo de ultrasonido Cole-Parmer CP505
(Figura 5.5), los parametros de operacién del ultrasonido fueron los siguientes: frecuencias:
20kHz, amplitud del 35% y una densidad ultrasénica de 3333.3 W/L. Los tiempos de
sonicacion fueron de 15, 30,45 y 60 minutos en los cuales no se control6 la temperatura y
se realiz0 el registré del incremento de temperatura. Los experimentos fueron realizados en

un sistema estacionario.

Figura 6.5 Equipo del ultrasonido Cole-Parmer CP505.

6.1.6 Parametros de radiacion

Las pruebas con radiacion ultravioleta se realizaron con una lampara de 25 W (Figura 5.6).
Los parametros de operacion fueron los siguientes longitud de onda de 254 nm, radiacion
de 70 W/cm?, se consideraron tiempos de radiacion de 2, 4 y 6 minutos de acuerdo a los
requerimientos de dosis para inactivar a los diferentes microorganismos seleccionados
(Solsona y Méndez, 2002).

Para evitar tener interferencia con el color del medio de cultivo, en el cual crecieron las
bacterias, se centrifugaron 50 mL del cultivo en fase exponencial a 4500 g por 4 minutos
con una temperatura de 27 °C después del tiempo transcurrido se eliminé el sobrenadante
y la pastilla se suspendi6é en agua residual sintética la cual fue preparada como lo establece

Velasco (2011) eliminando el extracto de levadura para eliminar el color amarillo claro.
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Figura 6.6 Lampara de luz ultravioleta de 25 W.

6.1.7 Viabilidad de las bacterias

Referente a la viabilidad de las bacterias seleccionadas, ésta se determiné de acuerdo al
método del numero mas probable (NMP) descrito en la norma NMX-AA-042-SCFI-2015
para el cultivo puro de E. coli y los coliformes totales y fecales

El método involucré dos etapas, la primera etapa consistio en una prueba presuntiva

Se realizaron diluciones seriadas de 1x10! hasta 1x10° (antes del tratamiento) y 1x10*
hasta 1x102 (después del tratamiento) y en tubos de vidrio de 18x22 mm con tubos de
fermentacion invertidos (campanas de durham), los cuales contenia 9 mL de caldo
lactosado con purpura de bromocresol y 1 mL de muestra. Se dejaron incubar a 37°C por
una tiempo de 24 y 48 horas.

Después de 24 horas se procedié a tomar la lectura de tubos en donde los tubos positivos
pasan a la prueba confirmativa. Se consideraron tubos positivos a los que tenia crecimiento
microbiano y formacion de gas asi como también a los que cambiaron de color de una
tonalidad morada a una amarilla. Los tubos que no mostraron cambio alguno se metieron a

incubar de nuevo y se tomo lectura nuevamente a las 48 horas.
La segunda etapa consistié en la prueba confirmativa

De los tubos que resultados ser positivos se sembraron los tubos positivos en tubos de
ensayo que contenia 10 mL de medio de E. coli para determinar coliformes fecales y en
Caldo Bilis Verde Brillante para determinar coliformes totales. Los tubos que contenia medio

de E. coli se incubaron a 44.5°C en bafio maria, y se tomé lectura de los tubos a las 24
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horas y los que contenia caldo bilis verde brillante a 37 °C y se tomaron lectura de los tubos

a las 24 horas y 48 horas de incubacion (Figura 5.7).

a) Prueba presuntiva r nfirmativa
: " | — -

Figura 6.7 Técnica de nUmero mas probable a) Prueba presuntiva b) Prueba confirmativa.

Para B. subtilis, se efectuaron diluciones y siembras en placa conforme a lo establecido en
la norma NOM-110-SSA1-1994.Se realizaron diluciones seriadas de 1x10* hasta 1x10° del
cultivo de B. subtilis antes y después del tratamiento de las cuales se sembraron 100uL de
cada dilucién en cajas petri con agar nutritivo. Se incubaron por 24 horas a 37°C, después
del tiempo transcurrido se realiz6 el conteo de las Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro (UFC/mL)(Figura 5.8).

Figura 6.8 Conteo de UFC/mL de B. subtilis.
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6.2 Segunda parte

6.2.1 Diseflo experimental

El disefio experimental consisti6 en dos escenarios diferentes, el primero tuvo como
parametros fijos la frecuencia, amplitud y temperatura considerando al tiempo como un
parametro mévil. En el segundo escenario los parametros fijos fueron de igual manera la
frecuencia y amplitud con excepcion del tiempo y la temperatura; éstos ultimos fueron

parametros moviles.

Los experimentos con control de temperatura se realizaron en una tina con agua fria en la
cual se recirculé agua para mantener la temperatura constante 25 °C + 1 °C por otro lado
los experimentos sin control de temperatura se realizaron de manera aislada en una caja
de poliestireno expandido para evitar pérdidas de calor que se generaron de la cavitacion
al ambiente. Se monitored la temperatura con un termémetro de mercurio en los tiempos

establecidos de sonicacion (Figura 5.9).

Los escenarios de experimentacién anteriormente descritos facilitaron el concomimiento de
la energia proporcionada bajo distintas condiciones. Para calcular la energia en el primer
escenario se determind de la siguiente manera Ees;=P*t/V donde Eesp= La energia de
sonicacidn mecanica (J), P= Potencia (Watts) y V=Volumen (L), mientras que en el segundo
escenario se determiné de la siguiente manera Q=mc(t.-t;) donde Q=la energia de
sonicacion mecanica - térmica (J), m=la masa (Kg), c= capacidad calorifica ( agua es
4180J/Kg °C), to-t1= diferencia de temperatura (°C).

6.2.2 Parametros de sonicacion.
Los parametros de operacion del ultrasonido HIELSCHER UP200St fueron los siguientes
frecuencia de 26 kHz, amplitud de onda del 100% (90 um), potencia del equipo 200 W y

densidad ultrasénica de 1333 W/L. El tiempo de sonicacién considerado fue de 10, 20, 30

minutos para el primer escenario y 3:20, 6:40 y 10 minutos para el segundo escenario.
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Figura 6.9 Tratamiento con ultrasonido a) Sistema con control de temperatura b) Sistema
sin control de temperatura.

6.2.3 Selecciéon de muestra

Los microorganismos seleccionados fueron coliformes totales y fecales y colifagos
somaticos, los cuales son considerados indicadores de contaminacion fecal y viral
correspondientemente. Estos se encuentran presentes en el agua residual es por ello que
se decidio trabajar con dos efluentes, el primero provenia del sedimentador secundario de
un proceso de lodos activados y el segundo de un humedal de flujo horizontal subsuperficial

ubicados en Hualqui, Concepcidn, Chile (Figura 5.10).

Figura 6.10 a) Proceso de biologico de lodos activados b) Humedal de flujo horizontal
subsuperficial y ¢) Recoleccién de muestra.
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6.2.4 Parametros fisicoquimicos

e Potencial redox (pH) , conductividad y oxigeno disuelto
Se utilizaron electrodos de pH y conductividad (uS/cm) en un equipo multipardmetro
OAKTON ®PC650 para cuantificar dichos valores, para el oxigeno disuelto (mg/L) se utilizé
un Oximetro WTW Oxin330i (Figura 5.11).

Figura 6.11 Medicion de pH y conductividad en el efluente del humedal de flujo horizontal
subsuperficial y del sedimentador secundario de un proceso de lodos activados.

¢ Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
Para conocer la DQO (mg/L) se realizé una mezcla en tubos de ensayo los cuales contenia
2.5 mL de las muestras, 1.5 mL de la solucién digestora y 3.5 mL de la solucion catalitica
se agitaron con cuidado hasta su completa homogenizacion y se colocaron los tubos un
digestor donde reaccionaron en un tiempo de 2 h a 150 °C. Posteriormente se dejaron
enfriar los tubos y se midieron por espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm,
para determinar el oxigeno equivalente de la materia organica que es susceptible a la

oxidacion por un fuerte oxidante (Figura 5.12).

