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Resumen

En el presente trabajo se evalud la resistencia de las bacterias coliformes
totales, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis al
proceso de desinfeccién con hipoclorito de sodio. Las bacterias se aislaron de
agua del tratamiento secundario (S) de la planta de tratamiento de aguas
residuales del Instituto Tecnoldgico de Estudios Superiores de Monterey
(I.T.E.S.M.), campus Hidalgo.

Se realizaron 20 muestreos de agua de entrada (E), secundario y tratada (T),
midiendo in situ el pH y la temperatura del agua, se afiadié el desinfectante
(hipoclorito de sodio) al agua de S en tres concentraciones: 8, 20 y 30 mg/l, en
tres diferentes tiempos: 0, 20 y 30 minutos. Las muestras se sembraron por
triplicado mediante la técnica de doble capa, en medios de cultivo selectivos
para cada tipo de microorganismo. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 48 h
y el crecimiento microbiano se cuantific6 en unidades formadoras de colonias
(UFC) /100 pl.

Los resultados obtenidos muestran que el ndmero de UFC disminuye al
incrementar la concentracion de hipoclorito de sodio, pero no se eliminan en su
totalidad. A 20 mg/l E. coli disminuye hasta un 74.82 %, en tanto que P.
aeruginosa y coliformes el porcentaje de remocién es menor. A 30 mg/l la
eliminacién se presentd en el siguiente orden: Enterococcus > Escherichia >
Coliformes > Pseudomonas con un maximo de 100% y un minimo de 23.15%,
respectivamente. También se realizaron pruebas con bacterias de cepas

certificadas empleando la misma técnica para confirmar estos resultados.

Hasta el momento, las bacterias coliformes han servido como indicadores
tradicionales para denotar si la contaminacion es de origen fecal humano o
animal, lo que contribuye a asegurar la calidad del agua. Es necesario incluir en
las normativas de calidad del agua de todo el mundo, microorganismos del
género Pseudomonas debido a su importancia en la salud como patégenos
oportunistas sobre todo si el agua es reutilizada en lugares con contacto

humano directo y continuar la deteccién de los microorganismos tradicionales.



|.- Antecedentes
1.- Calidad del agua

La calidad del agua es de gran importancia para la sociedad; ésta se ve
afectada por diversos procesos naturales y actividades humanas. Definir un
concepto de calidad es muy complejo, ya que este término hace referencia a
las caracteristicas, fisicas, quimicas y biolégicas con las que el agua debe de
contar para considerarla de calidad aceptable. Ademas, se debe tener en
cuenta el uso al cual va a ser destinada, por ejemplo: consumo humano, riego,
vertido, entre otros (Anglés d’Auriac et al., 2000; Poch, 1999).

La contaminacion de las aguas superficiales, que son el principal suministro de
los paises en vias de desarrollo, se debe principalmente al vertido de las aguas
residuales, sin tratamiento (OPS-OMS, 1996; Fujioka y Yonoyama, 2001).

En las zonas rurales la contaminacion fecal se produce por la defecacién a
campo abierto y presencia de animales domésticos y silvestres que actian
como reservorios de agentes patdgenos. En cuerpos de agua expuestos a la
actividad agricola y ganadera, se reportan datos de niveles de contaminacion

muy superiores a lo establecido en las normas (Aurazo, 2004).

Entre los agentes patdgenos destacan bacterias, virus y hongos ya que se
encuentran involucrados en las enfermedades de origen hidrico que pueden
ser desde padecimientos muy ligeros como diarreas e infecciones de la piel,
hasta los de mayor gravedad como las parasitarias con ciclos muy complejos y
vectores de transmision que puedan causar la muerte (Craun y Calderén,
2001).

Por tanto, existen parametros que deben ser tomados en cuenta para medir la
calidad del agua como son: temperatura, oxigeno disuelto, color y la presencia
de sustancias que alteran su calidad y contribuyen a su contaminacion (Poch,
1999). También se han desarrollado métodos para la deteccion y analisis de
microorganismos que sirvan como bioindicadores y garanticen el reuso de agua
de calidad aceptable (Fawell, 1995).



1.1 Aguas residuales

Su composicion es variada ya que provienen de diferentes fuentes como son:
de uso domeéstico, industriales, comercios y servicios, etc. El agua residual
sufre alteracion de su calidad al salir de la planta de tratamiento. Presenta
variaciones como la temperatura, la cual cambia dependiendo de la estacion
del afo, el color que va de un gris claro a negro y que cambia con el paso del
tiempo o que puede presentar otros colores por el vertido de sustancias como
colorantes, sangre, cromo, residuos lacteos, entre otros, ocasionando un
impacto negativo al ecosistema (NMX-AA-003-1980; Poch, 1999).

1.2.- Parametros

1.2.1.- Normativa en el mundo

En muchos paises se han creado normas que indican los niveles maximos
permisibles para el uso o destino final del agua. De acuerdo con Aurazo (2004),
las guias de calidad del agua de consumo humano de la organizacion mundial
de la salud (OMS) indican que no es conveniente monitorear cada agente
patdgeno que se encuentra en el agua, sino que es mejor detectar organismos
indicadores que también se encuentren en las heces de los seres humanos y

de animales de sangre caliente.

En Espafia, por ejemplo, dentro del Real Decreto 140/2003, se describen
criterios sanitarios de la calidad del agua. Entre los parametros que ha
propuesto estan las bacterias del género Enterococcus como indicadores de
contaminacion fecal en agua. La normativa establece que para el agua de
consumo humano y para actividades domésticas el valor de Enterococcus debe
ser de 0 UFC/100 ml (RD 140, 2003).

El Instituto Nacional de Recursos Hidricos en conjunto con el Ministerio de
Salud Publica de Cuba lleva a cabo desde el afio 2005 programas de manejo
integral de los recursos hidricos. Dentro de los indicadores microbioldgicos se

encuentra Enterococcus (Romero, 2005).



1.2.2.- Normativa nacional

En México la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion para la elaboracion
de Normas Oficiales Mexicanas y el Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion para la Proteccion Ambiental aprobd tres normas oficiales de
calidad del agua que establecen los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de agua residual en: a) aguas y bienes
nacionales segun la NOM-001-SEMARNAT-1996 (DOF, 1997); b) sistemas de
alcantarillado urbano o municipal, NOM-002-SEMARNAT-1996 (DOF a, 1998) y
c) en descargas de agua residual y tratada que se reusen en servicios al
publico, NOM-003-SEMARNAT-1996 (DOF b, 1998).

La primer norma citada, en relacion con los pardmetros bioldgicos establece
como limite para agua residual en agua y bienes nacionales 1000 como
namero mas probable (NMP) y para descargas vertidas a suelo, es decir, de
riego agricola 2000 de coliformes fecales por cada 100 ml, para medias
mensuales diarias, respectivamente (DOF, 1997). Para la Ultima norma citada
el valor de coliformes fecales es 240 NMP/100 ml para contacto directo y 1000
NMP/ 100 ml para contacto indirecto u ocasional (DOF b, 1998).

Dicha norma refiere reuso con contacto directo, cuando se destina el agua a
actividades donde la gente esta expuesta directamente o tiene un contacto
fisico por ejemplo: llenado de lagos y canales artificiales recreativos con
paseos en lancha, remo, canotaje y esqui; fuentes de ornato, lavado de

vehiculos, riego de parques y jardines (DOF b -1998).

En tanto que el reuso con contacto indirecto u ocasional, se refiere a
actividades donde la gente se expone indirectamente y que Su acceso es
restringido, por ejemplo: 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 (DOF b -1998).



2.- Tratamiento del agua

El agua es depurada por diferentes tipos de tratamientos. Las operaciones
unitarias implican procedimientos fisicos, quimicos y biologicos. Se designa
tratamiento primario a los fisicos; secundario al biolégico y terciario al quimico

(Pérez y Espigares, 1999).

Para la eliminacion de sélidos sedimentables se realiza un desbaste que
mediante sistema de rejillas, mallas o cribas y tamices, separan y retienen
cuerpos solidos voluminosos flotantes y en suspension, evitando obstrucciones
en los canales y tuberias, o que aumenta la eficiencia de los tratamientos

subsecuentes (Hernandez, 2002).

Posteriormente, en la etapa del desarenado se separan soélidos de particulas
en suspensidon de tamafio pequefio como arenas, limos y arcillas. Cuando se
reduce la velocidad de paso, las particulas se depositan en el fondo y son
separadas. En la etapa del desengrasado se realiza la remocion de las grasas
sobre la superficie del agua a través de una rasqueta (Hernandez, 2001)

Posteriormente, el agua es conducida al decantador en el cual se eliminan los
sOlidos sedimentables que no fueron detenidos en las etapas anteriores. El
agua se somete a una inyeccion de aire para producir una coagulacion de
sustancias que no son capaces de sedimentar; una parte de estos se van al
reactor biolégico en forma de lodos activos y la otra parte se retira del sistema

para que se estabilicen, llamados lodos en exceso (Tebbutt, 2002).

En la depuracion biologica los microorganismos contenidos en las aguas
residuales actian sobre la materia organica. En los tratamientos
convencionales cuando las aguas residuales se ponen en contacto en un
sistema aireado y con agitacion en el reactor bioldgico. En un proceso conocido
como lechos bacterianos, se hace circular el aire en un medio poroso y el agua
residual, la materia organica y otras sustancias contaminantes se degradan por

una pelicula de microorganismos (Hill, 2004).



Para finalizar los tratamientos y poder reutilizar el agua, generalmente se
somete a un proceso de desinfeccion con la finalidad de dejarla libre de

microorganismos.

Los métodos empleados pueden ser mecanicos, que utilizan filtros o
membranas de celulosa; fisicos, ya sea aplicando calor hasta alcanzar
temperaturas de ebullicion del agua o por medio de luz ultravioleta, o quimicos,
gue son los mas usados por ser economicos, de facil manejo y de accion
rapida como son el cloro, acido hipocloroso, bromo, yodo u ozono (Pérez y
Espigares, 1999).

2.1.- Planta de tratamiento de aguas residuales del I.T.E.S.M., campus

Hidalgo.

Esta planta esta ubicada en el Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores de
Monterrey, campus Hidalgo en Boulevard Felipe Angeles no. 2003 col. Venta
Prieta, en Pachuca, Hidalgo. Fue instalada en octubre de 1996 y fue la primera
escuela a nivel superior en construir y operar una planta de tratamiento de
agua residual (Figura 1.1). La planta trabaja con un flujo maximo de 2.5 I/seg.,
tiene un reactor (Figura 1.2) cuya capacidad es de 136 m3. Los lodos en
exceso son deshidratados por medio de un lecho de secado agregando cal
para su estabilizacién, control de olores y vectores. Como desinfectante se
emplea hipoclorito de sodio (Engel et al., 2002).

Figura 1.1 Planta de tratamiento del Figura 1.2 Reactor biologico
I.T.E.S.M., campus Hidalgo.



2.2.-Desinfeccién

Segun Pérez y colaboradores (1996) es un proceso de inactivacion de los
microorganismos presentes en el agua. Principalmente, se emplean
desinfectantes quimicos que son sustancias oxidantes y entre los mecanismos

de accion mas importantes destacan:

1.- Destruccion o alteracién de la estructura celular, componentes celulares y
permeabilidad de la membrana.

