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RESUMEN 

El presente trabajo es una contribución al conocimiento en la aplicación del 

ozono como un desinfectante alternativo al hipoclorito de sodio para potabilizar agua 

de consumo humano. En este caso se utilizaron ozono e hipoclorito de sodio de 

calidad analítica como desinfectantes; y a la bacteria Vihrio cholerae 01, biovar El 

Tor, serovar Ogawa (CT) como organismo a eliminar. El agua que se utilizó en este 

proceso de desinfección provino de un manantial. A partir de una cepa 

Vibrio cholerae O 1 biovar El Tor, serovar Ogawa, (Cr) adaptada a una dosis 

aplicada de cloro disponible de 0.3 lmg/L, se elaboró una suspensión bacteriana con 

una turbiedad similar al tubo número 4 del nefelómetro de McFarland, lo cual provee 

una estimación poblacional de l 2x 108 bacterias/mL. Esta suspensión se preparó en un 

volumen de 500mL de agua de manantial estéril; poste1iormente la suspensión fue 

retada con diferentes concentraciones de ozono y de hipoclorito de sodio. A 

continuación utilizando las técnicas de microdilución y Miles-Misra se procedió a 

verificar si hubo una disminución en el número de UFC. Los datos obtenidos por las 

cuentas viables en las pruebas testigo dieron en promedio valores de 106 UFC/SmL en 

la suspensión celular. Las pruebas de desinfección usando concentraciones de ozono 

en fase gaseosa de 45 y 50mg/L, y a un tiempo de contacto de 1 O minutos mostraron 

que la concentración de UFC disminuyeron en un 99.9999%. En tanto al utilizar el 

hipoclorito de ~odio fue necesario utilizar una dosis aplicada de 40mg/L y a un tiempo 

de contacto de 30 minutos para lograr disminuir el número de UFC en un 99.9999%. 
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INTRODUCCIÓN 

El cólera es una enfermedad entérica que se adquiere por ingestión de alimentos y 

agua contaminados con heces de enfermos. Esta enfennedad entérica se manifiesta 

por una diarrea acuosa, vómito, deshidratación y colapso respiratorio; si no es 

atendido el enfermo puede morir en un lapso entre 4 y 48 horas. La diarrea es 

producida por una exotoxina que provoca en las células epiteliales del intestino un 

exceso de pem1eabilidad, lo que conduce a una pérdida de agua y electrolitos 

(Giono, et al., 1993; Stanier, et al., 1986; Sánchez, 1991) 

El agente etiológico que provoca esta enfermedad es la bacteria Vibrio cholerae 

01. Este microorganismo se mantiene viable en un pH entre 7.6 y 8.6, el rango de 

temperatura optimo se encuentra entre 18 y 40, y 5 y l oºc, mientras que el rango de 

salinidad que prefiere está entre 15 y 25°/oo (Baumann, et al., 1984; Sánchez, 199 I): 

Cuando las heces de emermos que contienen esta bacteria entran en contacto con 

agua destinada para consumo humano, o agua residual que se usa para irrigar 

plantaciones, tales aguas se vuelven un medio de transmisión de la enfermedad (si 

dichas aguas presentan los rangos fisicoquímicas arriba desc1itos) La sobrevivencia 

de V cho/erc.i en agua de mar que esté a una temperatura entre 30 y 32°C es entre 10 

y 13 días, mientras que en agua de pozo o de cisterna a una temperatura entre 5 y 

l oºc es de 18 días (Giono, et al., 1993; Sánchez, 1991 ). 

En México las vías principales de transmisión del cólera son el agua y los 

alimentos contaminados con V cho,ferae. La séptima pandemia del cólera hizo su 

aparición en el país desde 1991, la diseminación de la enfennedad se ha dado en casi 

todos los estados de la República 

(Giono, et al., 1993; Dirección General de Epidemiología, 1995). 
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Debido a esto se hace necesario el llevar a cabo procesos de desinfección del agua 

que se destinará para consumo humano. Uno de los desinfectantes más utilizados para 

este fin es el cloro, del que se recomienda mantener en el agua una concentración 

residual mínima de O.Smg/L para tener certeza de que dicha agua mantenga una 

calidad microbiológica adecuada (A WW A, 1973; SSA, 1994 ). 