La solucion digestora estaba compuesta por 10.216 g/L de K>Cr,0O7, 33g/L HgSO.y 167 mL
H.S y la solucién catalitica la cual esta compuesta 10.7g/L de AG.SO. en H.S. El método
gue se llevd acabo fue establecido en los Métodos estandar para el andlisis de aguas y
aguas residuales (American Public Health Association (APHA), American water works
association (AWWA), pollution control federation (WPCF) 2005. Standard methods for
examination of water and wastewater. 5-14 y la Norma Oficial Chilena NCh2313/24.0f97
Agua grado reactivo para analisis Especificaciones Parte 2: Andlisis fisico quimico y
microbiol6gico de agua potable, aguas crudas y aguas residuales.
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Figura 6.12 Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

¢ Demanda Biolégica de Oxigeno (DBOs)
Por otra parte se determind el oxigeno consumido por microorganismos en la estabilizacién
de la materia organica biodegradable, esto bajo condiciones aerobias, se incubaron las
muestras en la oscuridad a 20 °C durante 5 dias, determinandose el oxigeno disuelto con
el método Winkler Azida modificada el cual determina la concentracion (mg/L) por el método
establecido por APHA, WPCF y NCh 2313/5 2005.

El cual establece airear el agua a utilizar minimo una hora antes. Se procedi6 a calcular el
volumen de muestra a usar con base a la DQO obtenida anteriormente. Se seleccionaron
botellas de vidrio de borosilicato para determinar la DBOs en el dia 1 y 5, se colocaron 300ul
de buffer pH 7, MgS0O,4, CaCl, y FeCl; de cada uno. En seguida se procedié a colocar la
muestra y se lleno la botella hasta el esmerilado con el agua de dilucion anteriormente

aireada.

Las botellas de dia 5 se les dejo un sello de agua y se cerraron con parafilm se incubaron
las muestras en la oscuridad a 20 °C durante 5 dias. A las botellas del dia 1 se fijé el oxigeno
con 1 mL deMnSO4 méas 1 mL de Alcali yoduro Azida el cual formo un precipitado café se
dej6 decantar y se disolvio con 1mL de H,SO4

Después se tomaron 100 mL de la botella del dia 1 y se colocé en un matraz con agitacion,
se comenzo a titular con Na,S,03 0.025N hasta notar un color amarillo claro, posteriormente
se adicionaron 2-3 gotas de almidén el cual provoco que la muestra tomara una tonalidad
morada. Se sigui6 titulando hasta incoloro y se registré el volumen gastado de Na;S;0s
(Figura 5.13).
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De igual manera se realizé la cuantificacion de la materia organica biodegradable en el dia

5. Para calcular la DBOs se realizé el siguiente célculo:

DBOs—= =

mg _ (D; — D;) * 0.025N % 8000 * Volumen de la botella
L Volumen titulado * volumen muestra

Siendo:

D1: oxigeno disuelto de la muestra diluida inmediatamente después de la preparacion,
mg/L.

D2: oxigeno disuelto de la muestra diluida después de cinco dias de incubacion a 20 °C,
mg/L.

S

Figura 6.13 Determinacion de la Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBOs)

e Carbo6n Orgénico Total (COT)

El COT (mg/L) se determindé mediante un equipo de carbono organico total SHIMADZU,
TOC-LCPH (Figura 5.14), equipado con auto muestreador ASI-L SHIMADZU. EIl software
que se utilizé fue TOC-Control L, version 1.02. En el equipo se inyectaron las muestras en
una camara de reaccion, a 680 °C, rellena con un catalizador oxidante. Como consecuencia
de ello, la muestra se vaporiza y el carbono total se oxida a CO; y otros productos de la
reaccion. Este CO. y subproductos se transportan, y se eliminan los subproductos de la
reaccion que podrian interferir en la medida. El CO, se mide y sirve para conocer la
concentracion de TC de la muestra. El TOC se determina por diferencia entre TC e IC, por
lo que se debe medir ademés la cantidad de carbono inorgéanico de la muestra. El IC se
determina mediante la acidificacion de la muestra con un acido fuerte (HCI) de forma que
todo el IC se convierte en CO», que se mide a su vez, en el analizador de infrarrojos. En
estas condiciones el carbono organico no se oxida, por lo que solo se determina el IC. El
método que se sigui6 fue establecido por APHA, WPCF.
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Figura 6.14 Equipo de carbono orgéanico total

e  Amonio (N-NH.)
El N-NH, (mg/L) se determin6 por el método de fenol el cual consisti6 en mezclar 2.5 mL
de muestra con 0.1mL solucién de fenol, 0.1 mL de nitroprusiato de sodio, y 0.25mL de
solucién oxidante (Figura 5.15) la cual reaccion6 durante una hora en la obscuridad
después del tiempo de reaccion se midié la absorbancia a una longitud de onda de 640 nm
este método fue establecido por la APHA, AWWA, WPCF.

Figura 6.15 Determinacion de amonio

e Nitrégeno total (NT)

En la determinacion del NT (mg/L) se realizd un test en cubetas Spectroquant®. EL cual
transforma los compuestos organicos e inorganicos de nitrégeno en nitratos por el método
de Koroleff por tratamiento con un oxidante en un termorreactor. Estos nitratos, en solucién
sulfurica y fosforica, forman con 2,6-dimetilfenol (DMP) el compuesto 4-nitro-2,6-dimetilfenol
gue se determina fotométricamente.

El método consistio en disgregar la muestra, para esto se coloc6 1 mL de la muestra en un
tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada en la cual se agreg6 1 microcuchara azul rasa
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y 6 gotas del reactivo N-2K en seguida se colocaron la muestras en el termorreactor a 120°C
durante 1 hora.

Después del tiempo transcurrido se dejaron enfriar los tubos se colocé 1 mL en un cubeta
de reaccion y 1 mL del reactivo N3K se dejé un tiempo de reacciones de 10 min y se realizé
la medicién fotométrica de las cubetas (Figura 5.16).

Figura 6.16 Determinacién de Nitrégeno Total (NT)

o Fosfato (P-PO.)

El P-PO4 (mg/L) se determind mediante la conversion de las diferentes formas de fosforo a
ortofosfato disuelto y deteccion colorimétrica. La determinacién colorimétrica, en la cual el
ortofosfato reacciona con molibdato de amonio y tartrato antimonilico bajo condiciones
acidas para formar el acido heteropoliacido fosfomolibdico que en presencia de acido
ascorbico se reduce a azul de molibdeno (Figura 5.17). La técnica consistié en tomar 5 mL
de muestra afiadiendo 1 gota de indicador de fenolftaleina. Si aparecia un color rojo, se
adicionaba H>SO. 5N gota a gota, hasta que empezara a desaparecer. Se adicion6 0.8 mL
de reactivo combinado el cual estaba compuesto por 50 mL de acido sulfarico 5N, 5 mL de
solucién de potasio antimonil tartrato, 15 mL de solucion de molibdato de amonio y 30 mL
de solucion de acido ascorbico, éste método esta normalizado para el analisis de las aguas
potables y residuales establecido por APHA, AWWA, WPCF.
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Figura 6.17 Determinacion de fosfatos

e Fosforo total (PT)

La determinacion del PT (mg/L) se realiz6 mediante el test en cubetas Spectroquant® En
solucién sulfurica los iones ortofosfatos los cuales forman con los iones molibdato &cido
molibdofosforico. Este dltimo, con &cido ascorbico, se reduce a azul de fosfomolibdeno
(“PMB”) que se determina fotométricamente. El método consistié en colocar 1 mL de la
muestra en una cubeta de reaccion y 1 dosis del reactivo P-1K después de agregar los
reactivos se calent6 la cubeta durante 30 minutos a 120 °C en el termorreactor, después
del tiempo transcurrido se dej6 enfriar la muestra.

Posteriormente se colocé 1 mL de la muestra anteriormente preparada en una cubeta de
reaccion nueva en seguida se colocaron 5 gotas del reactivo P—2K y 1 dosis del reactivo
P-3K se agit6 vigorosamente hasta que el reactivo se disolvié completamente. Se dejo un
tiempo de reaccion de 5 minutos (Figura 5.18), posteriormente a esto se realizé la medicion
en el fotdbmetro. Este método esta aprobado por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA

del inglés Environmental Protection Agency) para residuales.

Figura 6.18 Determinacion de fosforo total
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6.2.5 Parametros microbioldgicos

Se determinaron tres parametros de contaminacién microbiologica de las aguas

residuales:

e Coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF)
Los CTy CF (NMP/100mL) se determinaron por el método establecido en la APHA, AWWA,
WPCF y la NCh2313/22. Of. 95 Aguas Residuales — Métodos de andlisis — Parte 22:
Determinacion de coliformes fecales en medio EC.