2.- Desnaturalizacion de proteinas, combinacién con grupos prostéticos de
enzimas, competicion de sustratos enzimaticos o alteracion de la fosforilacion
oxidativa.

3.- Alteracion de la sintesis de proteinas, acidos nucleicos, pared celular o

coenzimas

La sensibilidad de una cepa microbiana a los desinfectantes queda reflejada en
el comportamiento de su curva de supervivencia. Al representar la relacién
supervivencia-tiempo en escala semilogaritmica, en ordenadas, el logaritmo de
la fraccion de supervivientes (N/No) y en las abscisas el tiempo, se observa
una linea recta, lo que indica que la tasa de destruccion de microorganismos es

una reaccion quimica de primer orden (Pérez y Fernandez, 1999).

Los desinfectantes pueden actuar por oxidacion o ruptura de la pared celular, lo
gue produce la desintegracion del organismo, o por penetracion a la célula e
interferencia con su actividad. En cualquier caso, se requiere que el
desinfectante tenga capacidad oxidativa y penetracion celular (Pérez y
Fernandez, 1999).

Como ya se menciond la desinfeccion del agua es fundamental cuando la

disposicion del agua esta dirigida a actividades de contacto directo, incluso

indirecto, pues se pone en juego la salud humana.
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2.2.1.-Procedimientos quimicos

Son los mas utilizados por su eficacia y bajo costo. De acuerdo con Pérez y
Fernandez (1999). Las caracteristicas con las que debe contar un desinfectante
para ser rentable son:

-Capacidad de destruir microorganismos patdogenos

-Eficaz con tiempos cortos de exposicion al desinfectante

-Inocuo para la salud humana

-Ausencia de color, olor o sabor residual del agua

-De facil manejo y almacenaje

-Deteccion en el agua sencilla y automatizable

-Accion residual

-Bajo costo

2.2.2.- Formacion de cloraminas

Cuando se afiade cloro al agua que contiene amoniaco, el acido hipocloroso
(HCIO) reacciona y forma cloraminas. Si el pH del agua esta entre 7 y 8.4, se
forman monocloraminas: si esta entre 3 y 5 se forman dicloraminas y a pH < 3
se forman tricloraminas. Estos compuestos son mas estables que el cloro pero
su efecto de desinfeccion es menor, siendo inactivas contra los virus
(Hernandez, 2001).

2.2.3.- Cloro

El cloro (Cl2) en sus diferentes formas ha sido utilizado en el proceso de
tratamiento de las aguas residuales como desinfectante, ademas de que se usa

para la remocion de olor y color (Comett, et al., 1996).

En bacterias se ha visto la accion del cloro a concentraciones muy bajas (0.1 a
2 mg/l); los compuestos clorados reaccionan con los grupos sulfhidricos
presentes en las enzimas de las células, paralizando su proceso metabdlico de
oxidacion de la glucosa, con lo que la capacidad energética de la célula queda

dafiada (Pérez y Espigares, 1999).
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El &cido hipocloroso por su pequefio tamafio molecular y neutralidad eléctrica
puede atravesar la membrana mas facil que otros compuestos. Su accién se
realiza en dos etapas, primero la penetracion de la membrana celular por el

compuesto y después la reaccion sobre la maquinaria enzimatica.

El HCIO es un desinfectante poderoso contra bacterias y virus, permanece en
el agua durante largos periodos de tiempo, actuando sobre contaminaciones

posteriores al tratamiento (Pérez y Espigares, 1999).

2.2.4.- Di6xido de cloro

El ClO2 puede presentar efectos de desinfeccion superiores a los de la
cloracion tradicional. Algunos problemas que presenta es su inestabilidad,
debido a que al aumentar el valor del pH del agua, la eficiencia en la

inactivacién de microorganismos disminuye (Pérez y Espigares, 1999).

2.2.5.- Hipoclorito

Principalmente son de calcio o sodio, se obtienen al someter cloro a la sal 0 a
la sosa cdaustica. La parte activa de los compuestos clorados es la parte de
cloro cuyo estado de oxidacion es superior a (). Su actividad se mide segun el
poder oxidante del compuesto de cloro. Se expresa en términos de cloro
equivalente, llamado “porcentaje de cloro disponible para la desinfeccion”

(Pérez y Espigares, 1999).

El hipoclorito de sodio (NaClO), también llamado agua de javel o lejia, es
alcalino y no contiene solidos en suspension, lo que hace posible su aplicacion
de una manera mas facil en el agua. El contenido de cloro que tiene
corresponde a la actividad oxidante 3.17 g por cada kilogramo de solucion. La
accion desinfectante se efectua por la acidificacion del hipoclorito para formar
acido hipocloroso, donde el oxigeno formado es el responsable de la accion

oxidativa (Pérez y Espigares, 1999).
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En el tratamiento de aguas residuales la cloracién debe ser posterior a la
depuracion; después de los tratamientos terciarios como coagulacion,
floculacion, decantacion vy filtracion. La dosis de cloro que se aplique al agua,
debe ser necesaria para poder destruir todos los organismos presentes en ella,

antes de que sea consumida o utilizada (Pérez y Espigares, 1999).

2.3.- Desinfeccion del agua

La inactivacion o destruccion de organismos patégenos de transmisién hidrica,
incluyendo bacterias, virus, protistas y hongos, asi como sus formas de
resistencia son muy distintos debido a las caracteristicas biolégicas que
poseen, que en conjunto con su mecanismo de reproduccion y su ciclo de vida,
condicionan la supervivencia en el medio y su capacidad de resistencia a los

desinfectantes.

Tras el descubrimiento de los microorganismos, se establecido el origen
microbiano de las enfermedades transmisibles y comenzaron a desarrollarse
muchas técnicas de desinfeccién para agua, alimentos y residuos. En 1881
Robert Koch demostré que el cloro destruye a las bacterias y se aplico por
primera vez en la desinfeccién del agua en Londres, en el afio de 1905, tras
aparecer un brote de fiebre tifoidea de transmision hidrica. La practica de la
cloracion se extendié por todo el mundo con mucha rapidez y se convirtié en el

procedimiento mas utilizado por décadas (Pérez y Fernandez, 1999).

Sin embargo, en tiempos recientes se ha utilizado con mayor difusion la
ozonizacion, en paises donde la energia eléctrica es muy barata la cual es
necesaria para la produccién in situ de este desinfectante y fue utilizada en
paises como: Francia, Canada, Alemania, y la antigua URSS (Pérez y
Fernandez, 1999).

En Europa se estd empleando el didéxido de cloro por los problemas que

plantea la cloracion clasica ya que permite la desinfeccién en presencia de

fenoles, ya que no forma clorofenoles (Pérez y Fernandez, 1999).
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3.- Microbiologia del agua

La presencia de microorganismos patdgenos en el agua (Cuadro 1.1) es un

riesgo que se incrementa en las areas marginales con una alta densidad

poblacional.

Los brotes de enfermedades de origen hidrico

implican

microorganismos patégenos, la mayoria proveniente de las excretas de seres

humanos y animales (Cohn y Berger, 2002; Fawell, 1995).

Cuadro 1.1 Organismos potencialmente causantes de enfermedades de origen
hidrico. Tomado de Cohn y Berger, 2002.

Organismo

| Enfermedad principal |

Origen principal

Bacterias

Salmonella typhi

Fiebre tifoidea

Heces humanas

Salmonella paratyphi

Fiebre para tifoidea

Heces humanas

Salmonella spp. Gastroenteritis Heces animales y humanas
Shigella Disenteria bacilar Heces humanas

Vibrio cholerae Coélera Heces humanas. Agua costera
Escherichia coli Gastroenteritis Heces humanas y animales
Yersinia enterocolitica Gastroenteritis Heces humanas y animales
Campylobacter jejuni Gastroenteritis Heces humanas y animales

Legionella pneumophila

Fiebre de Pontiac

Agua y aerosoles

Micobacterium avium

Enfermedad pulmonar

Heces humanas y de
animales, agua y suelo

Pseudomonas persiginora Dermatitis Aguas naturales
Helicobacter pylori Ulceras pépticas Saliva, heces humanas
Cianobacterias gastroenteritis Agua y aire
Virus

Poliovirus Poliomielitis Heces humanas
Cosaeikierosus Enfermedad respiratoria | Heces humanas
Ecovirus Enfermedad respiratoria | Heces humanas
Rotavirus Gastroenteritis Heces humanas
Virus de Norwalk Gastroenteritis Heces humanas
Virus de la hepatitis A Hepatitis infecciosa Heces humanas
Virus de la hepatitis B Hepatitis Heces humanas
Astrovirus Gastroenteritis Heces humanas
Adenovirus entérico Gastroenteritis Heces humanas

Protistas y otros organismos

Giardia lamblia

Giardiasis

Heces humanas y animales

Cryptosporidium parvum

Crisptosporidiosis

Heces humanas y animales

Entamoeba hystolitica

Disenteria amebiana

Heces humanas y animales

Cyclospora cayatanensis Gastroenteritis Heces humanas y animales
Microspora Gastroenteritis Heces humanas y animales
Acantamoeba Infecciones oculares Tierra y agua

Toxoplasma gondii Toxoplasmosis Gatos

Naegleria fowleri Meningoencefalitis Tierra y agua

Hongos Alergias respiratorias Aire y agua
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El uso de esa agua para beber o preparar alimentos, el contacto durante el
bafio, el lavado de ropa e incluso la inhalacion de vapor de agua o aerosoles
pueden producir la infeccion. La demostracion de que el agua contaminada
puede ser causal de enfermedades, ha conducido a la necesidad de controlar
rutinariamente la calidad microbioldgica de fuentes y reservorios de agua (Cohn
y Berger, 2002).

El monitoreo de los microorganismos hidricos, potencialmente riesgosos para
la salud, resulta dificil de llevar a cabo debido a la gran diversidad de especies
patégenas; a la complejidad de los ensayos de aislamiento y a la presencia en
baja concentracidbn de especies altamente agresivas. Por ello, los analisis
microbiolégicos apuntan preferentemente a la busqueda de microorganismos

indicadores de contaminacién fecal (Moreno y Pérez, 1999)

El diagnostico de la calidad microbiolégica del agua se hace a través del
aislamiento e identificacion de microorganismos de tipo coliformes totales y

estreptococos fecales, asi como Clostridium sulfito reductor.

Las bacterias coliformes proliferan en presencia de sustancias organicas
asociadas con restos vegetales o una poblacion habitual de aguas superficiales
del suelo; la deteccion de este tipo de microorganismos no significa solamente
contaminacion fecal. Este grupo es de gran importancia en aguas de
abastecimiento tratadas y cloradas; ya que se consideran indicadores de la

contaminacion fecal humana (Espigares y Moreno, 1999).

Dentro de los patdégenos utilizados como indicadores de calidad del agua se
encuentran bacterias cuya metodologia de deteccion esta bien desarrollada y
contemplan especies consideradas como indicadoras de contaminacion. Entre
estas se encuentran: coliformes totales, coliformes fecales, estreptococos

fecales, clostridios sulfitorreductores, entre otros (Grabow, 1996).
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3.1 Microorganismos

La proliferacion de microorganismos en el agua provoca que aparezcan
compuestos como aminas, triptéfano y sulfatos entre otros, causantes de los

olores y sabores desagradables (Moreno y Pérez, 1999).