Si se aplica una dosis de cloro disponible sin tomar en cuenta la cantidad de 

materia orgánica que pudiese contener el volumen de agua que será desinfectado, 

puede ocurrir la formación de compuestos carcinógenos como los trihalometanos. 

También si en dicha aplicación no se toman en cuenta factores como la turbidez, el pH 

y la distribución adecuada en todo el volumen de agua del desinfectante, puede 

acontecer que alguna cepa de V. cholerae que se encuentre en el agua adquiera 

resistencia al cloro 

(Troyan, et al., 1989; Clark, et al., 1994; Rice, et al., 1992; Seyfried, et al., 1980; 

Ridway, et al., 1982). 

Por lo anterior, es necesano desarrollar tecnología en la aplicación de 

desinfectantes alternativos al cloro; una de estas alternativas es el uso del ozono, el 

cual se ha observado su eficacia en la elirninación de microorganismos 

(Kott, et al., 1980; Bablon, et al., 1991 ). 
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l. Historia del cólera 

1.1 Desam>llo histórioo del OOlera 

La primera vez que se hizo mención del cólera fue en los trabajos de Hipócrates. Se piensa 

que el cólera proviene de las palabras chole (bilis) y rein (fluido) En 1872 Emile Lihreun 

filologista consideró que la palabra cólera tiene el significado en griego de canal (tejido) ya que el 

sintoma principaJ es parecido a la descarga de un canal. El médico inglés Tomas Sydenha.m 

estableció el tém1ino Cho/era morb11:1 para distinguir la enfermedad del cólera del estado de ira 

(Barúa, 1992). 

John Snow era un investigador y médico obstetra de la reina Victoria (pionero en anestesiar 

pacientes mediante inhalación de éter), realizó un estudio en la ciudad de Londres en el año de 

1849 durante una explosiva epidemia de cólera; detenninó que el grueso de la gente que se 

enfermó, se debió a que tomó agua de una estación de bombeo localizada en la calle Broad de 

Londres. El agua que salía de la estación provenía del río Támesis; dicha agua (menciona) tenia 

un sabor y olor a agua residual. Snow estaba convencido que la enfermedad fue causada por un 

agente presente en dicha agua, la cual estaba contaminada con materia fecal 

(Hirschhom, 1971 ; Kumate, et al., 1993 ; Equihua, et al., 1992). 

, .. 
En 1883 Roberto Koch descubrió en sus estudios realizados en Egipto y la lndia a la 

bacteria causante del cólera a Ja cual inicialmente llamó Komabacillus; (aunque desde 1854 F. 

Pazzini hizo una descripción de la bacteria, pero sin relacionarla con la enfermedad del cólera). 

En 1895, un investigador llamado Gotschlich examinando cadáveres de peregrinos en la ciudad 

de El Tfü en Egipto descubrió a una cepa de V cholerae con un biovar1 diferente al denominado 

Clásico, a este nuevo biovar lo llamó, V cholerae biovar El Tor 

(Valdespino, et al. , 1991; Freeman, 1986; Kumate, et al., 1993; Joklik, 1992). 

1 Biovar: conjunto de características fisiológicas o bioquímicas de un cultivo. 
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El cólera hizo aparición durante el siglo XIX por medio de 5 pandemias, siendo las rutas 

comerciales y las vías de retomo de los ejércitos a sus países de origen (después de ir a pelear a 

otro lugar) los causantes de que el cólera se diseminara mundialmente. Los periodos en que se 

dieron estas pandemias fueron las siguientes: 

1.- 1817 a 1823 

Il.- 1826 a 1837 

IIl.-1846a 1862 

IV. - 1864 a 18 7 5 

V.- 1887 a 1896 

Estas pandemias partieron de los sitios geográficos en los cuales el cólera es endémico; 

sitios como Bengala en los deltas de los ríos Ganges y Bralunaputra, Burma en los deltas de los 

Iios Irrawady y Salween; de estas localidades la enfermedad se esparció hacia el sureste de Asia, 

Europa, norte de Áfiica y América del norte. Durante estas pandernias generalmente la mitad de 

los enfermos morían 

(V aldespino, et al., 1991; Freeman, 1986; Kumate, et al., 1993; Equihua, et al., 1992). 