El método involucré dos etapas, la primera etapa consistio en una prueba presuntiva

Se realizaron diluciones seriadas de 1x10*! hasta 1x10° (antes del tratamiento) y 1x10*
hasta 1x102 (después del tratamiento) y en tubos de vidrio de 18x22 mm con tubos de
fermentacion invertidos (campanas de durham), los cuales contenia 9 mL de caldo

lactosado y 1 mL de muestra. Se dejaron incubar a 37°C por una tiempo de 24 y 48 horas.

Después de 24 horas se procedié a tomar la lectura de tubos en donde los tubos positivos
pasan a la prueba confirmativa. Se consideraron tubos positivos a los que tenia crecimiento
microbiano y formacion de gas asi como también a los que cambiaron de color de una
tonalidad morada a una amarilla. Los tubos que no mostraron cambio alguno se reincubaron

y se tom0 lectura nuevamente a las 48 horas.
La segunda etapa consistio en la prueba confirmativa

De los tubos que resultados ser positivos se sembraron los tubos positivos en tubos de
vidrio de 18 x22 mm que contenia 10 mL de medio de E. coli para determinar coliformes
fecales y en Caldo Bilis Verde Brillante para determinar coliformes totales. Los tubos que
contenia medio de E. coli se incubaron a 44.5°C en bafio maria, y se tomd lectura de los
tubos a las 24 horas y los que contenia caldo bilis verde brillante a 37 °C y se tomaron

lectura de los tubos a las 24 horas y 48 horas de incubacion (Figura 5.19).

45



Figura 6.19 Etapa confirmativa de la técnica de nimero mas probable

e Colifagos somaticos (CS)

Lo que respecta a los CS (UFP/100mL) se llevaron a cabo por el método establecido
USEPA. “Method 1602: male specific (F+) and somatic coliphage in water by single agar
layer (SAL); EPA 821-R- 01-029.”.

El cual consistié en preparar un cultivo de E. coli en Caldo Tripticasa de Soya, el cual se
incubd a 35°C por un tiempo de 12 hrs, con el fin de obtener una concentracién de la
bacteria huésped adecuada para el andlisis. Posteriormente se filtraron 100 mL de la
muestra, con filtro estéril de 0,22 um. La muestra filtrada se recolecto en un matraz
erlenmeyer de 250 mL estéril, donde se agregd 1 mL de solucién de cloruro de calcio y se
mantuvo a 48 °C (bafio maria). Posteriormente se agregaron 5 mL de E. coli dejandola 48°C
por 3 minutos. Transcurrido este periodo de tiempo, se adicioné suavemente los 100 mL de
Agar Pac disuelto y por ultimo se incub6 37°C y realizé el conteo a las 18 horas de

incubacion.
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CAPITULO 7. RESULTADOS

7.1 Primera parte

7.1.1 Estandarizacion de la muestra

La estandarizacion de las muestras consistio en realizar curvas de crecimiento microbiano
con el fin de conocer el periodo de la fase exponencial. En la Figura 5.1 se observa la curva
de crecimiento de E. coli en funcion del tiempo, donde se representa la tendencia
linearizada, para obtener la velocidad de crecimiento maxima durante la fase exponencial
del cultivo, la cual fue de 0.5004 h™* con una duracién de 5 h. Una vez obtenido dicho valor,
se tomaron alicuotas a las 4 h para ser sometidas a las pruebas de desinfeccion por medio
del tratamiento con ultrasonido, garantizando asi, que las células de E. coli se encontraran
en su fase de crecimiento exponencial.

Adicionalmente, se muestran las curvas de crecimiento bacteriano, para el cultivo de B.
subtilis, cuya fase exponencial y toma de alicuota resultaron iguales que para E. coli, con
una velocidad de crecimiento de 0.6551 h-1. Los valores cinéticos de crecimiento coinciden
con los reportados por Ramirez, et. al.,, (2005), indicando una duplicacion en la
concentracion de E. coli cada 20 minutos. Ademas, la duracion de fase exponencial de 4 h
se debe a que las condiciones de crecimiento que se manejan son las Gptimas para su
desarrollo, aunado a que las condiciones controladas como la temperatura, oxigenacion y
composicion del medio ayudan a que el experimento se pueda reproducir. En el caso de B.
subtilis se obtuvo una velocidad de crecimiento mayor de lo reportador por Hernandez, et.al.
(2014), esto se debe a que B. subtilis metaboliza una amplia variedad de azlcares
incluyendo xilosa, arabinosa, malosa, sacarosa, celobiosa y glucosa, ademas puede utilizar
una amplia variedad de polimeros (proteinas y carbohidratos) por su capacidad para
secretar grandes cantidades de enzimas extracelulares directamente al medio de cultivo
(Stilken y Hillen, 2000).
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Figura 7.1 Curva de crecimiento microbiano a) E. coli y ¢) B. subtilis. Tendencia linearizada
de la fase exponencial de b) E. coli y d) B. subtilis.

La distribucién horaria de coliformes totales y fecales en el efluente del sedimentador
secundario de la planta de tratamiento se muestra en la Tabla 5.1. La media geométrica
resulté de 1.0E+06 y 9.72E+05 para los coliformes totales y fecales, respectivamente.
Debido a que los valores maximos de densidad celular (4.06E+06) para ambos tipos de
coliformes se registraron a las 7 h, las muestras sometidas a sonicacion fueron realizadas
en dicho horario, garantizando asi que los resultados a obtener sean escalables a la mayor
carga de contaminacion microbiolégica, valores que ademas coinciden con los registros
méximos reportados para un agua residual municipal (Tchobanoglous y Burton, 2003;
Glymph, 2004).
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Tabla 7.1 Caracterizacion de coliformes totales y fecales del efluente secundario de una
planta de tratamiento de aguas residuales municipales.

Hora de muestreo Coliformes totales (CF) Coliformes fecales

(CF)
07:00 4.60E+06 4.60E+06
10:00 1.50E+04 1.50E+04
13:00 7.00E+03 4.,00E+03
16:00 2.40E+05 9.30E+04
19:00 1.50E+05 1.50E+05
n=9

7.1.2 Tratamiento con ultrasonido

Referente al tratamiento con ultrasonido, éste mostro incrementos de temperatura conforme
se incrementd el tiempo de sonicacion, lo cual puede ser atribuido a las fuerzas de
cizallamiento generadas durante la implosion de las burbujas, provocando asi fricciones
entre las mismas, lo que aumenta la temperatura en el medio (Cheeke, 2012). La
temperatura inicial del medio liquido fue de 26.4 £+ 0.9 °C, alcanzando un valor maximo de
64.1+£1.9 °C a los 60 minutos (Tabla 5.2).

Tabla 7.2 Incremento de la temperatura con respecto al tiempo (tratamiento de
ultrasonido)

Tiempo (min) Temperatura °C
0 26.4+0.9
15 453+2.4
30 58.6+24
45 629+1.4
60 64.1+1.9

n=3

La Figura 5.2 presenta los resultados obtenidos durante la aplicacion del ultrasonido para
los diferentes microorganismos evaluados. En el caso de los coliformes totales y fecales,
se redujeron 6 unidades logaritmicas, a una frecuencia de 20 kHz, 35% de amplitud y 45
minutos de sonicacion. Para los cultivos puros, se obtuvo una reduccion de 5.8 y 6.34
unidades a los 30 minutos para E. coli y B. subtilis, respectivamente, bajo las mismas
condiciones de operaciéon. La excepcion fue el resultado obtenido con el tratamiento

aplicado a las enddsporas cuya reduccion no fue >1 unidad (0.19).
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Figura 7.2 Tratamiento con ultrasonido, frecuencia de 20 KHz, amplitud del 35% a
diferentes tiempos a) CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales E. coli: cultivo puro en
fase exponencial b) B. subtilis: cultivo puro en fase exponencial.

La Figura 5.2 presenta los resultados obtenidos durante la aplicacion del ultrasonido para
los diferentes microorganismos evaluados. En el caso de los coliformes totales y fecales, la
eficiencia de inactivaciéon fue del 100% a una frecuencia de 20 KHz, 35% de amplitud y 45
minutos de sonicacién. Para los cultivos puros, el mismo porcentaje se alcanz6 a los 30
minutos tanto para E. coli y B. subtilis, bajo las mismas condiciones de operacion, a
excepcién de las endésporas cuya eficiencia fue <50%, esta baja eficiencia puede

relacionarse con su resistencia (Holt et al., 1977).
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Figura 7.3 Porcentaje de inactivacion con ultrasonido CT: Coliformes totales, CF:
Coliformes fecales E. coli: cultivo puro en fase exponencial, B. subtilis: cultivo puro en fase
exponencial.