También existe un aumento de la corrosion y solubilidad de metales pesados,
como consecuencia del crecimiento microbiano en conducciones de depdsitos.
En muchas depuradoras, para tratar de eliminar este tipo de problemas
recurren a hipercloracion, ocasionando problemas como de citotoxicidad en los

consumidores (Espigares y Moreno, 1999).

3.2.- Indicadores

Los microorganismos indicadores son aquellos que su permanencia en el agua
es igual o similar a los patégenos, pero para su identificacibn se emplean

técnicas méas econémicas y faciles (CYTED, 2002).

El uso de indicadores microbiolégicos de contaminacién fecal se ha utilizado
desde el comienzo del control microbioldgico del agua. Estos indicadores son
microorganismos de la flora sapréfita del intestino humano como son:
coliformes totales, coliformes fecales y estreptococos fecales, entre otros
(CYTED, 2002).

Cabe sefalar que la contaminacion fecal también puede ser causada por
algunos animales de sangre caliente que contienen patdogenos como
Salmonella, Leptospira, y Escherichia (Moreno y Pérez, 1999). La relacién
entre coliformes fecales y estreptococos fecales se utiliza frecuentemente para
saber el origen de la contaminacion ya sea humana o animal. Cuando el valor
que resulta de dividir ambos indicadores, es mayor de 4 se trata de
contaminacion de origen humana, cuando la razén es menor de 0.7, la
contaminacion es de origen animal. Cuando el valor se encuentra entre 0.7 y 4
es dificil de interpretar y se considera una contaminacién mixta (Espigares y
Moreno, 1999).
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Segun Espigares y Moreno (1999), los microorganismos indicadores cuentan

con las siguientes caracteristicas:

- Deben estar presentes cuando lo estén los patdégenos y ausentes
cuando no exista contaminacion en el agua.

- Los indicadores deben estar en una proporcibn mayor que los
organismos patdégenos.

- Los indicadores deben ser mas resistentes que los patégenos a las
condiciones ambientales y procesos de tratamiento.

- El aislamiento, recuento e identificacion de los indicadores debe ser facil.

3.2.2.-Ventajas y desventajas de los indicadores de la calidad del agua

El uso de bacterias indicadoras de la calidad del agua se utiliza ampliamente
en el mundo, aunque no hay algun indicador que sea el idoneo para medir la
calidad del agua (Chalmers et al., 2000., WHO, 2007).

La calidad del agua residual debe proporcionar una garantia para su
reutilizacion, ya que puede provocar brotes epidemiologicos debido a la falta de
una adecuada operacién, mantenimiento y andlisis microbiolégico (Craun y
Calderdn, 2001). Por tanto, es importante conocer las ventajas y desventajas
(Cuadro 1.2) que proporcionan los indicadores tradicionales que pueden usarse

para establecer la calidad del agua.

Cuadro 1.2. Ventajas y desventajas de indicadores de la calidad del agua.
Tomado de Pérez et al., 1996.

INDICADOR VENTAJAS DESVENTAJAS
Coliformes totales Técnica simple de | Menor supervivencia que
aislamiento los patdgenos en agua;

mayor sensibilidad a los
desinfectantes; origen no
fecal, problemas
metodoldgicos

relacionados con la

enumeracion y
diferenciacion a partir de
aguas.
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Continuacion

Coliformes fecales Origen fecal Menor supervivencia que
(incluyendo Metodologia especifica los patdgenos en agua;
Escherichia coli) no hay distincion entre

contaminacion de origen
humano y animal.

Estreptococos Buena supervivencia en | Baja concentracion en

fecales agua heces; incluye especies
de origen no fecal.

Enterococcus Origen fecal Problemas relacionados
con su identificacion

Clostridios sulfito Buena supervivencia en | Limitado significado

reductores agua Yy resistencia a los | sanitario; problemas

desinfectantes relacionados a su

identificacion 'y  baja
diferenciacion a nivel de
grupo.

3.3.- Caracteristicas de los géneros, Escherichia, Pseudomonas vy

Enterococcus.

A continuacion se resumen las caracteristicas mas relevantes de los tres
géneros bacterianos (Cuadros 1.3. a 1.5.), que contempla la presente
investigacion. Cabe sefalar que segun Carl Woese y colaboradores (1990)
pertenecen al Dominio Bacteria; mientras que de acuerdo con Margulis y
Champan (1990) al Superreino Prokarya, Reino Bacteria, Subreino Eubacteria,
Gracilicutes (en el caso de Gram -) y Firmicutes (para Gram +).

Cuadro 1.3. Caracteristicas del género Escherichia (Holt et al., 1994; Taylor et
al., 2007); clasificacién (Garrit et al., 2003).

Clasificacion Phylum B XIlII Proteobacterias
Clase Il Gammaproteobacteria
Orden Xl Enterobacteriales
Familia | Enterobacteriaceae
Género Xl Escherichia

Tamafio (um) 1.1-1.5x2.0-6.0

Morfologia microscopica Bacilo; células aisladas o en pares

Motilidad Flagelos peritricos 0 no moviles

Habitat Se encuentran como simbiontes en las partes bajas

del intestino de animales de sangre caliente

incluyendo infecciones nosocomiales

Importancia médica Enfermedades diarreicas y gastroenteritis; es el
mayor causante de infecciones del tracto urinario,
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Continuacion

Importancia médica

El serotipo de E. coli 0157:H7 (EHEC) causante del
sindrome urémico hemolitico es considerado como
potencial agente bioterrorista

Temperatura 6ptima (°C) |37
Respiracion Anaerobio facultativo
Tincion de Gram Negativo

Fuente de energia

Quimioorganoétrofo

Metabolismo

Respiracion y fermentativo. La glucosa y otros
carbohidratos son catabolizados con la formacién de
gas y acido. Reducen nitratos

Pruebas bioquimicas

Oxidasa-, catalasa +, rojo de metilo, Voges -
Proskauer -, usualmente citrato,- negativo a H2S
hidrélisis de urea y lipasa. O nitrofenil B D-
galactopirandésido +

Especie tipo

Escherichia coli

Cuadro 1.4. Caracteristicas del género Pseudomonas (Holt et al., 1994; Taylor
et al., 2007). Clasificacion (Garrit et al., 2003).

Clasificacion

Phylum B XII Proteobacterias
Clase Il Gammaproteobacteria
Orden IX Pseudomonadales
Familia | Pseudomonadaceae
Género | Pseudomonas

Tamafho (um)

0.5-1.0x1.5-5.0

Morfologia microscoépica

Bacilos alargados o ligeramente curvos

Motilidad

Uno o muchos flagelos polares

Habitat

Ampliamente distribuidos, tanto en agua como suelo.
No crecen en un pH menor de 4.5

Importancia médica

Algunas son patdgenas para humanos, animales o
plantas, se encuentran en forma saprofita en la piel, y
tubo digestivo; puede crecer en quemaduras o
infecciones ulceradas; forma endotoxinas
responsable de cuadros diarreicos; toxinas
eritrodérmicas, toxina extracelular

Temperatura 6ptima (°C) |42
Respiracion Aerobio estricto
Tincion de Gram Negativo

Fuente de energia

Quimioorgandtrofo; algunas
guimiolitotrofos facultativos

especies son

Metabolismo Respiratorio
Pruebas bioquimicas Oxidasa + 6 -, catalasa +
Especie tipo Pseudomonas aeruginosa
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Cuadro 1.5. Caracteristicas del género Enterococcus (Holt et al., 1994; Taylor
et al., 2007). Clasificacion (Garrit et al., 2003).

Clasificacion

Phylum B XIII Firmicutes
Clase Il Bacilli

Orden Il Lactobacillales
Familia IV Enterococcaceae
Género | Enterococcus

Tamafo (um)

0.6-2.0x0.6-2.5

Morfologia microscopica

Cocos, en pares o cadenas cortas en medios liquidos,
no forma endoesporas

Motilidad

No presenta flagelos

Habitat

Ampliamente  distribuidos en la naturaleza
particularmente en heces de vertebrados

Importancia médica

Ocasionalmente causan infecciones

Temperatura Optima (°C) |37
Respiracion Anaerobio facultativo
Tincion de Gram Positivo

Fuente de energia

Quimioorganotrofo

Metabolismo

Fermentativo, una gran variedad de carbohidratos son
fermentados con produccion de L (+) acido lactico
pero no gas, usualmente fermenta lactosa

Pruebas bioquimicas

Catalasa negativa

Especie tipo

Enterococcus faecalis
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Il.- Justificacién

La presencia de microorganismos patégenos en el agua impacta
negativamente en la salud puablica y limita su uso para fines diversos. Algunas
bacterias pueden ser utilizadas como indicadores de la calidad del agua,

denotando si la contaminacion fecal es de origen humano o animal.

Los patégenos humanos pueden transmitirse por via oral a través del agua de
consumo o por su contacto indirecto. Es por ello que en las plantas de
tratamiento de aguas residuales, el agua es desinfectada para eliminar

microorganismos patdgenos.

Para obtener una estimacién de la calidad del agua se han propuesto diversos
indicadores biolégicos basandose en la evaluacion de organismos presentes en
los ecosistemas acuaticos. Hasta el momento las bacterias coliformes han

servido como indicadores de origen fecal.

La elaboracién de normativas debe estar encaminada a asegurar la calidad del
agua mediante la eliminacion de microorganismos patdgenos, por tanto se
requiere incluir otros grupos distintos a los coliformes totales para garantizar
una mejor calidad de agua.

El presente trabajo pretende aislar bacterias en aguas desinfectadas con
hipoclorito y determinar su resistencia. Por trabajos anteriores de experiencia
en el laboratorio de Ciencias Ambientales, Universidad Autbnoma del Estado
de Hidalgo, existen bacterias que pueden encontrarse de manera significativa
en el agua residual, distintas a los indicadores tradicionales de la calidad de
agua. Por lo que se desea demostrar su resistencia al proceso de desinfeccion
con hipoclorito de sodio y es necesario incluir otras distintas a los indicadores
tradicionales como Pseudomonas aeruginosa por ser patégenos oportunistas y
Enterococcus faecalis debido a que indican si el origen de la contaminacion

fecal.
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[ll.- Objetivos

Objetivo general

« Evaluar la resistencia al proceso de desinfeccion con hipoclorito de

bacterias aisladas de agua tratada.