La sexta pandemia que ocurrió de 1899 a 1923 alcaJlZÓ a diseminarse por Asia, Europa y 

Áfiica, pero no llegó al hemisferio occidental. La última pandemia (que hoy en día está presente) 

comemó entre 1937 y 1938 en Sulawesi, Indonesia; abarcando luego Hong Kong en 1960. En 

1963 llegó a las islas del sur del Pacífico y al norte de Corea, llegando en 1971 al oriente medio, 

Rusia, África, y finalmente al hemisferio occidental en los últimos años; esta pandemia es 

provocada por V cholerae O l biovar El T or 

(Freeman, 1986; Kumate,etal., 1993; Equihua,eta/., 1992). 
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1.2 D cólera en México 

El cólera llegó a México por primera vez, en 1833, dándose el reporte en la ciudad de 

Saltillo, extendiéndose poco después a los estados de Campeche, Yucatán, San Luis Potosí, 

Guanajuato y a la ciudad de Tampico. Para agosto la enfennedad se propagó a las ciudades de 

México y Guadalajara; tan solo en la primera hubo 14 000 muertos 

(V aldespino, et al., 199 l; Kumate, et al., 1993 ). 

El cólera nuevan1ente se presentó en el país en los años de 1849 y 1854 extendiéndose por 

tqdo el territorio y ocuniendo alrededor de 200 000 defunciones. De 1855 a 1871 la enfermedad 

se presentó sin intenupción. En 1882 el cólera afectó a los estados de Chiapas, Tabasco y 

Oaxaca; a mediados de 1883 el cólera fue aislado en la ciudad de Juchitán y por medio de 

incomunicación la enfermedad no se presentó más (V aldespino, et al., 199 l ). 

La aparición de la séptima pandemia del cólera en el país se dió desde el 17 de junio de 1991, 

dándose el primer caso en una persona de 68 años y cuya residencia era San Miguel 

Totolmoloya, municipio de Sultepec en el Estado de México; a las pocas semanas se dieron más 

casos en el altiplano mexicano; extendiéndose después la enfennedad hacia los estados del 

sureste, donde se manifestaron los números más altos de casos 

(Giono, et al., 1993; Kumate, et al., 1993) 

Durante 1991 los estados más afectados presentaron las siguientes tasas de incidencia por 

l 00 000 habitantes: 

Tabasco 54.3%, Hidalgo 28.2%, Yucatán 19.2%, Chiapas 15.00/o, Puebla 7.5%, y Guerrero 

4.3%. Mientras que los estados que tuvieron mayores tasas de letalidad fueron: 

Guerrero 3.5%, Oaxaca 2.9°/o, y Yucatán 1.7% (Giono, et al., 1993). 

6 



1 
1 

En 1992 los estados que tuvieron mayores tasas de incidenda por l 00 000 habitantes fueron: 

Yucatán 60.1%, Guerrero 56.3%, Tabasco 24.5%, Morelos 19.4%, Tamaulipas 19.3%, Chiapas 

16.8%, Hidalgo 12.4%, Michoacán y Veracruz 10.9°/o cada uno. Los estados que presentaron 

mayores tasas de letalidad fueron: 

Morelos 3.3% y Veracruz 2.5% (op. cit.) . 

Para el primer bimestre de 1993 hubo un cambio que se empezaba a notar desde finales del 

año de 1992, los estados más afectados por el cólera ya no fueron los del sureste, sino los del 

altiplano y el norte del Golfo de México, dándose las siguientes tasas de incidencia por 100 000 

habitantes: 

Morelos 37%, Puebla 19.3%, 1laxcala 19.1%, Tamaulipas 10.8%, Michoacán 5.7%, y Guerrero 

5 .2%; las entidades federativas con más altas tasas de letalidad fueron: 

Veracruz 3.5%, Distrito Federal 2.8%, Michoacán 1.9%, y Tlaxcala 1.5% (op. cit.) . 

Cuadro 1 

Ca-;os de Cólera reportados en México, en 1994. 