En relacion a la dosis de energia suministrada durante el tratamiento con ultrasonido para
todos los microorganismos de prueba, se observé que el valor mas alto fue de 3333.3 kJ.
Cantidad que resulté insuficiente para la inactivacién de las endésporas de B. subtilis. Caso
contrario a los 833.3 kJ, cantidad que redujo en 2 unidades logaritmicas la densidad de B.
subtilis y E. coli de los cultivos puros y 6 unidades para los coliformes totales y fecales a
2500 kJ.
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Figura 7.4 Dosis suministrada con ultrasonido CT: Coliformes totales, CF: Coliformes
fecales E. coli: cultivo puro en fase exponencial, B. subtilis: cultivo puro en fase exponencial.
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7.1.3 Tratamiento con luz ultravioleta

Para el tratamiento con luz ultravioleta se logré una reduccion logaritmica de 5.9 unidades,
tanto para los coliformes totales como fecales, mientras que para el cultivo puro de E. coli
se obtuvo una reduccion menor la cual fue de 3.62 unidades, con lo que respecta a B.
subtilis se logré reducir en 4.48 unidades, una reduccién mayor en comparaciéon con el
cultivo puro de E. coli, mientras que para las endésporas Unicamente se redujo en 1.1
unidades logaritmicas, todas las reducciones logaritmicas anteriormente mencionadas

fueron en un tiempo de 6 minutos (Figura 5.5).
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Figura 7.5 Tratamiento con luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm, a diferentes
tiempos a) CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales E. coli: cultivo puro en fase
exponencial b) B. subtilis: cultivo puro en fase exponencial.

Los resultados obtenidos por la aplicacion del tratamiento con luz ultravioleta para los
distintos microorganismos evaluados (E. coli, B. subtilis, enddsporas y Coliformes totales y
fecales) se muestran en la Figura 5.6. Con respecto a la eficiencia del tratamiento, éstas

fueron <80 y 100% para los cultivos puros y coliformes, respectivamente.
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Figura 7.6 Porcentaje de inactivacion con luz ultravioleta CT: Coliformes totales, CF:
Coliformes fecales E. coli: cultivo puro en fase exponencial, B. subtilis: cultivo puro en fase
exponencial.

De acuerdo a los valores de energia aplicados a los microorganismos para su inactivacion,
dosis de 60, 40 y 20 kJ redujeron en 1 y 3 unidades logaritmicas la densidad inicial de las

endosporas y, coliformes y cultivos puros, respectivamente.

[N
1

~
1 61 5
E ~
|
o £ 4
d 4 < Enddosporas
O de B. subtili
; - T 13- e B. subtilis
z BE cr 3
= o 21 El B subtilis
o 27 B E coli hurt
- o
)] [e]
o -
-

o
I
o
I

Dosis (kJ) Dosis (kJ)

Figura 7.7 Dosis de energia suministrada con ultrasonido para CT: Coliformes totales, CF:
Coliformes fecales, E. coli: cultivo puro en fase exponencial y B. subitilis: cultivo puro en fase
exponencial.
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7.2 Segunda parte

7.2.1 Energia producida por el ultrasonido

A continuacion se presenta la energia generada durante el tratamiento con ultrasonido al
tiempo 200, 400 y 600 segundos, es importante hacer mencién que durante el desarrollo
de las pruebas no se control6 la temperatura del sistema. Teniendo asi, valores de energia
total de 266.7, 533.3 y 800 kJ, para los tiempos antes mencionados, a diferencia del valor
maximo alcanzado con la temperatura fija (25 °C + 1), el cual fue de 2345.8 kJ a 1800
segundos (Tabla 5.3).

Tabla 7.3 Energia suministra en diferentes tiempos con ultrasonido a una frecuencia de
26 kHz y una amplitud del 100%.

. Energia kJ ,
Tiempo (seg) Registro de temperatura
Total Temperatura Cavitacién

200 266.7 25.1 241.6 48+ 0.5

400 533.3 41.5 491.8 75.8+£1.25

600 800.0 54.2 745.8 90+0.5

600 774.9 - - 25+1

1200 1558.5 - - 25+1

1800 2345.8 - - 25+1

7.2.2 Tratamiento con ultrasonido y el efecto de la temperatura

Otro parametro que favorece la inactivacion de los microorganismos utilizados durante la
aplicacion de ultrasonido fue la temperatura, que de acuerdo con la Figura 5.8 se observa
la completa inactivacion para los coliformes fecales y colifagos a 10 minutos. Esta
condicién, supera la eficiencia alcanzada bajo las condiciones de operaciéon de 30 minutos

y con el control de la temperatura (Figura 5.9).
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Figura 7.8 Tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz y una amplitud del 100%
sin control de temperatura a diferentes tiempos (0 min — 7.5°C + 0.5°C, 3.3 min — 48°C +
0.5°C, 6.7 - 75.8°C + 1.25, 10 min — 89.5 + 0.5) a) CT: Coliformes totales, CF: Coliformes
fecales, c¢) Colifagos somaticos efluente un proceso de lodos activados b) CT y CF d) CS
efluente de un humedal de flujo horizontal sub superficial.
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Figura 7.9 Tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz y una amplitud del 100%
con control de temperatura (25 °C + 1) a) CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales, c)
Colifagos somaticos efluente un proceso de lodos activados b) CT y CF d) CS efluente de
un humedal de flujo horizontal sub superficial.
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7.2.1 Efecto del ultrasonido sobre algunos parametros fisicoguimicos

Para evaluar el efecto que tiene el tratamiento con ultrasonido sobre algunos parametros
quimicos Utiles en el monitoreo de la calidad del agua residual municipal (COT, DQO, DBOs,
NT, N-NH., PT y P-PQOs3), se realizaron pruebas quimicas para determinar sus valores de
concentracion inicial y final. Los resultados obtenidos para el efluente de un proceso de
lodos activados, muestran valores de remociéon de 28.4, 16.2, 8.3, 39.6, 46.9, 14.5, 6.6%
de COT, DQO, DBOs, NT, N-NH4, PT y P-PO4 respectivamente al aplicar el ultrasonido
durante 10 minutos de tratamiento y de 68.8, 39.4, 39.5, 50, 67.8, 37.3, 42.5% al aplicarlo
durante 30 minutos (Tabla 5.4).
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Tabla 7.4 Caracterizacion del efluente de un proceso de lodos activados tratado con
ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz, amplitud del 100%.

Parametro Unidades ~O0min 10 min % de 30 min % de
(sin tratamiento) remocion remocion

pH - 6.8+0.1 6.7 6.6
Conductividad ps/cm 809.5+1.8 790+21.2 745.3 +24.5
Potencial redox mV 15.5+0.1 147+ 1.7 17.4 +0.3
Temperatura °C 12.0 90.0+1.0 24.7 +0.6
Oxigeno disuelto mg/L 4.8 +0.1 40+0.3 4+0.6
CoT mg/L 24.8 +3.6 17.7 +0.4 28.4 8 £0.3 67.8
DQO mg/L 96.9+3.9 81.2+0.9 16.2 58.8 +2.6 39.4
DBOs mg/L 50.8 +4.2 46.1+4.0 8.3 30.8 0.5 39.5
NT mg/L 60.9+ 1.0 36.8+1.1 39.6 30.5+0.5 50.0
N-NH4 mg/L 04+0.1 0.2+0.1 46.9 0.1+ 0.1 67.8
PT mg/L 11+0.8 9.4+0.2 14.5 6.9+0.6 37.3
P-PO4 mg/L 6.7+0.3 6.2+0.1 6.6 3.8+0.2 425

En el caso del efluente del humedal de flujo horizontal subsuperficial, las eficiencias
alcanzadas al aplicar el ultrasonido durante 10 minutos fueron de 2.9, 36, 11.3, 3.2, 15.9,
9.9y 14.9 % para COT, DQO, DBOs, NT, N-NH4, PT y P-PQ4, respectivamente. Al igual que
el efluente de un proceso de lodos activados, la eficiencia se vio favorecida al aplicar

mayores tiempos de sonicacion (Tabla 5.5).
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Tabla 7.5 Caracterizacion del efluente de un Humedal de Flujo Horizontal Sub Superficial
tratado con ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz y una amplitud del 100%.