Objetivos particulares

« Evaluar la resistencia al proceso de desinfeccién con hipoclorito de sodio
por coliformes totales, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Enterococcus faecalis aisladas de la planta de tratamiento del I.T.E.S.M
campus Hidalgo, empleando diferentes dosis del desinfectante y tiempo

de contacto.
+ Comparar la resistencia de cepas certificadas de Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis al proceso de

desinfeccion.
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IV.- Método

Se realizaron veinte muestreos semanales en diferentes periodos del afio
abarcando desde el mes de septiembre hasta abril. Las fechas se pueden
observar en las tablas del anexo 3. A continuacion se plantea la metodologia

empleada:

Medios de cultivo

1.- En el apartado IX, anexo 1 se detalla la composiciéon quimica de los medios
de cultivo empleados, asi como las especificaciones para su preparacion
(Figura 4.1). Se emplearon agares de doble capa utilizando como agar de base
soya y tripticaseina y en la superficie, agares selectivos, McConkey, Bilis rojo
violeta, Pseudomonas, Enterococcus. Para el conteo de bacterias mesofilas

aerobias se uso agar cuenta estandar (anexo 1).

Figura 4.1. Preparacion de medios de cultivo.
Muestreo
2.- Se tomaron muestras de agua en frascos de polietileno, estériles de un litro
a la entrada (E), en el tanque de secundario (S) y a la salida, es decir, agua
tratada (T) que contenia hipoclorito de sodio, segun la normativa mexicana
(NMX-AA-03-1980) atendiendo a las condiciones que existia en el punto de

muestreo y tomado el volumen suficiente para realizar los analisis.
3.-Se midieron in situ los parametros fisicoquimicos: pH, segun la norma NMX-

AA-008-SCFI-2000 y la temperatura segun la norma NMX-AA-007-SCFI-2000
(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Medicion in situ de temperatura y pH.

4.- Se colocaron las muestras en una hielera para conservarlas a una
temperatura de 4°C y se trasladaron al laboratorio de Ciencias Ambientales del
Area Académica de Quimica (AAQ) de la Universidad Auténoma del Estado de

Hidalgo.

5.- Posteriormente, en condiciones de esterilidad se vertieron 200 ml de la
muestra de agua de secundario en tres matraces de 250 ml previamente

esterilizados (Figura 4.3)

Figura 4.3. Ensayos de desinfeccion con agua de secundario.
6.- Se adicionaron cantidades necesarias para obtener las concentraciones de
hipoclorito de sodio de 8 mg/l, 20 mg/l y 30 mg/l, en los diferentes matraces a

partir de hipoclorito de sodio al 11% N01791 Grupo APA.

7.- Se procedid a tomar muestras a diferentes tiempos (0, 20 y 30 min) para
medir la accion del hipoclorito sobre los microorganismos (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Toma de muestras a diferentes tiempos y con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio.

8.- Las muestras tomadas a los diferentes tiempos se sembraron por extension

en placa por triplicado en cada medio de cultivo (Figura 4.5).

Figura 4.5. Siembra de muestras por extension en placa.

9.- Posteriormente, las cajas se incubaron a 37 °C durante 48 h (Figura 4.6).

Figura 4.6. Incubacion de cajas Petri.

10.- Trascurrido el tiempo de incubacion se realiz6 el conteo de las UFC

presentes en cada caja utilizando el cuenta colonias.
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11.- Se realizaron pruebas bioquimicas para confirmar las UFC de P.
aeruginosa (Figura 4.7). La prueba de piocianina se considera positiva, al
observar colonias verdes fluorescentes cuando se irradian con luz UV después
de 48 h de incubacion. La prueba de catalasa descompone el peréxido de
hidrégeno (H202) en H20 y O2. Al agregar el H202 al 30% y si se observa la
formacién de burbujas, se considera una prueba positiva (Bartelt, 2000)

n v \\> n
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Figura 4.7. Prueba de piocianina (a) y catalasa positiva (b).

12.- El procedimiento experimental se valid6 empleando cepas de referencia E.
coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 19433y E. faecalis ATCC 10145; con la
diferencia que el agua de S fue filtrada con una membrana de nitrocelulosa,
estéril de 0.45 um de poro con la finalidad de que las bacterias estuvieran en
contacto con la misma calidad de agua de las bacterias de la investigacion,

realizando las pruebas por triplicado.

13.- Para el andlisis estadistico de los datos se realizd una prueba paramétrica
de ANOVA de dos vias para cada microorganismo estudiado y por cada
tratamiento (concentracion y tiempo). Los datos fueron transformados a
logaritmo para normalizarse y aplicar las pruebas estadisticas. Todos los
analisis de varianza se llevaron a cabo en el programa estadistico NCSS y
PASS (2001). Ademas, se graficaron los resultados para poder comparar las
concentraciones de hipoclorito y cuantificar los efectos del desinfectante sobre
los microorganismos en las diferentes concentraciones y en los diferentes
tiempos asi como realizar las pruebas estadisticas que sustenten con mayor

confiabilidad los resultados obtenidos.
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V.- Resultados y discusion

Todas las pruebas de analisis de varianza muestran que las especies de
microorganismos estudiados varian significativamente de acuerdo a la

concentracion del desinfectante y al tiempo de retencion (cuadro 5.1).

Cuadro 5.1 Valores obtenidos de las pruebas de ANOVA de dos vias para cada
microorganismo estudiado.

ayb

Microorganismos C. totales E. coli P. aeruginosa E. faecalis

F |gl] P F (gl]| p F |gl| P F |gl| P
TRATAMIENTO 14.77| 2 |0.001|18.06| 2 |0.001(20.46| 2 |0.001]19.99| 2 |0.001
TIEMPO 25.31| 2 |0.005|33.28| 2 |0.015|14.78| 2 |0.014|14.25| 2 |0.015
INTERACCION

0.17 | 4 10.951| 0.21 | 4 |0.363| 0.46 | 4 |0.766| 1.09 | 4 |0.363

Donde: F= Valor total de la estimacion del analisis, g.I= grados de libertad y P=

valor de significancia.

Las interacciones de los modelos de ANOVA no presentaron valores
significativos lo cual indica que la concentracién del hipoclorito de sodio y el
tiempo al que fueron expuestos son independientes para cada tipo de

microorganismos estudiados, CT, E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis.

En las figuras 5.1 y 5.2, se aprecia una disminucién en la abundancia de
microorganismos en funcion del tiempo para cada una de las concentraciones
empleadas. Los valores se presentan en unidades logaritmicas, como ya se
menciono anteriormente. Sin embargo, cada especie tiene diferente tendencia

de disminucion con las condiciones experimentales.
Cabe destacar que la especie mas resistente fue P. aeruginosa y la que se
eliminé en mayor proporcion fue E. faecalis. En tanto que CT y E. coli tienen un

comportamiento de remocion similar.

A continuacion (Figura 5.1. a y b) se muestra que existen diferencias

significativas para E. coliy CT y (Figura 5.2.) para P. aeruginosa y E. faecalis
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en los diferentes tratamientos y periodos de tiempo. Se aprecia que no se

solapan los errores estandar para ningun tratamiento.

Coliformes

Kol
2 2
s 1.8 - B ochomg/I
] 1.6 -
& 14 - B veinte mg/!
3 12 - veinte mg
2 L
ot 0.8 o troi
£ 06 - treinta mg/I

0.4 A
= 0.2 A

0 -

cero veinte treinta

Tiempo (min)

E. coli b

1.8 - B ochomg/|

1.6 A
1.4 4
1.2 1

B veinte mg/I

H treinta mg/I

0.8 -
0.6 T
0.4 1
0.2 1

Media de la abundancia

cero veinte treinta

Tiempo (min)

Figura 5.1 a y b. Valores obtenidos de las pruebas de ANOVA de dos vias para
CTyE. coli.
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Figura 5.2 a 'y b Valores obtenidos de las pruebas de ANOVA de dos vias para
P. aeruginosa y E. faecalis.

Comparando la abundancia de las bacterias entre cada uno de los tipos de
microorganismos estudiados se aprecia que las tendencias de desinfeccion son
significativamente distintas de acuerdo con la concentracion de hipoclorito

empleado.

Podemos inferir que existe un efecto inmediato sobre los microorganismos al
aplicar las diferentes concentraciones de hipoclorito, posiblemente por la rapida
accion del desinfectante sobre las células, por la permeabilidad del agente
oxidante al interior de la célula y/o por el tiempo que transcurre en la toma de la
muestra, aproximadamente 10 segundos (Pérez y Espigares, 1999). Por tanto,

en las figuras se observa que los valores inician con diferente valor para cada
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concentracion y tipo de microorganismo. Dicho valor puede corregirse al
realizar un disefio experimental en el que no se afiada el desinfectante y se

tenga un conteo directo de cada uno de los microorganismos.

Asimismo, el tiempo de desinfeccion entre grupos de bacterias presenta la
misma tendencia al comparar la abundancia de las mismas conforme avanza el
tiempo de desinfeccion con diferencias significativas entre ellas, excepto para
CT y E. faecalis. Todos los experimentos presentan las mismas tendencias en
la tasa de disminucién de abundancia conforme aumenta el tiempo de contacto
con el desinfectante (Figuras 5.1 ay by 5.2 ay b) y tasa de disminucién de los
cuatro tipos de bacterias de acuerdo a la accion del desinfectante (Figura 5.3) y
la tasa de disminucién de acuerdo al tiempo de contacto (Figura 5.4). En
ambos casos se aprecia la tendencia a la disminucién de la abundancia de las
bacterias segun los resultados de los 20 muestreos realizados.

En la figura 5.3, se muestran las tendencias en la disminucién de la abundancia
media de los microorganismos estudiados expresada en unidades logaritmicas,
de acuerdo a la concentracion del desinfectante. Los microorganismos
presentaron diferencias significativas en su remocion en funcién de las distintas

concentraciones.

La diferencia de los valores obtenidos de las pruebas de ANOVA entre la
menor y la mayor concentracion del desinfectante fueron de 2.41 log para E.
coli; 2.23 log para CT; 1.55 log para E. faecalis y 0.96 log para P. aeruginosa.

Cabe sefialar que el orden en el que aparecen las tendencias no representa la
magnitud en la que son removidos los microorganismos, ya que de acuerdo
con la concentracion del desinfectante la mayor remocion sigue esta secuencia:

E. faecalis> E. coli> CT>P. aeruginosa.
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Figura 5.3 Valores obtenidos de las pruebas de ANOVA de acuerdo a la accion
del desinfectante.

La remocion de todos los tipos de microorganismos de acuerdo al tiempo de
exposicion al desinfectante se muestra en la Figura 5.4. Aqui se aprecia que
existen diferencias significativas, asi como la tendencia a disminuir la

abundancia media para cada especie expresada en unidades logaritmicas.

La diferencia de los valores obtenidos de las pruebas de ANOVA entre el
tiempo cero y treinta minutos de exposicion al desinfectante fueron de 1.54 log
E. coli; 1.21 log para CT; 1.38 log para E. faecalis y 0.55 log para P.
aeruginosa. Con el mayor tiempo de exposicion al desinfectante no se
garantiza la eliminacion de los diferentes tipos de microorganismos. El orden de
la disminucion en la abundancia de acuerdo con el tiempo de exposicién al

desinfectante siguié la misma secuencia que en el patron de concentracion.
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Figura 5.4 Valores obtenidos de las pruebas de ANOVA de acuerdo al tiempo.

Los resultados de los pardmetros fisicoquimicos medidos en el agua de E, Sy

T de la planta de tratamiento, se muestran en el cuadro 5.2.

Cuadro 5.2 Valores medios del pH y temperatura del agua de los muestreos
realizados en tres puntos de la planta.