Entidad ~Casos Entidad 1 Casos 1 
Aguascalientes 1 Durango 1n 

aja California Norte pi--- -1 Durango ~ 20 1 r Baja California Sur 1 
Guanajuato 1 176 1 

Campeche 
1 

76 Guerrero 1 121 1 
Coahuila 

1 
Hidalgo 1191 

Colima 
1 

Jalisco ~ 290 1 
Chiapas 

1 
567 Estado de México 1 42 1 

Chihuahua 
1 

Michoacán llilJ 
Distrito Federal 

1 
216 Morelos 

r 1 
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Continúa 

1 Entidad 1Casos1 

1 Nayarit 1 
1 Nuevo León M 
1 Oaxaca 

1 
91 

1 Puebla 1 120 

jQ~erétaro 1 56 

1 Quintana Roo 
1 

r San Luis Potosí 
1 

119 

Sinaloa 
1 

Sonora ~ 
Tabasco ~ 300 

Tamaulipas ~ 110 

Tlaxcala ~ 58 

Veracruz ~ 1031 

Yucatán 1 
Zacateca.e; ~ 

Fuente: Dirección General de Epidemiología, 1995. 

Se puede observar en los datos arriba expuestos que las estados del sur, el Golfo y el altiplano 

siguen siendo las entidades federativas que más daño sufren por la enfermedad. 
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Cuadro 2 

Casos de Cólera reportados en México hasta la semana 45, en 1995. 

Entidad Casos Entidad Casos 

Aguascalientes 5 Querétaro 149 

Baja California Norte - Quintana Roo -
Baja California Sur - San Luis Potosí 102 

Campeche 1446 Sinaloa -
Coahuila 23 Sonora 1 

Colima 119 Tabasco 835 

Chiapas 1417 Tamaulipas 548 

Chihuahua 1 TI ax cala 321 

Distrito Federal 1033 Veracmz 1798 

Durango 1 Yucatán 2296 

Guanajuato 408 Zacatecas -
Guerrero 742 

Hidalgo 261 

Jalisco 522 

Estado de M~xico 844 

Michoacán 271 

Morelos 416 

Nayarit 6 

Nuevo León 144 

Oaxaca 516 

Puebla 812 

Fuente: Dirección General de Epidemiología, 1995. 

Se nota en los datos presentados para 1995, que además de las entidades federativas que han 

sido afectadas por el cólera en años anteriores, algunos de los estados del norte del país también 

sufren la epidemia. 
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11. U cólera 

2.1 Características generales 

El cólera se define como una enfermedad entérica, debido a que se adquiere por ingestión de 

alimentos y agua contaminada con heces de enfermos. Tiene la particularidad de tener un período de 

incubación corto, de 3 a 5 días y en ocasiones es tan solo de 24 horas (Struúer, et al., 1986). 

No se considera una infección invasiva porque los microorganismos no llegan a la sangre. Esta 

enfermedad inteslinaJ aguda se manifiesta por una diarrea acuosa en fonna de "agua de arroz", 

trunbién hay vómito, deshidratación, calambres musculares y colapso respiratorio. El enfenno grave 

si no es atendido puede morir en un lapso de 4 a 48 horas (Sánchez, 199 l ). 

La fuerte diarrea que se padece aJ tener cólera, se debe a una exotoxina que actúa sobre las 

células epiteliales del tracto intestinal, haciendo que se vuelvan penneables y provocando la perdida 

de agua y electrolitos. Se considera como dosis infectiva para adultos un valor de 108 

microorganismos; aunque personas que tengan una acidez gástrica baja (aclorhidria) pueden 

infectarse con dosis más bajas 

(Equihua, et al., 1992; Sánchez, 1991; Giono, et al., 1993; Feachmen, 1983). 

El agente etiológico causante de la enfem1edad del cólera es la bacteria llan1ada V cholerae. Es un 

microorganismo anaerobio facultativo, tiene fom1a de vibrio (coma); no fija ni desnitrifica el 

nitrógeno. Es quimioheterótrofo, oxidasa positivo y Grrun negativo 

(Baumman, et al., 1984; Freeman, 1986; Joklik, 1992; Farmer Ill, et al., 1985). 
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Fem1enta la O-glucosa produciendo ácido; también utilizan la D-fiuct11osa, la Maltosa, y el 

Glicerol. En medios líquidos presenta movimiento debido a la fonnación de flagelos polares, forma 

colonias lisas, redondas, de color amarillo y de 2nun de diámetro en promedio 

(Baumman, et al., 1984; Freernan, 1986; Joklik, 1992; Farrner Ill, et al., 1985). 