) ) 0 min ) % de . % de
Parametro Unidades (sin tratamiento) 10 min remocion 30 min remocion

pH - 7.1+0.1 76+04 7.6
Conductividad ps/cm 1.2+0.3 944.4 + 16.2 956.2 + 16.3
Potencial redox mV 11.6£0.3 14.1+4.0 114+1.1
Temperatura °C 8.0 88.8+1.0 25.0+1.0
Oxigeno disuelto mg/L 1.8+0.1 41+0.1 4.2 +0.1
CcoT mg/L 38.5%0.1 374+1.4 2.9 33.7+0.4 125
DQO mg/L 2185+14 139.9+17.8 36 109.6 +5.4 49.8
DBOs mg/L 51.2+4.7 454 +1.3 11.3 38.9+0.7 24
NT mg/L 68.0+ 1.0 65.8 £ 0.8 3.2 62.8+2.0 7.7
N-NH4 mg/L 10.8+0.4 9.1+04 15.9 8.3+0.1 23.6
PT mg/L 11.5+0.1 10.3+0.1 9.9 9.2+0.1 20.1
P-PO4 mg/L 7.3 6.2+0.1 14.9 5.2+0.1 27.8

7.2.2 Cinéticas de desinfeccion

Las cinéticas de desinfeccidn para todos los microorganismos probados se resumen en las
Figuras 5.10, 5.11, 5.12 y 5.13. La Figura 5.10, corresponde al efluente del sedimentador
secundario de un proceso de lodos activados tratado con ultrasonido (US) a un frecuencia
de 26 kHz en donde no se controlé la temperatura, las cinéticas que se obtuvieron fueron
de primer orden para los coliformes totales (CT), fecales (CF) y colifagos somaticos (CS)
con una velocidad de desinfeccion de 0.0261, 0.0254 y 0.016 1/s respectivamente. En la
Figura 5.11 se muestran los resultados de los microorganismos anteriormente
mencionados, es importante resaltar que en los experimentos se control6 la temperatura y
se obtuvieron cinéticas de desinfeccion de primer orden para los CT y CF, con un velocidad
de 0.057 1/s para ambos casos. En lo que respecta para los CS se obtuvo una cinética de

orden cero con una velocidad de desinfeccion de 16.191 (NMP/100mL)/L s.

La Figura 5.12 corresponde al efluente del humedal de flujo horizontal subsuperficial
(HFHSS), el cual fue sometido al tratamiento con US, sin el control de la temperatura y con
cinéticas de primer orden para CT, CF y CS. Las velocidades de desinfeccion de los CT,
CF Y CS fueron de 0.293, 0.0296 y 0.0171 1/s, para cada uno de los microorganismos,
mostrando un comportamiento similar al obtenido para el efluente de un proceso de lodos

activados.

Con lo que respecta al resultado obtenido para el efluente de HFHSS, con las mismas

condiciones de operacion citadas anteriormente y con control de temperatura, las cinéticas
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obtenidas fueron de orden 0, 1y 2 para los CS, CF y CT, con una velocidad de desinfeccion
de 33.797 (NMP/100mL)/L s, 0.0058 1/s y -6x10® L3/(NMP/100mL)/s, respectivamente.
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Figura 7.10 Cinética de desinfeccion de coliformes totales (CT) 0.0261 1/s, coliformes
fecales 0.0254 1/s y colifagos somaticos 0.016 1/s. Tratamiento con ultrasonido sin control
de temperatura para un efluente procedente de un sedimentador secundario de un proceso

de lodos activados.
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Figura 7.11 Cinética de desinfeccién de coliformes totales (CT) 0.0057 1/s, coliformes
fecales 0.0057 1/s y colifagos somaticos 16.191 (NMP/100mL)/L s y Tratamiento con
ultrasonido con control de temperatura para un efluente procedente de un sedimentador

secundario de un proceso de lodos activados.
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Figura 7.12 Cinética de desinfeccién de coliformes totales (CT) 0.0293 1/s, coliformes
fecales 0.0292 1/s y colifagos somaticos 0.0171 1/s. Tratamiento con ultrasonido sin control
de temperatura para un efluente procedente de un humedal de flujo horizontal
subsuperficial.
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Figura 7.13 Cinética de desinfeccién de coliformes totales (CT) 6x10% L3/ (NMP/100ml) s,
coliformes fecales 0.0058 1/s y colifagos somaticos 33.797 (NMP/10mL)/L s. Tratamiento
con ultrasonido sin control de temperatura para un efluente procedente de un humedal de
flujo horizontal subsuperfial.

63



CAPITULO 8. DISCUSION

8.1 Primera parte

Los resultados anteriores son técnhicamente satisfactorios, ya que el cultivo puro de E. coli
se inactivd, por completo, con un tiempo de sonicacién de 30 minutos a pesar de que se
encontraba en su fase exponencial en donde su velocidad de crecimiento y resistencia es
maxima (Madigan, et al., 2009). Esta completa inactivacién fue producida por la ruptura de
la pared celular de las bacterias. La accion del ultrasonido provoca cavitacion que a su vez
resulta en fuerzas de cizallamiento e incrementos de temperatura (Mason y Tiehm, 2001).
En efecto, la desinfeccion de E. coli ha sido evaluada eficientemente en estudios similares
como el de Blume y Neis de 2002 quienes eliminaron el 41.4% de la densidad celular inicial
en una muestra real de aguas residuales. No obstante, el incremento de temperatura (hasta
58.6 + 2.4) represent6 un efecto considerable sobre las células de E. coli, se sabe que ésta
bacteria desarrolla sus funciones metabdlicas en un intervalo de 20 a 45°C (Frazier y
Westhoff, 1991; Adams y Moss, 1997; Huesca, et al., 2014). El incremento de temperatura
afecto la permeabilidad de la bacteria provocando el descontrol en la entrada y salida de
nutrientes y componentes celulares. Aunado a esto, durante el tratamiento se generan iones
hidroxilo y radicales libres, que actian oxidando de igual manera componentes esenciales
de las bacterias (lipidos, proteinas y DNA) generando como subproducto H»O; el cual no

es considerado como un compuesto peligroso (Jyoti, et al., 2004).

Con lo que respecta a B. subtilis, de igual manera, en un tiempo de sonicacion de 30
minutos se inactivé por completo. Sin embargo, se aprecia que desde los 15 minutos se
tuvo una densidad celular menor en comparacion con E. coli, probablemente esto se debe
a las diferencias de la pared celular entre estas bacterias la primera es una gram positiva
la cual tiene una capa gruesa de peptidoglucano y la segunda una gram negativa la cual
esta compuesta por una membrana citoplasmatica y una capa delgada de peptidoglucano
(Tortora, et al., 2004). Lo cual nos indica que las bacterias mas sensibles ante este
tratamiento son las gram positivas seguidas de las gram negativas, se obtuvo la misma

tendencia de sensibilidad con los resultados reportados por Drakopoulou ,et al., en 2009.

Los coliformes totales y fecales presentes en el agua residual, mostraron una inactivacion
del 100% a partir de los 45 minutos de sonicacion. Esta mayor resistencia por parte de los

microorganismos presentes en agua residual, probablemente se debe a que en dicho
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sustrato coexisten distintas especies bacterianas (Ramalho, 2012), de las cuales al menos
cuatro eran del grupo de coliformes (Escherichia, Kleibsella, Enterobacter y Citrobacter),
ademas de otros microorganismos pluricelulares, lo cual forma un consorcio de
microorganismos que en dinadmica de poblaciones provoca que cada microorganismo sea
mas resistente ante condiciones de estrés, que si solo existiera una sola especie (Moeller,
et al., 2011; Saxena, et al., 2015), tal y como se suscitd en los cultivos puros con E. coliy
B. subtilis.