Puntos de muestreo
Parametros Entrada | Secundario | Tratada
pH 7.32 7.49 7.44
Temperatura (°C) 19.68 19.80 20.56

Entre los parametros mas importantes para los microorganismos se
encuentran: temperatura, pH, disponibilidad de O2, tensién superficial, entre
otros (Apella y Araujo, 2006). Es de gran importancia medir algunos de estos

parametros fisicoquimicos para evaluar si afectan el crecimiento de bacterias.

Los valores medios de los resultados obtenidos en los 20 muestreos evidencian
que el pH presenté valores que varian entre 7.32 y 7.49 en los tres puntos de
muestreo, lo que indica un pH similar al reportado por Martinez (2006) 7.92 y
7.79 y Coronel (2007) de 7.57 y 7.75 para el agua residual y residual tratada.
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En cuanto a la temperatura del agua, el rango se encontr6 entre 19.68 a 20.56
entre los 3 puntos de muestreo. Dado que los valores de referencia se reportan
entre 10 y 20 °C, la temperatura fue idénea para el crecimiento de los
microorganismos (Pérez y Espigares, 1999). Y concuerdan por lo reportado por
Martinez (2006) 22.03 °C y Coronel (2007) cuyos valores fueron de 21.94 y
21.13°C para el agua residual y residual tratada, respectivamente.

El conteo de bacterias mesdfilas aerobias se refiere al niumero de bacterias que
crecen en el medio de cultivo, cuenta estandar, a 37° C durante 48 horas. Se
sabe que estos microorganismos pueden producir infecciones cutdneas y de

las mucosas del 0jo, oido, nariz y garganta (Cohn, 2002).

El conteo de UFC de bacterias mesofilas aerobias en agua de E, Sy T de los
muestreos realizados se exhibe en el anexo 2; la informacion inicia a partir del

muestreo tres ya que no se tomaron datos del 1ler y 2do muestreo.

De los tres sitios de muestreo (E), (S) y (T) se aprecia una disminucion
considerable en el numero total de UFC de bacterias mesdfilas aerobias
(Figura 5.5). Aungue la diferencia entre el agua de (S) y (T) es minima en
consideracion con el agua de (E), donde se aprecia claramente una

disminucién con los dos primeros tratamientos de la depuradora.

7.00
G.00

5.00

4.00
® Entrada
3.00 Secundario
‘ B Tratada

log UFC/MA00 ml

2.00

1.00

0.0a
34 5 687 85 21011121314 1516 17 18 18 20

Muestraos
Figura 5.5 Valores medios de bacterias mesofilas aerobias aisladas en los 20
muestreos en el agua de E, Sy T de la planta de tratamiento.
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Hay que precisar que la depuradora no esté eliminando a las bacterias incluso
aplicando la desinfeccion; los valores confirman que tampoco se eliminan las
bacterias mesdfilas aerobias. Por lo tanto, la calidad del agua no es apropiada
para el uso que marcan las normativas, es importante tener un monitoreo

constante porque muchas de estas bacterias pueden ser patégenas.

Los resultados obtenidos de los ensayos de desinfeccion, empleando tres dosis
de hipoclorito de sodio a diferentes tiempos de contacto se reportan como el
porcentaje de remocion (% r) de bacterias, segun la formula:

To-T1

%r= X100
To

Donde:
%= Porcentaje de remocion.
To = No. de UFC a tiempo de retencion O minutos.
T1= No. de UFC a tiempo de retencion 20 y 30 minutos.
Y de estos resultados se obtuvieron los valores medios (X ), maximos (MAX),
minimos (MIN) y desviacion estandar (DS).

Los resultados del conteo de microorganismos para los 20 muestreos se
exhiben a detalle en el anexo 3 para coliformes totales, E. coli, P. aeruginosa y
E. faecalis, en las tres concentraciones de 8, 20 y 30 mg/l de exposicion con

hipoclorito de sodio y en cada tiempo de retencién de 0, 20 y 30 minutos.

En el cuadro 5.3 se resumen los porcentajes de remocién una vez que se
obtuvieron los valores medios de cada triplicado, para cada microorganismo a
diferentes dosis y tiempo de contacto del desinfectante. Cabe sefalar que la
calidad del agua fue muy variable para cada muestreo, debido a que en
algunas ocasiones se reporté la existencia de muchas bacterias incluso que el
namero de UFC era >300 y en algunos muestreos no se aislaron el tipo de
bacterias de interés, reportando cajas con cero. Por tanto la desviacion

estandar es alta para la mayoria de los muestreos.
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Con estos resultados se comprueba que los indicadores tradicionales tienen un
maximo de remocion entre el 85.95 para CT y 87.40% para E. coli a pesar de la
exposicion con el maximo tiempo de retencion del desinfectante que fue 30
min, lo cual no garantiza la desinfeccion del agua tratada de la planta de

tratamiento.

Cuadro 5.3. Valores medios (1), maximos (MAX), minimos (MIN) y desviacion
estandar (DS) de los porcentajes de remocion de UFC de coliformes totales
(CT), E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis, expuestos a diferentes
concentraciones de NaClO (8, 20 y 30 mg/l), por espacios de 20 y 30 minutos.

Concentracion de hipoclorito de sodio (mg/l)

8 20 30

Microorganismos | Tr=min| 20" 30° 20° 307 207 307

X 56.96 | 78.32 | 67.12 | 83.06 | 79.14 | 85.95
MAX |100.00(100.00|100.00{100.00|100.00 | 100.00

T MIN 2.02 | 28.90 | 12.65 | 54.11 | 12,50 | 25.00
DS 34.29 | 23.77 | 33.97 | 18.16 | 29.56 | 20.46
X 54.82 | 75.56 | 55.76 | 77.51 | 75.08 | 87.40
E col MAX |(100.00(100.00(100.00(100.00|100.00| 100.00

MIN 0.24 | 16.20 | 3.46 | 40.06 | 16.70 | 36.70
DS 36.80 | 28.17 | 37.29 | 23.23 | 29.91 | 20.35

X 39.08 | 50.39 | 39.33 | 50.35 | 50.31 | 53.57
MAX 1100.00{100.00{100.00|100.00|100.00 | 100.00
MIN 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00
DS 34.58 | 30.45 | 32.68 | 32.63 | 35.70 | 32.69

P. aeruginosa

X 72.78 | 94.75 | 91.47 | 94.88 | 93.16 | 98.54
MAX |100.00{100.00|100.00{100.00 | 100.00 | 100.00
MIN | 855 | 74.72 | 55.11 | 50.00 | 9.90 | 70.90
DS |24.25| 7.39 | 13.72 | 12.11 | 20.55 | 6.34

E. faecalis

Reportes de Lazarova y col. (1999) determinan que a una dosis de 8 mg/l de
cloro con un tiempo de contacto de 30 min garantiza una cantidad menor a 104

CT/ 100 ml de agua analizada.
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Stewart y col. (2001), determinaron que con 1000 mg/I de hipoclorito de sodio
entre 10 y 12% disminuye la densidad celular de 0.85 log respecto al nimero

de células viables.

En un trabajo reportado por Rutala y Weber (1997), se demostré6 que a una
concentracion de cloro residual de 100 mg/l y un tiempo de contacto de 100
minutos, a una temperatura de 20 °C, con valores de pH de 8.2 a 9.2, no hay
una disminucién de las unidades logaritmicas de P. aeruginosa; en tanto que

Enterococcus faecium con 250 mg/l y 5 minutos disminuye 8.48 a 6 log.

Como se demuestra en este trabajo para P. aeruginosa, ni hiperclorando el
agua con 30 mg/l, ni con el maximo tiempo de retencién son removidas, ya que
sélo se eliminan un 53.57% de las bacterias. Esto evidencia la importancia y
necesidad de incluir este género dentro de los indicadores de la calidad del
agua por su importancia como patégeno oportunista; la resistencia tan clara
gue tiene ante la accion del desinfectante y la abundancia de estas bacterias
en el agua ya tratada hace ver la urgencia con que se debe incorporar a la lista

de indicadores en las normativas.

Las bacterias que se eliminaron con mayor eficacia fueron de la especie E.
faecalis, con un 98.54%, a pesar de que casi se garantiza su eliminacion, se
puede emplear para denotar el tipo de contaminacién fecal que esta presente

en el agua residual, ya sea de origen humano o animal.

Los resultados obtenidos en porcentaje de remocién para las cepas certificadas
se presentan en el cuadro 5.4 y detalladamente en el anexo 4. Al realizar las
pruebas con bacterias certificadas se validé el procedimiento experimental de
los resultados obtenidos con las bacterias aisladas de los muestreos realizados

en la investigacion.
También se confirma que las dosis y tiempos empleados no garantizan la

eliminacion de las cepas certificadas a excepcion de E. faecalis y por tanto la

calidad del agua tratada no es éptima. Para las cepas certificadas el porcentaje
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de remocion aumenta al incrementar la dosis del desinfectante y el tiempo de

contacto.

El orden de remocion a la maxima concentracion y tiempo es E. faecalis> E.
coli > P. aeruginosa cuyos valores son 100, 84.61 y 60 % respectivamente.
Estos valores son muy similares a los de las cepas aisladas en la planta de
98.54, 85.95 y 53.57 de % de remocion, respectivamente.

Los resultados de P. aeruginosa corroboran la resistencia de esta cepa al
proceso de desinfeccion, la maxima remocion fue de 60%, muy similar al
resultado obtenido para los bacterias de esta especie aisladas de la planta
cuyo valor fue 53.57% incluso a la maxima dosis y tiempo de contacto. Por
tanto, se debe incluir a los microorganismos del género Pseudomonas como

indicadores de la calidad del agua residual tratada.

Cuadro 5.4. Porcentaje de remocion de las cepas de E. coli ATCC 35218, P.
aeruginosa ATCC 19433 y E. faecalis ATCC 10145; en diferentes
concentraciones de NaClO (8, 20 y 30 mg/l) a 20 y 30 minutos de contacto.

Tiempo de contacto (minutos)
20 30
Microorganismos |8mg/l [20mg/I | 30mg/l [ 8mg/I | 20mg/l | 30mg/I
E. coli 41.01| 57.14 | 69.23 | 76.1 | 71.42 | 84.61
P. aeruginosa ND 20 50 |56.15| 55 60
E. faecalis 35.71| 50 100 |92.85| 100 100

ND no disponible
En el caso de P. aeruginosa en la concentracion de 8 mg/l no fue posible

determinar el porcentaje de remocion debido a que no se obtuvieron colonias

aisladas a pesar de contar con triplicados.
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VI.- Conclusiones

e Se demostré que existe resistencia al proceso de desinfeccion por parte
de organismos de E. faecalis, E. coli, coliformes totales y P. aeruginosa,

aisladas de agua tratada.

e Se comprob6 que al variar las concentraciones del desinfectante
hipoclorito de sodio (8, 20 y 30 mg/l), con exposicion a diferentes
tiempos (20 y 30 min), no se eliminan en su totalidad las bacterias

estudiadas.

e Los valores medios en porcentaje de remocion del total de muestreos
para E. faecalis, E. coli, coliformes totales y P. aeruginosa fueron de
98.54, 87.40, 85.95 y 53.57, respectivamente, con la maxima dosis de

desinfectante y al mayor tiempo de exposicion.

e Los valores medios mas altos de eliminacion corresponden con la mayor

dosis del desinfectante (30 mg/l) para cada tipo de microorganismo.

e De acuerdo con los andlisis de ANOVA existen diferencias significativas
en la eliminacion de los microorganismos estudiados en relacion con la
concentracion del desinfectante. Los resultados son independientes para
cada tipo de microorganismo, aunque en todos los casos su remocién es

proporcional a la concentracion.

e En relacion al tiempo de exposicibn para las distintas dosis del
desinfectante, cada tipo de microorganismo disminuye de manera
independiente, observandose una mayor remocion en el lapso entre 20 y
30 minutos. A los 30 minutos de alcanza la méxima remocion de

microorganismos.

e De acuerdo con los analisis de ANOVA existen diferencias significativas
en la eliminacion de los microorganismos estudiados en relacion con el

tiempo de exposicion al desinfectante. Los resultados son
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independientes para cada tipo de microorganismo, aunque en todos los

casos se establece una tendencia de remocién proporcional al tiempo.