En cuanto a la comparacion de coliformes totales con los fecales a los mismos 30 minutos
de sonicacion, las remociones fueron del 98.27% para los totales y 99.73% para los fecales
sin observarse diferencia significativa entre sus remociones (P>0.05), esto se debe a que
como su nombre lo indica, los coliformes totales incluyen a todas las especies de este
género, mientras que los fecales s6lo se enfocan al género Escherichia y en menor
proporcion a Kleibsiella y Citrobacter por lo tanto entre tratar 3 o 4 géneros se obtienen
porcentajes de inactivacion similares (Moeller, et al.,, 2011), ademas los géneros
anteriormente mencionados se caracterizan por ser de las mas susceptibles a los diferentes
agentes desinfectantes (Payment, et al., 2001; Koivunen, et al., 2003; Lefebvre y Moletta,
2006). La cavitacion provocd la ruptura de la pared celular de las bacterias y el incremento
de temperatura del medio alteré la permeabilidad de la membrana externa. Por lo tanto, a
los primeros 15 minutos de tratamiento se alcanzé una temperatura de 45.3 + 2.4 °C,
eliminando al género Enterobacter que no subsiste arriba de los 40 °C (Izquierdo et al.,
2004).

Para la remocion del indicador de contaminacion fecal a los 15 minutos de sonicacion
muestran que en agua residual, los coliformes fecales se removieron en un 23.60% y en el
cultivo E. coli un 86.89% encontrando diferencias significativas entre ellos (P<0.05) (anexo).
Esto se relaciona con lo arriba mencionado sobre la dinamica de poblaciones en el sentido

de que tratar un solo género o varios géneros bacterianos puede presentar diferencias.

Se ha reportado que las enddsporas de B. subtilis son resistentes ante tratamientos de
desinfeccion (Mara y Horan, 2003), el tratamiento con ultrasonido no fue la excepcién. Esto
posiblemente se debe a la proteccion que le brinda la envoltura de la endésporas, la cual le
proporciona resistencia ante agentes quimicos indicandonos que la generacion de radiales
libres por la cavitacién no afectan a la misma. Aunado a esto las enddsporas son estructuras
gue resisten temperaturas por arriba de 100 °C por un tiempo de 20 minutos (Huesca et al.,

2014) y las fuerzas de cizallamiento generadas no fueron suficientes para provocar la

65



ruptura de las endosporas, los cual nos indicaria que bacterias que son capaces de
esporular, presentes en el agua residual como Clostridium perfringens, no pueden ser

eliminadas bajo estas condiciones con el tratamiento con ultrasonido.

Por otra parte el tratamiento con luz ultravioleta mostré resultados de inactivacion de
coliformes totales y fecales similares a los del ultrasonido en un menor tiempo, a excepcién
del cultivo puro de E. coli el cual mostré mas resistencia ante este tratamiento; también se
encontré que existe una diferencia significativa (P>0.05) (anexo) al inactivar coliformes
fecales presentes en el agua residual y el cultivo puro de E. coli con luz ultravioleta esto
probablemente se debe a que el cultivo puro de E. coli se encontraba en su velocidad
méaxima de crecimiento mientras que los coliformes fecales estaban en condiciones de

estrés.

De igual manera con el cultivo de B. subtilis se mostr6 mayor sensibilidad ante este
tratamiento. El porcentaje de remocion de las enddsporas de B. subtilis no fue similar con
lo reportado por Méndez y Solsona en el 2002 a pesar de que se aplicé la dosis necesaria

para inactivar a las enddsporas al 99.99% solo se logré una inactivacion del 92.05%..

8.2 Segunda parte

Por otra parte el tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz y una amplitud del
100% logro inactivar, en un menor tiempo, a los coliformes totales y fecales en comparacion
con experimentos anteriores, en donde se manej6 una frecuencia de 20 kHz y una amplitud
del 35%. Esto se debe a la intensidad del ultrasonido ya que esta directamente relacionada
con las ondas ultrasoénicas. Se ha reportado que a mayores amplitudes, aumentan las zonas
de presion negativa favoreciendo a la cavitacién, asi como también el incremento de
temperatura, ya que modifica propiedades del medio liquido como la presién de vapor
(Berliner 1984; Suslick 1988).

La frecuencia también es considerada como un factor importante ya que a menor frecuencia
se tiene un aumento de energia (Joyce, et al., 2003). Los resultados de los experimentos
realizados nos indican que la amplitud es un factor importante a considerar y que para tener
un mejor resultado de inactivacion es conveniente trabajar a una frecuencia de 20 kHz y a
una amplitud del 100%.
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Al evaluar dos escenarios diferentes en donde se realizaron experimentos con y sin control
de temperatura nos revel6 la importancia de la misma. Al tener estos dos escenarios se
observo que la inactivacibn aumenta cuando no se controla la temperatura teniendo
porcentajes de inactivacion del 100% a los 10 minutos, mientras que a los 30 minutos en
los experimentos donde se controlo la temperatura a 25 + 1 °C se obtuvo un porcentaje de
inactivacion >50% .En cuestién de sensibilidad de los microorganismos evaluados los
coliformes totales y fecales tuvieron una sensibilidad parecida a los colifagos somaticos.
Esto se relaciona con el hecho de que la composicién de los virus es principalmente por
proteinas. La cépside es el conjunto de proteinas las cuales estan ensambladas para
proteger el material genético de los virus y en el caso de las bacterias estan formadas por
fosfolipidos y proteinas (Pepper, et al., 2015) las cuales de igual manera se ve afectados

por la cavitacion.

Durante el tratamiento con ultrasonido a los 30 minutos se generd una energia de 2345.8
kJ la cual fue suficiente para romper los puentes de hidrégeno de la molécula del agua ya
que solamente se requieren 930 kJ (Chang, 2011), esto conllevd a la generacion de
radicales OH" los cuales son considerados altamente oxidantes (Figueruelo y Davila, 2004).
Los radicales OH" contribuyen al proceso de desinfeccion y a reducir la concentracién de
otros contaminantes que se encuentran en el agua residual los cuales provocan problemas
en el cuerpo receptor en el caso de no ser removidos. De igual manera se aprecié una
disminucién en los indicadores de contaminacion del agua a partir de los 10 minutos; esto

se debe a lo anteriormente descrito.

La CONAGUA establece la DBOs y DQO como indicadores de materia organica presente
en el agua indicandonos la calidad que se tiene de la misma, los intervalos de la DBOs son
los siguientes DBOs < 3, 3 < DBOs <6, 6 < DBOs < 30, 30 < DBOs <120 y una DBOs >120
mientras que para la DQO los intervalos son DQO <10, 10 < DQO < 20, 20 < DQO < 40, 40
< DQO = 200 y una DQO >200 para ambos casos los intervalos antes mencionados nos
indican que el agua es de una calidad excelente, buena, aceptable, contaminada y

fuertemente contaminada, respectivamente.

En el caso de las muestras con las que se trabajaron, antes del tratamiento, el agua que
provenia del sedimentador secundario de un proceso de lodos activados estaba
contaminada tanto la DBOs (50.8 + 4.2) como la DQO (96.9 + 3.9), después de los 10
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minutos de sonicacion hubo una remocion minima para ambos indicadores pero no
suficiente para que entrara en una calidad de agua aceptable, a los 30 minutos de
sonicacion se obtuvo una DBOs de 30.8 £ 0.5 donde falté reducir 0.3 mg/L para entrar dentro
del intervalo de una agua aceptable mientras que para la DQO se tenia una concentracion
de 58.8 + 2.6 donde falté reducir 16.2 mg/L para tener de igual manera una calidad de agua

aceptable.

En el caso del efluente que provenia del humedal de flujo horizontal subsuperficial se tuvo
un agua contaminada antes y después del tratamiento, en el caso de la DQO se tenia un
agua fuertemente contaminada (218 + 1.4 mg/L) a los 10 y 30 minutos de sonicacion se
tuvo una concentracion de 139.9 + 17.8 y 109.6 + 5.4 mg/L indicando contaminacion de

materia organica.

A pesar de que existe una reduccion considerable a los 30 minutos del tratamiento para los
distintos efluentes, no fue suficiente para cumplir con una calidad de agua aceptable como
lo establece CONAGUA, de igual manera con la NOM-003-SEMARNAT-1997 la cual
establece una concentracion de 20 y 30 mg/L de DBOs para contacto directo e indirecto u
ocasional respectivamente. Esto probablemente se debe a un mal funcionamiento del
tratamiento secundario ya que o cumple en los porcentajes de remocidon establecidos

tedricamente.