E. faecalis alcanza valores de remocion mayores a CT en todas las
concentraciones de NaClO probadas, asi como en todos los tiempos de
contacto. Su escasa presencia en las aguas tratadas se garantiza aun

en concentraciones bajas de hipoclorito.

La resistencia del desinfectante hipoclorito de sodio de bacterias
aisladas de la planta de tratamiento, en comparacion con las bacterias
certificadas E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 19433 y E.
faecalis ATCC 10145; utilizando el mismo método dio como resultado

valores similares a la accion del desinfectante y al tiempo de exposicion.

El tratamiento del agua residual con hipoclorito en sistemas
convencionales de depuracion, no garantiza la calidad microbiol6gica
requerida para el reuso en contacto directo como lo marca la normativa
mexicana. Debido a que el agua tratada es destinada al riego de
camellones vy jardines podria representar un riesgo potencial de salud
debido a que existen actividades de juego sobre las areas verdes
regadas con el agua tratada.

Es notorio el caso de sobrevivencia de los microorganismos oportunistas
de la especie P. aeruginosa que es la que mas resistio los efectos de la
cloracion, tanto en las muestras aisladas de la PTAR como en el caso de
las cepa certificada ATCC 19433.

Es necesario modificar la normativa mexicana de aguas residuales
tratadas para que incluya otros indicadores distintos a los coliformes
como P. aeruginosa, debido a su origen patdgeno e importancia médica.
El hecho de incluir otros microorganismos aparte de los tradicionales en
las normativas de aguas permitird obtener aguas tratadas con mejor

calidad y garantizar su reuso.
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VIIl.- Perspectivas

El cuidado de los recursos hidricos podria garantizar la supervivencia de las
siguientes generaciones; desafortunadamente el aumento poblacional y el mal
manejo de este recurso visualizan un futuro incierto en la disponibilidad para la
humanidad. Por ello, el reutilizar el agua tratada cuando no represente ningun
riesgo en la salud de la poblacion es una excelente propuesta, pero debe
hacerse con la garantia de que ninguna persona corra el riesgo en su salud

cuando se exponga de manera directa o indirectamente al agua tratada.

El proponer nuevos indicadores de la calidad del agua como P. aeruginosa y
E. faecalis puede mejorar la eficacia de los estudios microbiolégicos y asi

contar un agua de mayor calidad.

Es importante que se realicen mas estudios no sblo en esta planta de
tratamiento sino a nivel municipal, estatal y nacional y realizar investigaciones a

nivel de comunidades en donde se tengan contacto directo con el agua.

Las autoridades sanitarias deben continuar registrando el nUmero de casos de
enfermedades gastrointestinales y buscar si existe una relacion directa de los

brotes hidricos y la calidad microbioldgica del agua residual tratada.

Proponer a la planta de tratamiento del I.T.E.S.M campus Hidalgo realizar
peribdicamente los andlisis correspondientes para garantizar que el uso que le
estan dando al agua tratada no tenga ninguna consecuencia en la salud de sus

estudiantes por el contacto al utilizar sus areas de recreacion.

Utilizar el agua residual podria proporcionarnos muchos beneficios mas que
problemas, si en un futuro y con la ayuda de la tecnologia podemos totalmente
eliminar estas bacterias patdgenas podriamos aprovechar esta agua, para

Nnuevos usos.

Es importante proponer en las escuelas, municipios y estados contar con mas
plantas de tratamiento y asi poder reutilizar los recursos hidricos y traer

beneficios al ambiente.
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IX.- Anexos

1.- Composicién quimica de los agares y modo de preparacion

Agar soya y tripticaseina (BBL, 1988)

Enzimas pancreaticas de caseina 159
Peptona de soya 59
Cloruro de sodio 59
Agar 159

pH 7.3 +0.2

Método de preparacion:

Suspender 40 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar agitando
hasta hervir por un minuto. Esterilizar a 121°C x 15 min y vaciar en cajas de
Petri, conservar en refrigeracién a una temperatura de 2°C a 8°C.

Agar McConkey (DIBICO, 2002)

Agar 13.5¢
Cloruro de sodio 59
Cristal violeta 0.001 g
Lactosa 10 g
Mezcla de sales biliares 15¢
Peptona especial 39
Peptona de gelatina 17 g
Rojo neutro 0.03 g
pH 7.1+0.2

Método de preparacion:

Suspender 50 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar agitando
hasta hervir por un minuto. Esterilizar a 121°C x 15 min y vaciar en cajas de
Petri, conservar en refrigeracién a una temperatura de 2°C a 8°C.

Agar para Pseudomonas (DIBICO, 2002)

Gelatina reducida por enzimas |20g
pancreaticas

Cloruro de magnesio 149
Sulfato de potasio 10 g
Agar 13 g

pH 7.2+0.2

Método de preparacion:

Suspender 45 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar agitando
hasta hervir por un minuto. Esterilizar a 121°C x 15 min y vaciar en cajas de
Petri, conservar en refrigeracion a una temperatura de 2°C a 10°C.
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Agar para Enterococcus (Difco, 1998)

Triptosa 20g
Extracto de levadura 59
Dextrosa 29
Fosfato dipotasico 49
Azida sodica 049
Agar 10 g
Cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio 0.1g

pH 72+0.2

Método de preparacion:

Suspender 42 g del medio en un litro de agua destilada mezclar y calentar
agitando hasta hervir por un minuto. No esterilizar en autoclave, vaciar a cajas

Petri conservar.

Agar bilis rojo violeta (Difco, 1998)

Extracto de levadura 39
Peptona de gelatina 79
Mezcla de sales biliares 15¢
Lactosa 10 g
Cloruro de sodio 5.0¢9
Agar 15 g

Rojo Neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.002 g
pH 7.4 +/-0.2

Método de preparacion:

Suspender 41.5 g del medio en un

litro de agua destilada, mezclar

perfectamente y calentar con agitacion frecuente y hervir por un minuto. Enfriar
de 42 a 44 °C y usar inmediato o esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min.

Agar métodos estandar (BBL, 1988)

Enzima pancreatica de caseina 59
Extracto de levadura 25¢g
Dextrosa 1lg
Agar 159

Método de preparacion:

Suspender 23.5 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar con
agitacion hasta hervir por 1 min. Esterilizar en autoclave a 121 °C X 15 min.
Verter en cajas Petri y almacenar a una temperatura de 2°C a 10°C.
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2.- Datos de bacterias mesdfilas aerobias

Tabla A.2. Datos obtenidos del conteo de bacterias mesofilas aerobias, del
agua de entrada, secundario y tratada

Agua
Muestreos | Entrada |Secundario| Tratada
3 5.97E+05| 5.49E+04 |0.00E+00
4 9.88E+05( 5.55E+02 [1.00E+02
5 5.61E+05| 2.06E+05 [2.84E+06
6 6.50E+04 | 5.15E+03 |1.00E+02
7 2.54E+05( 3.75E+04 [1.50E+03
8 2.80E+04 | 6.50E+03 [5.00E+01
9 1.44E+05| 1.35E+04 [1.20E+03
10 1.20E+05| 2.00E+02 |0.00E+00
11 1.20E+04| 1.02E+04 |2.00E+02
12 2.18E+05( 7.15E+04 [1.07E+05
13 3.95E+05| 4.58E+04 [5.35E+04
14 4.73E+05| 1.15E+05 |4.20E+04
15 1.57E+05| 3.15E+04 |2.42E+04
16 2.57E+05( 5.15E+04 |1.65E+04
17 2.63E+05( 5.90E+04 [1.95E+04
18 4.58E+05| 1.02E+05 |3.70E+04
19 5.33E+05| 1.96E+05 |2.15E+04
20 2.46E+03| 2.00E+03 [1.01E+03

Promedios 5.97E+05

5.50E+04 5.05E+01
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3.- Datos de los muestreos

Para las siguientes tablas las abreviaturas empleadas corresponden a: CT,

coliformes totales; E. c, E. coli; P. a., P. aeruginosa y E. f., E. faecalis.

Tablas A.3. Promedios de los triplicados de los 20 muestreos por bacterias y

fechas en que fueron realizados.

CT

E.c

Ef

CcT

Ef

MUESTREQ NO 1
17 DE SEPTIEMBRE DEL 2007

8 mgll 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
inc 39 inc 26 63 68 26 6
inc 42 2 inc 124 0 59 40 2
inc 23 2 inc 98 0 37 34 1
34.67 1.67 82 67 21 54 67 33.33 3
40 7 3 inc 20 4 inc 7 4
18 6 5 inc 30 0 inc 11 2
43 3 1 inc 20 0 inc 7 2
33.67 5.33 467 23.33 1.33 8.33 267
11 23 10 15 27 15 98 28 25
9 17 5 21 9 12 26 2
3 22 7 0 15 1 0 10
7.67 20.67 4.00 9.00 16.00 13.00 37.00 18.00 12.33
40 0 56 1 1 40 0 0
40 0 0 67 2 7 40 0 0
K| 0 1 50 4 0 27 1 0
37 0 0.33 5767 2.33 267 35.67 0.33 0
MUESTREQ NO 2
24 DE SEPTIEMBRE DEL 2007
8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
59 45 63 103 30 0 39 0 0
42 18 20 60 61 0 10 0 0
27 10 8 82 15 0 25 0 35
42 67 24.33 30.33 81.67 35.33 0.00 24 67 0.00 11.67
33 63 19 0 0 0 0 1 0
72 76 2 35 0 12 35 4 0
95 50 5 9 32 2 9 13 1
66.67 63.00 8.67 14 67 10.67 467 14.67 6.00 0.33
1 1Mo 2(2)(2) Ty womao | 1) 1T 4(0)4) LEEN)]
1)) 10 (1) 0 2(0)(2) 7(2)(7) 10 (1) 0 T 1))
101)0) 10 (1) 101 IME | MOat) | 2@ @) 3(0)(3) RN 10 0)
1 1 1 1.33 1 1.33 0.33 0.67 1
3 0 7 5 2 0 0 1 4
1 2 1 17 0 0 0 1 1
0 0 0 5 0 0 0 0 1
1.33 2 ] 27 2 0 0 2 6
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CT