Los microorganismos tiene importancia sobre el proceso de desinfeccion, en el caso de los
CT, CF y CS presentes en el agua residual, se obtuvieron velocidades de desinfeccion
similares en la inactivacion, lo cual nos indica que el ultrasonido afecta de igual manera a
éstos microorganismos los cuales son considerados sensibles ante tratamientos de
desinfeccion al contrario de las esporas o huevos de helminto (Pepper et al., 2015)

presentes en aguas residuales.

Los resultados obtenidos para las velocidades de desinfeccion de los experimentos donde
se controlé la temperatura fueron de 0.0261, 0.02354 y 0.016 1/s para CT, CF y CS
respectivamente, que estaban presentes en el efluente de un sedimentador secundario de
un proceso de lodos activados. Respecto al efluente que provenia de un humedal de flujo
horizontal subsuperficial se obtuvieron velocidades 0.0296 1/s para CT y CF mientras que
para CS se obtuvo una velocidad de 0.0171/s. Las velocidades de desinfeccion fueron

mayores a las reportadas por Drakopoulou et al., en 2009 quien reporté una velocidad de
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0.0748 y 0.1150 1/min para CT y CF, respectivamente. IndicAndonos que la amplitud es un

factor importante para la desinfeccién con ultrasonido.

En contraste se obtuvieron velocidades de desinfeccion mayores en los experimentos
donde no se control6 la temperatura 0.057, 0.02354 1/s para CT y CF, 0.016 1/s para CS
se encontraban presentes en el efluente de un sedimentador secundario de un proceso de
lodos activados. Respecto al efluente que provenia de un humedal de flujo horizontal
subsuperficial se obtuvieron velocidades de 0.0058 1/s para CT, 6x108 L3/ (NMP/100mL)/s
para CF y -33.797 (NMP/100mL)/L s para CS.

Por lo tanto otro factor que favorecié el proceso de desinfeccion fue la temperatura, los
resultados nos indicaron que al no controlar la temperatura se obtuvieron valores de

velocidad de desinfeccion mayor, aumentando el porcentaje de inactivacion.
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CAPITULO 9. CONCLUSIONES

v' La aplicacion del ultrasonido resulté un tratamiento de desinfeccién técnicamente
adecuado para el cumplimiento de lineamientos nacionales e internacionales. Al
respecto se cumplié con la legislacion Mexicana NOM-SEMARNAT-003-1997 para
el redso del agua residual tratada para actividades con contacto indirecto. De igual
manera cumple con los lineamientos establecidos para el redso en diferentes
actividades en Espafa, Israel, Jordania, California y lo que establece la
Organizacién Mundial de la Salud, (OMS).

v' El efecto de la aplicacion con el ultrasonido sobre las bacterias de referencia: E. coli
(ATCC 11229), B. subtilis (ATCC 6633) y enddsporas de B. subtilis indic6 mayor
sensibilidad en células no vegetativas como lo son las enddsporas de B. subtilis.

v/ El tratamiento con luz ultravioleta no fue tan eficiente para la inactivaciéon de los
cultivos puros de E. coli, B. subtilis y de las enddsporas de B. subtilis.

v El tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz, amplitud del 35 % y un
tiempo de sonicacion de 30 minutos logré una inactivacion por completo de los CT
y CF cuya ausencia en aguas residuales tratadas es un indicador de seguridad para
Su uso en actividades como el riego agricola.

v El tratamiento con ultrasonido con el incremento de la temperatura generado por las
fuerzas de cizallamiento conllevé a obtener resultados satisfactorios para la
desinfeccion.

v' Es conveniente trabajar a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 100% para
un mejor resultado de inactivacion.

v" En lo que respecta a la sensibilidad de los microorganismos de prueba, definida por
su viabilidad después del tratamiento con ultrasonido se observé que la bacteria
mas sensible fue E. coli, seguida de B. subtilis y los colifagos somaticos, la menor
sensibilidad a la aplicacion del ultrasonido fue para las enddsporas de B. subtilis.

v' Energias de 800 y 2345 kJ fueron suficiente para romper los puentes de hidrégeno
de la molécula de agua generando radicales hidroxilos.

v' Los valores de DBOs y DQO indicaron que el agua residual tratada estaba
contaminada de materia organica

v La velocidad de reaccion de desinfeccion se favorecié con el incremento de

temperatura.
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v

El efluente del Humedal de Flujo Horizontal Sub Superficial al tratarlo con
ultrasonido, se obtuvo un porcentaje de remocion de 2.9, 3.2, 15.9, 9.9 y 14.9% sin
control de temperatura y de 12.5, 7.7, 23.6, 20.1 y 27.8 con control de temperatura
del COT, NT, N-NHa, PT Y P-PO, respectivamente.

El efluente del sedimentador secundario de un tratamiento biologico de lodos
activados al tratarlo con ultrasonido, obtuvo un porcentaje de remocion 28.4, 39.6,
46.9, 14.5 y 6.6% sin control de temperatura y de 67.8, 50, 67.8, 37.3 y 42.5% con
control de temperatura del COT, NT, N-NH4, PT y P-PO4 respectivamente
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ANEXOS

Identificacion de distribucion de datos

Datos del tratamiento con ultrasonido y luz ultravioleta

Se realizaron pruebas de la distribucién de los datos en el software de Minitab 15 Inc, para
conocer el analisis estadistico conveniente a utilizar. Se realizé la identificacion de la
distribucién para los datos obtenidos del tratamiento con ultrasonido (Figura 7.1- Figura 7.5)
y con el tratamiento con luz ultravioleta (Figura 7.6 - 7.10). El valor de probabilidad (Valor
P) para todos los casos fue > 0.05 indicando que existia normalidad en los datos. De igual
manera el valor de Anderson Darling (AD) en la prueba de bondad de ajuste normal fue
menor con respeto al valor AD en las pruebas de bondad de ajuste de Log normal de 3
parametros, Exponencial de 2 parametros y Weibull de 3 parametros lo cual indica una

distribucién normal en los datos.
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Figura 9.1 Distribucion de datos del cultivo puro de E. coli del tratamiento con ultrasonido
a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 35%.
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Grafica de probabilidad para CT

Normal - 95% de IC

90

50

Porcentaje

10

-50

0 50 100

cT

Exponencial de 2 pardmetros - 95% de IC

90

50

Porcentaje

10

1

0.1

Figura 9.2 Distribucion de datos de coliformes totales (CT) del tratamiento con ultrasonido
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Figura 9.3 Distribucion de datos de coliformes fecales (CF) del tratamiento con
ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 35%.
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Grafica de probabilidad para B. subtilis
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Figura 9.4 Distribucion de datos del cultivo puro de B. subtilis del tratamiento con
ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 35%.

Grafica de probabilidad para endosporas de B. subtilis
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Figura 9.5 Distribucion de datos del cultivo puro de enddsporas de B. subtilis del
tratamiento con ultrasonido a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 35%.
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Tratamiento con luz ultravioleta
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Figura 9.6 Distribucion de datos del cultivo puro de E. coli del tratamiento con luz
ultravioleta A=254nm.
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Figura 9.7 Distribucion de datos de coliformes totales (CT) del tratamiento con luz
ultravioleta A=254nm.
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Figura 9.8 Distribucion de datos de coliformes fecales (CF) del tratamiento con luz
ultravioleta A=254nm.
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Figura 9.9 Distribucion de datos del cultivo puro de B. subtilis del tratamiento con luz
ultravioleta A=254nm.
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Andlisis de varianza de una via (ANOVA)

Se realiz6 un ANOVA con la Prueba de Fisher de una via con un a=0.05 con un 95% de
confianza. Previo al andlisis de varianza, se comprobé la normalidad y homocedasticidad
del experimento a través de la prueba de Anderson Darling. Todos los analisis fueron

conducidos en el software MINITAB 15 Inc.

En las Tablas 7.1 hasta 7.4 se muestra el andlisis de variacion de medidas repetidas con el
tratamiento de ultrasonido de diferentes tiempos de igual manera de la Tabla 7.5 hasta
7.11 se muestra el analisis de variacion del tratamiento con luz ultravioleta a diferentes
tiempos. En el cual se identifico si existia una diferencia significativa entre inactivar un
microorganismo con respecto a otro, un valor de P menor a 0.05 nos indicd una diferencia
significativa. Nota: GL: Grados de libertad SC: Suma de cuadrados MC: Cuadrado medio,
Fo: Valor de Fisher P: Probabilidad.