Ef

CcT

Ef

MUESTRED MO 3
01 DE OCTUBRE DEL 2007

8 mall 20mgll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
15 2 0 7 0 0 0 0 0
26 0 0 3 0 0 0 0 0
15 0 0 1 0 0 0 0 0
18.67 0.67 0.00 7.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 1 0 1 0 0 0 0 1
6 3 0 1 0 0 0 0 0
4 0 0 2 0 0 0 0 0
567 1.33 0.00 1.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33
1(1) (1) 12 (8) (13) | 14 (3) (14) TNy [22@22)@22) | 1 (1)) 1{1) (1) 18 (4) (18) 6 (1) (6)
1) | 26(12)(26) | 5(2)(9) T 6 (3) (5) T | 18@(18) 101 1)
1)) | 8@)@) [ 18E8) | 1)) | 48)@) | 1) | M@an | 6@6) | 8@ @)
1 9.33 0.36 1 9.33 1 2.33 2.33 2
49 0 0 10 0 0 0 0 0
33 0 0 5 0 0 1 0 1
45 0 0 7 0 1 0 0 1
4233 0.00 0.00 7.33 0.00 0.33 0.33 0.00 0.67
MUESTREQ NO 4
08 DE OCTUERE DEL 2007
8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
incontables | incontables 31 incontables 142 21 incontables 28 4
incontables | incontables 45 incontables 93 27 incontables 38 0
incontables | incontables 30 incontables 89 39 incontables 7 ikl
35.33 0 109.67 29 0 2433 5
incontables | incontables 49 incontables 45 8 incontables 4 0
incontables | incontables 55 incontables 24 11 incontables 1 0
incontables | incontables 53 incontables 60 16 incontables 7 0
5233 43 11.67 7.33 0
101 (1) 2{(1)(2) 10 (1) T 10 {) 10 2(0) (2} 10 (1) 1)
1 | 1 [ 1w [ 1w [ 1o [ 1w [e@men | 1ma [ 10
1) | 1 [ 1o [ 10w [ 1md [ 1mm | 4@@ | 1 [ 100
1 1 1 1 1 1 3 1 1
34 17 1 27 5 13 16 1 0
38 15 4 22 3 7 27 2 0
1 1 7 62 1 14 18 1 0
43 14.33 7.33 37 3 11.33 20.33 1.33 0
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CT

Ef

CT

P.a

Ef

MUESTRED NO 5

15 DE OCTUBRE DEL 2007

8 mall 20mgll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
1114 94 0 51 9 0 7 0 0
1001 75 0 76 3 0 5 0 0
989 116 7 89 0 0 0 0 0
1034.67 95.00 2.33 72.00 4.00 0.00 4.00 0.00 0.00
978 43 0 72 0 0 3 0 0
1200 34 0 £}l 1 0 0 0 0
680 30 0 42 0 0 0 0 0
952 67 37.33 0.00 48.33 0.33 0.00 1.00 0.00 0.00
1) (1) 10 0) IMNE) | 28M)@8) | 1WE2){(A7) | 5(2)(5) 3(2)(3) 7(3)(7) 2(2)(2)
1) [ 16E) A6 | 1(0) (1) 2(M(2) | 254)25) | 14 (2) | 1NN g (4} (8) LENVEN)]
1(1) (1) | 27(8)(27) | 28(3)(28) | 14 (3)(14) | M () (1) | 22(8)(22) | 10(3)(10) | 2(0)(2) (1) (3)
1 5 1.33 1.00 2.33 467 2.00 233 1.33
53 13 0 0 0 0 0 0 0
42 18 3 0 0 0 0 0 0
73 25 1 0 0 0 0 0 0
5767 18.67 1.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
MUESTREO NO 6§
22 DE OCTUBRE DEL 2007
8 mgl/l 20magll 30mgll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
7 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
367 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 (9) (26) | 20 (3)(20) | 11 (1) (1) | 18 (8)(18) | 30 (4} (30) | 7{(3)(7) 1701) (17) | 33 (1) (33) | 42 (9) (42)
2(2) (2) 10 (5) (10) | 49 (7) (49) | 15(3)(15) | 53 (B) (53) | 22 (6) (22) | 12 () (12) | 14 (7) (14) | 25 (8) (25)
84 (10) (84) | 41 (13) (41) | 40 {14) {40) | 40 (11) (40) | 32 (6) (32) | 23 (11) (23) | 53 (4)(53) | 18 (2) (18) |20 (11) (20 )
7 7 7.33 7.33 6 6.67 3.33 3.33 9.33
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
167 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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CT

Ef

CT

Ef

MUESTREO NO 7
29 DE OCTUBRE DEL 2007

8 mall 20mgll 30magll
T=0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30
71 12 0 65 0 0 0 0 0
170 8 0 52 0 0 4 0 0
115 3 0 28 0 0 0 0 0
118.67 767 0 4833 0 0 1.33 0 0
66 0 0 27 0 1 0 0 0
56 1 0 ] 0 0 0 0 0
70 0 0 0 0 0 0 0 0
64 033 0 11.67 0 0.33 0 0 0
126 (15) (126] 13(2)(13) | 8(1)(8) |35 (13)(35)| 10{1)(10) | 18 (1) (18} | 16 (4)(16) | 10 (5)(10) | 3{2)(3)
45 (3)(458) | 6(1)(6) | 12(3)(12) [ 13(0)(13) | 10(6)(10) | 6 (1) (6) 3(0) (3) 9(2)(9) | 42(3)(42)
53(4)858) | 9(0)(9) | 27(8)(27) | & (6)(8) 9(2)(9) | 30(7)30) | TOF) | 161016 | 1))
7.33 1 4 6.33 3 3 1.33 267 2
4 0 0 2 0 0 0 0 0
13 0 0 1 1 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 1 0.33 0 0 0 0
MUESTRED NO 8
05 DE NOVIEMBRE DEL 2007
8 myll 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30
0 ] 0 0 0 0 0 0 0
0 75 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 27 67 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
10(2)(10) | 13(5)(13) | 1) | w000 [ 1)) 3(0)(9) 5(1)(5) 3(0)3) 21{0)(2)
6 (1) (8) 8(1)(8) 101 6 (3) (6) 9(2)(9) @@ | 12(602) | 83} 2(1(2)
6(0) (6) 5(0) (5) 6 (2) (6) )8 | 132013 | 18@)08) | 1@ (1) | 12¢1)(12) | 12 (1) (12)
1 2 067 267 1.33 2.33 3.00 1.33 067
0 3 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0
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21 DE NOVIEMBRE DEL 2007
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CT

Ef

CcT

Ef

MUESTREO MO 11
28 DE NOVIEMBRE DEL 2007

8 mall 20mgll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
1.33 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 0 0 0 0 0 0 0
0 0 3 0 0 0 0 0 0
0 067 1 0 0 0 0 0 0
19(0)(19) | 24(7){24) | 10§4) (10 7 (0 (7) 501)15) 4{4)4) I(1(9) 3(0) (3) 3011 (3)
8(5)(8) | 17ON(AT | 16(9)(16) [ 313 5(3)(5) 8 (2) (8) 7(2)(7) 333 2(1)(2)
4(0)(4) | 11(9)(11) ) 19(3)(16) | 6(0) (6) 8 (8) (8) 6 (3) (6) 8 (6) (8) 100) (1) (1) (3)
1 66 9 7.33 0.33 4 3 3 1 1
3 0 0 0 0 0 0 1 0
0 1 0 2 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 033 0 0.67 0 0 0 0.33 0
MUESTREQ NO 12
22 DE ENERO DEL 2008
8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
767 976 114 123 67 54 53 22 19
564 443 175 145 59 51 67 25 6
744 47 111 116 44 3 32 43 ]
69167 613.33 133.33 128.00 56 67 4T 67 5233 30.00 11.00
989 7845 212 113 132 66 75 23 ]
1101 666 321 99 76 51 34 1 12
990 371 211 104 84 49 55 19 7
1026 67 607.33 248 00 10533 97 33 5533 54 67 17 67 9133
99 (29) (99) | 23 (2) (23) | 55 (8) (55) | 11(8)(11) | 28 (4)(28) [ 17 (18) (A7) | 4 (0)(4) |48(11)(48)| 9(6)(9)
8O Te) | 1) | 3E)EN | 7T | 18(9(18) | 9(0)(9) T [ 17Ean | 2@2)@)
90 (1) (30) | 15 (0)(15) | 19(0)(19) | 1 () | 1500015 | 222 1) | 11EEN | 100
13.33 1 3.66 3 433 5 66 066 6.33 2 66
21 ] 3 2 0 0 0 0 0
15 14 3 1 0 0 0 0 0
11 6 1 1 0 0 0 0 0
15 67 9 67 233 1.33 0 0 0 0 0
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CT

E.c

Ef

CcT

Ef

MUESTREQ NO 13
30 DE EMNERO DEL 2008

8 mgll 20mg/l 30magl/l
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
345 321 199 254 112 54 59 45 23
543 119 196 201 109 78 78 32 3
789 209 122 232 96 56 55 34 30
559 216.33 172.33 229 105.67 62.67 64 37 28
774 511 285 267 211 199 76 32 32
601 392 119 205 177 158 56 55 37
642 123 125 308 122 133 81 57 46
672.33 342.00 177.33 260.00 170.00 163.33 71.00 48.00 38.33
56 (2) (56) | 39(1)(39) | 44 (22) (44) | 58 (1)(58) | 41(13)(41) | 67 (34) (67) | 29 (3)(29) | 1M (@) (11) | 8(0)(8)
79 (23)79 | 23 (11} (23) | 39 (12) (39) | 69 (10 ) (69) | 31(21) (21) | 49 (24} 49) | 19(2)(19) | 9(0) (%) 4(1)(4)
44 (10) (44) | 45 (23} (45) | 78 (11) (78) | 89 (4)(89) | 28 (4)(28) | 39(1)(39) | 16 (0) (16} | 5(3)(5) 5 (0) (5)
11.66 11.66 15 5 12.66 19.66 1.66 1.66 0.33
23 16 17 3 0 0 0 0 0
22 17 1 3 1 0 0 0 0
15 23 5 0 0 0 0 0 0
20 18.67 11 2 0.33 0 0 0 0
MUESTREQ NO 14
06 DE FEBERERO DEL 2008
8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
111 99 78 47 43 31 22 27 11
105 115 67 87 50 39 17 1 1
78 63 55 55 K]l 28 9 4 14
98 92.33 66.67 63 41.33 32.67 16 14 12
145 109 56 43 29 21 10 7 9
321 59 59 55 k)l 19 [ 8 6
111 74 58 69 40 15 12 10 4
192.33 90.67 67.67 5567 33.33 18.33 10.00 8.33 6.33
94 (18) (94) | 79 (23) (79) | 45 (8) (45) | 67 (1) (57) | 34 (1)(34) | 56 (2)(56) |6 (N (16 | 17 (1017 | 94) ()
78 (5)(78) | 67 (1)(67) | 40 (4)(40) | 21 (1)(21) | 39(0)(34) | 22(0)(22) | 19(4)(19) | 18(0)(18) | 9(1)(9)
77 (16 ) (77)| 59( 19 ) (59} | 33 (0) (33) | 29 (0) (29) | 31 (1) (31) | 26(3)(26) |24 (5)) (24) | 12 (0)(12) | 4(0)(4)
9.66 14.33 4 4 0.66 1.66 3.33 0.33 1.66
4 3 4 0 0 1 ] 0 0
7 3 0 2 0 0 0 0 0
5 1 2 0 0 0 0 0 0
5.33 2.33 2 0.67 0 0.33 0 0 0
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CcT