Tabla 9.1 ANOVA Tratamiento con ultrasonido durante 15 minutos para coliformes totales
y coliformes fecales.

Fuente de GL SC MC Fo P
variacion
15 minutos 1 4.86E+12 4.86E+12 2.83 0.168
Error 4 6.86E+12 1.71E+12
Total 5 1.17E+12

Tabla 9.2 ANOVA Tratamiento con ultrasonido durante 30 minutos para coliformes totales
y coliformes fecales.

Fuente de GL SC MC Fo P
variacion

30 minutos 1 2.49E+09 2.49E+09 3.31 0.143
Error 4 3.01E+09 7.54E+08

Total 5 5.51E+09

Tabla 9.3 ANOVA Tratamiento con ultrasonido durante 15 minutos para coliformes fecales
y cultivo puro de E.coli.

Fuente de GL SC MC Fo P
variacion

15 minutos 1 1.64E+11 1.64E+11 17.34 0.014
Error 4 3.79E+10 9.47E+09

Total 5 2.02E+11
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Tabla 9.4 ANOVA Tratamiento con ultrasonido durante 30 minutos para coliformes fecales
y cultivo puro de E.coli.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

30 minutos 1 8.50E+07 8.50E+07 18.17 0.013
Error 4 1.87E+07 4.68E+06

Total 5 1.03E+08

Tabla 9.5 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 2 minutos para coliformes
totales y fecales.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

2 minutos 1 3.95E+07 3.95E+07 10.72 0.031
Error 4 1.47E+07 3.68E+06

Total 5 5.42E+07

Tabla 9.6 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 4 minutos para coliformes
totales y fecales.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

4 minutos 1 1.02E+05 1.02E+05 4.06 0.114
Error 4 1.01E+05 2.52E+04

Total 5 2.03E+05

Tabla 9.7 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 2 minutos para coliformes
fecales y cultivo puro de E.coli.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

2 minutos 1 2.24E+10 2.24E+10 84.13 0.001
Error 4 1.06E+09 2.66E+08

Total 5 2.35E+10

Tabla 9.8 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 4 minutos para coliformes
fecales y cultivo puro de E.coli.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

4 minutos 1 8.22E+07 8.22E+07 22.28 0.009
Error 4 1.47E+07 3.69E+06

Total 5 9.70E+07

Tabla 9.9 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 6 minutos para coliformes
fecales y cultivo puro de E.coli.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

6 minutos 1 4.76E+05 4. 76E+05 11.44 0.028
Error 4 1.66E+05 4.16E+04

Total 5 6.43E+05
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Tabla 9.10 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 2 minutos para endosporas
de B. subtilis y formas vegetativas de B. subtilis.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

2 minutos 1 7.38E+07 7.38E+07 3.37 0.140
Error 4 8.76E+07 2.19E+07

Total 5 1.61E+08

Tabla 9.11 ANOVA Tratamiento con luz ultravioleta durante 4 minutos para endésporas
de B. subtilis y formas vegetativas de B. subtilis.

Fuente de GL SC MC F P
variacion

4 minutos 1 8.05E+04 8.05E+04 170.98 0.000
Error 4 1883 471

Total 5 8.23E+04

Densidad celular con el tratamiento de ultrasonido y luz ultravioleta

En las Figuras 7.11 hasta 7.14 se observa como disminuye la densidad celular con
el tratamiento con ultrasonido y de las Figuras 7.15 hasta 7.18 con el tratamiento
con luz ultravioleta.

Tratamiento con ultrasonido
Prueba presuntiva Prueba confirmativa

-w‘{ art et ot uyt
atiira. | el

Control

15 minutos

30 minutos

Figura 9.11 Tratamiento con ultrasonido sobre coliformes totales y fecales presentes en
agua residual.
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Tratamiento con ultrasonido
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Figura 9.12 Tratamiento con ultrasonido sobre E. coli

88



Tratamiento con ultrasonido
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Figura 9.13 Tratamiento con ultrasonido sobre formas vegetativas de B. subtilis
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Figura 9.14 Tratamiento con uItrasonldo sobre endosporas de B. subtilis.
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Tratamiento con luz ultravioleta
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Figura 9.15 Tratamiento con luz ultravioleta sobre coliformes totales y fecales presentes
en el agua residual.
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Figura 9.16 Tratamiento con luz ultravioleta sobre E. coli.
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Tratamiento con luz ultravioleta
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Figura 9.17 Tratamiento con luz ultravioleta sobre formas vegetativas de B. subtilis.
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Figura 9.18 Tratamiento con luz ultravioleta sobre enddsporas de B. subtilis.
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Cinéticas de desinfeccion

En la Tabla 7.12 se observa la igualacion de la ecuacién diferencial y la ecuacion cinética
de igual manera integradas para diferente orden de reaccion (n), se muestran tres

ecuaciones que describen en como (A) desciende en funcion del tiempo en tres supuestos.

Tabla 9.12 Ecuaciones de la integracion de tres supuestos: orden 0, orden 1, orden 2

n=0 n=1 n=2
aw _ a®__ @ _
ETaR o - k® a =KW’
1
(A) = (A), — kt In(A) = In(A), — kt =t

En los tres supuestos se obtiene ecuaciones de lineas rectas que se asemeja a la ecuacion
de la pendiente y= mx+b. Por lo tanto en el tratamiento de desinfeccion con el ultrasonido
partiendo de la densidad celular (A) en funcién del tiempo, se puede encontrar el orden de
la reaccion y la velocidad de desinfeccion (k) siempre y cuando cumpla con alguno de estos

supuestos:

o Sila concentracién (A) disminuye de manera lineal con respecto al tiempo, el orden
de reaccion seréa 0.
o Siln de la concentracion In(A) disminuye de modo lineal con respecto al tiempo, el
orden de reaccion sera 1.
o Si 1/(A) aumenta de modo lineal con respecto al tiempo, el orden de reaccién sera
2.
Para determinar el orden de reaccion se elegira la que se ajuste a la linea recta y se tomara

en cuenta que el valor de correlacién R? sea proximo a 1.

En las Figuras 7.19, 7.20 y 7.21 se muestran las cinéticas de desinfeccion de coliformes
totales, coliformes fecales y colifagos somaticos respectivamente, los cuales provenian del
efluente del sedimentador secundario de un proceso de lodos activados. El tratamiento de
desinfeccion fue el ultrasonido a una frecuencia de 26 kHz, amplitud del 100% en donde no
se controld el incremento de la temperatura. En las figuras 7.22, 7.23 y 7.24 se muestran
de igual manera las cinéticas de desinfeccion de los microorganismos anteriormente
descritos, con las mismas caracteristicas de operacion del ultrasonido a excepcion de la

temperatura, en éstos experimento se control6 la temperatura al 25 +1 °C.
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En las Figuras 7.25, 7.26 y 7.27 se muestran las cinéticas de desinfeccion de los
microorganismos de prueba anteriormente mencionados los cuales provenian un efluente
de un humedal horizontal de flujo subsuperficial. El tratamiento de desinfeccién de igual
manera fue donde no se control6 el incremento de la temperatura. En las Figuras 7.28, 7.29
y 7.30 se muestran las cinéticas de desinfeccién donde se controlé la temperatura a 25 +1
°C.
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Figura 9.19 Representacion de la densidad celular de coliformes totales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del sedimentador
secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.20 Representacion de la densidad celular de coliformes fecales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del sedimentador
secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.21 Representacion de la densidad celular de colifagos somaticos ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del
sedimentador secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.22 Representacion de la densidad celular de coliformes totales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del sedimentador
secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.23 Representacion de la densidad celular de coliformes fecales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del sedimentador
secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.24 Representacion de la densidad celular de colifagos somaticos ((A), In(A), 1/(A)) presentes en el efluente del
sedimentador secundario de un proceso de lodos activados con respecto al tiempo.
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Figura 9.25 Representacion de la densidad celular de coliformes totales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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Figura 9.26 Representacion de la densidad celular de coliformes fecales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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Figura 9.27 Representacion de la densidad celular de colifagos somaticos ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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Figura 9.28 Representacion de la densidad celular de coliformes totales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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Figura 9.29 Representacion de la densidad celular de coliformes fecales ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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Figura 9.30 Representacion de la densidad celular de colifagos sométicos ((A), In(A), 1/(A)) presentes en un humedal de flujo
horizontal subsuperficial con respecto al tiempo.
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