Ef

CcT

Ef

MUESTREQ MO 15
13 DE FEBRERO DEL 2008

8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30
34 41 21 21 11 11 4 3 0
37 22 20 20 6 7 6 3 2
27 25 11 15 11 3 3 1 1
32 67 2933 17.33 18.67 9.33 7.00 433 233 1.00
76 55 59 44 39 27 21 E] 2
55 69 67 49 40 22 13 5 1
79 61 50 £}l 25 24 19 6 5
70 6167 58 67 4133 34 67 2433 17 67 6.67 267
101 (9) (101)| 88 (16) (88) | 62 (4) (62) | 70 (8) (70) | 42(3)(42) | 30 (4)(30) | 27 (2)(27) | 19(0) (19) | 10(2) (10)
76 (2) (76) | 7T1(0)(71) | 54 (1)(54) | 31(0)(31) | 38 (10) (38) | 29 (1) (299 | 24 (1) (24) | 16 (2) (16) | 14 (5) (14)
89 (21) (89) | 91 (12) (91) | 59 (3) (59) | 69 (11) (69} | 33(7)(33) | 24 (0)(24) | 15(2)(15) | 11 (1) (1) | 5(0)(5)
10.66 9.3 4 66 6.33 6.66 1.66 1.66 1 233
3 1 1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0 0 0
2 67 1 0.33 0 0 0 0 0 0
MUESTREO NO 16
22 DE FEBRERO DEL 2008
8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30 =0 T=20 T=30
78 83 40 32 19 12 0 0 0
55 7 31 26 11 20 0 0 0
64 39 38 27 16 7 0 0 0
65 67 64.33 36.33 28.33 15.33 13.00 0 0 0
99 77 33 22 11 9 7 0 0
56 56 29 29 38 11 11 0 0
78 34 65 46 21 28 4 0 0
7767 6567 4233 32.33 2333 16.00 7.33 0 0
53 (8) (53) |44 (1) (44) | 29(5)(29) | 19(1)(19) | N1y | 1M 5 (0) (5) 8 (1) (8) 1{(1)(1)
41(6)(41) | 21(1)(21) | 20(9)(20) [ 22(0)(22) | 172 (17) | 8 (3)(8) (@) | TENT) | 1
59 (0) (59) | 70 (23) (70) | 35 (14) (35) | 14 (0) (14) | 6 (1) (B) 2 (1) {2) 1(0) (1) 1)) | 1 (1)(1)
4 66 11.66 9.33 033 1.33 1.66 033 1 1
9 11 3 1 0 0 0 0 0
9 4 3 0 1 0 0 0 0
5 8 4 0 0 0 0 0 0
7.67 767 333 033 0.33 0 0 0 0
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MUESTRED NO 17
07 DE MARZO DEL 2008

8 mall 20mgll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
101 45 22 16 11 ] 2 1 1
89 33 19 12 10 ] 7 6 4
99 K}l 24 22 15 6 10 4 1
96.33 36.33 21 67 16.67 12.00 7.33 6.33 367 200
77 40 33 30 21 11 7 4 2
70 34 41 28 22 g 5 3 2
11 66 &0 26 18 7 10 7 1
52 67 46 67 41.33 28.00 2033 9.00 7.33 5 67 167
T | 21(8)(21) | 10(3)(10) | 24 (8)(24) | 4{0)4) 3(3)(3) TR 193019 | 2@2)(2)
M) | 29@)(29) | 140 04) [19015) (9] 1{)01) 10 6 (4) (6) 9(8) (%) 110) (0)
24(4)(24) | 4(4)4) | 1TEd)(A7) | 3(8)(3) 100 1) |23(16)(23)] 3(0)3) | 113){11)
233 4 66 433 10.33 0_66 1.66 7 66 3.66 1 66
] 4 1 1 0 0 0 0 0
6 3 2 1 0 0 0 0 0
] 3 1 1 0 0 0 0 0
7.33 333 1.33 1 0 0 0 0 0
MUESTREC NO 18
01 DE ABRIL DEL 2008
8 mgll 20mgll 30mg/l
T= T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
79 43 41 26 35 ] 1 4 0
138 99 13 41 27 10 16 2 0
115 50 43 20 14 14 11 1 0
110 67 6400 3233 29.00 2533 11.00 933 233 0
111 39 9 22 19 7 4 ] 1
a8 20 28 24 6 10 g 3 0
EX! 19 30 11 13 12 3 1 0
96 67 26.00 2233 19.00 12 67 967 533 4.00 0.33
99 (23) (99) | 51 (7) (51) | 39 (4)(3%) | 28 (7) (28) | 20 (1)(20) | 15 (0) (15) 1(0) (1) 3 (1) (3) 6 (0) (6)
75 (8) (75) | 49 (10) (49) | 48 (%) (49) | 21(3)(21) | 18(6)(18) | 22(2)(22) | 39 (6)(39) 5 (0) (5) 2(1)(2)
80 (19) (80) | 58 (6) (58) | 35 (0) (35) |39 (11)(39)| 13 (6) (13) | 29(6)(29) | 21(B)(21) [ 1 (11) | 2(0)(2)
16.66 7. 66 433 7 433 2 66 4 0.33 0.33
59 20 12 3 11 0 11 1 0
75 19 26 23 11 0 A 3 0
61 13 13 19 14 0 1 2 0
65 17.33 17 26.67 12 0 567 2 0
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MUESTREO NO 19
(04 DE ABRIL DEL 2008

8 mall 20magll 30magll
T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
222 199 98 13 45 33 30 19 4
209 177 90 44 43 23 10 12 4
254 156 79 88 40 21 22 9 2
228.33 177.33 89.00 62.33 44 33 25 67 20.67 13.33 3.33
199 99 3 44 22 7 9 11 2
178 89 77 39 29 26 20 13 2
201 67 89 21 11 21 20 2 9
192 67 85.00 65.67 3467 2067 18.00 16.33 8.67 433
M1 (29) (1] 1(1) (1) 1M1 | 164)(16) | 15(3)818) | 17 (M7 | 1M 1(1) (1) 1(0) (1)
90299 1) W0 | 22(2){22) | 9(0)(9) 10 (1) 5(1)(5) 100} (1) 110) (0)
23823 | 1M 100 [1901) (19| 6(0) () 10 (1) 10 3@ 2(2)(2)
16.33 1 0.66 5.66 1 3 1 0.66 0.66
77 20 26 11 11 1 12 0 0
64 21 29 28 9 3 1 0 0
33 23 49 10 8 3 3 0 0
58 21.33 34.67 16.33 9.33 2.33 5.33 0 0
MUESTRED NO 20
22 DE ABRIL DEL 2008
8 mall 20mg/l 30mgll
T=0 T=20 T=30 T= T=20 T=30 T=0 T=20 T=30
128 L 32 99 73 15 60 21 3
111 72 28 128 79 10 68 16 1
92 69 20 69 52 10 52 19 4
110.33 7267 26.67 98.67 68.00 11.67 60.00 18.67 2.67
98 82 3 99 65 0 28 12 0
77 91 3 115 43 2 22 7 0
101 87 1 83 7 3 35 9 1
92 8667 233 99.00 50 1.67 28.33 933 0.33
inc(19) inc(10) 69(2) 110(8) 72(3) 22(2) inci2) 18(2) 11(0)
inc(25) inc(5) 52(1) 98(2) 60(5) 3(2) 101(2) 21i4) 11(4)
inc(20 inc(7) 58(5) 125(4) 50(0) 27(2) 90(3) 27(1) 9(1)
21.33 7.33 2.66 4 66 2.66 2 233 233 1.66
151 39 14 89 18 0 49 14 0
156 50 16 66 23 4 60 0 1
139 64 10 84 18 2 72 16 0
148.67 51.00 13.33 79.67 19.67 2.00 60.33 10.00 0.33
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4 .- Datos de bacterias certificadas

Tabla A.4. Resultados de ensayos de desinfeccion de cepas certificadas.

MUESTRED BACTERIAS CERTIFICADAS
23 DE ABRIL DEL 2008

8 mgll 20mgl/l 30mgl/l
E.c T=0 | T=20 | T=30| T=0 | T=20 | T=30 | T=0 | T=20 | T=30
17 0 0 12 4 8 10 16 7
22 g 3 0 11 1 1 2 9
0 14 11 g 5 0 3 4 1
5.667 | 4667 | 3.667 | 7.000 | 3.000 | 2.667 | 4.333 | 6.667 | 2667
P.a 22.000 | 8.000 | 6.000 (12.000| 21.000 | 15.000 {21.000| 6.000 | 10.000

26.000 | 1.000 [ 5.000 | 5.000 | 8000 | 3.000 |17.000|2.000| 9.000
9.000 [14.000(14.000(16.000] 16.000| 6.000 |10.000|7.000 [ 4.000
10,333 | 7.333 | B.B6T | 9.333 [ 12,333 | 7.000 |10.333]| 4333 | 4.667
Ef 12.000 | 9.000 | 4.000 | 2.000 | 0.000 | 0.000 | 3.000)0.000| 0.000
6.000 | 8000 |1.000|2000) 2000 | 0.000 | 0.000|0.000( 0.000
2.000 | 1.000 | 0.000)0.000| 1.000 | 0.000 | 0.000|0.000) 0.000
4667 | 3.333 | 1.333 | 0.667 | 0.333 | 0.000 | 1.000 | 0.000) 0.000

Valores medios de bacterias certificadas

8 mg/l 20mgq/I 30mg/I

Microorganismos T=0 |T=20|T=30|T=0|T=20| T=30 | T=0 |T=20|T=30

E. coli ATCC 35218 5.66 | 4.66 | 3.66 |5.66| 3 |2.6667|4.33 |[6.66 | 3

P. aeruginosa ATCC

19433 10.33| 7.33 | 6.66 |9.33/12.33 7 10.33| 4.33 | 4.66
E. faecalis ATCC
10145 466 | 3.33]1.33/0.66/| 0.33 0 1 0 0
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5.- Equipos y aparatos utilizados en la parte experimental

Parrilla de agitacion y calentamiento
Marca Termo Line, Modelo SP46925, N.S 1069990763200.

Potenciometro
Marca, Hanna, Modelo pH 211, N.S. 378099

Micropipeta de 10 a 100 pl
Marca Biohit, N.S. AU34950

Estufa de Cultivo
Marca Riossa, Modelo E-51, N.S. EO51

Autoclave
Marca American, N.S. 0003877

Lampara de luz ultravioleta
Marca Espectroline, Modelo ENF-240 C, N.S 116110

Cuenta colonias
Marca Solbat, Modelo Q20, N.S. 2275.
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