Esta bacte1ia tiene un crecimiento óptimo a temperaturas entre 18 y 40°C y 5 a l OºC; el pH 

adecuado para su sobrevivencia se da entre 7.6 y 8.6; la salinidad que prefiere está entre 15 y 25°/00 

Dentro de los medios comúnmente utilizados para cultivar V cholerae están el agar Tiosulfato 

Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) (el cual es un agar selectivo para este tipo de organismo), y el medio 

McConkey 

(Baumann, et al., 1984; Freeman, 1986; Joklik, 1992; DlFCO, 1984; Stanier, et al., 1986; 

Feachem, et al., 1983; Sánchez, 1991; Sakazak.i, 1992). 

Cuando V cholerae entra en contac,10 con el antisuero polivalente O 1 reacciona (produciéndose 

una aglutinación) debido a la presencia del antígeno O. Si no reacciona con tal antisuero se le 

denomina V cho/e rae no O 1. Es de mencionar que desde 1992 en Madras, India, Bangladesh y 

Tailandia aparecieron brotes de cólera producidos por una cepa de V cholerae no 01; este vibrión 

a pesar de no ser O l, se ha comprobado que contiene el gen que codifica la producción de la toxina; 

a esta cepa se le denominó V cholerae 0139 

(Calia, eta/., 1994; Figueroa, et al., 1994; WHO, 1993). 
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V cho/e rae O 1 incluye dos clases de biovares El Clásico y El T or, siendo este último el 

causante de la séptima pandemia. V cholerae 01 además se divide en los serovares1
, Ogawa, Inaba, 

y Hikojima. Los serovares se deben a una reacción de aglutinación con antisueros específicos sobre 

diferentes antígenos presentes en estas variedades. 

Cuadro 3 

SER.OVAR ANTI GENO 

Ogawa AB 

Inaba AC 

Hikojima ABC 

(Baumann, et al. , 1984; Freeman, 1986; Farmer IIl, et al., 1985; Giono, et al , 1993; 

Sakazaky, 1992) 

1 Serovar: idenlificación de un biovar basado en sus características anligénicas. 
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2.2 Ecología de Vibrio cholerae 

Estudios realizados por Colwell y colaboradores en la Bahía Chesapeake, sugieren el hecho de 

que V. cholerae 01 toxigénico (CT' ) y no toxigénico (CT), y JI. cholerae no 01 pueden ser 

recuperados del medioambiente. También muestran que esta bacteria no mantiene una relación en su 

número poblacional con bacterias coliformes, los cuales se consideran típicos indicadores de agua 

contaminada (e olwell, et al., 1992). 

Las investigaciones realizadas por ColweU y otros investigadores en lagunas costeras, rios, y 

lagos han pennitido determinar que V cholerae puede adaptarse a condiciones medioambientales 

poco favorables asumiendo la sibJUiente condición: 

La bacteria entra en un estado de letargo en el cual adquiere una forma redonda y reduce su tamaño; 

además grupos de bacterias se agregan y producen un matetial quitinoso. En tal estado V. cholerae 

no fonna colonias lisas y redondas, sino rugosas; este tipo de colonias pueden ser aisladas en agar 

Lmia o agar cerebro-corazón. Para poder observar al vibrión en su forma redondeada es necesario 

utilizar técnicas de ~icroscopía de inmunofluorescencia 

(Kaper,etal., l995;Colwell,etal., 1992). 

La vaiiedad rugosa de V cho/eme se conoce desde 1938, la descripción fue hecha por Bruce 

White; él comentó que tal variedad fenotípica mantiene su capacidad virulenta. En México se ha 

aislado a esta variedad mgosa, la cepa fue obtenida de un paciente del estado de Puebla; el muestreo 

se realizó por medio de la técnica de hisopo rectal 

(Rice, eta!., 1992; Rodríguez, eta!., 1994). 
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También V cholerae ha sido aislado en instalaciones fabricadas por el hombre (tuberías, 

cisternas, tinacos, etc.) pudiendo $er hallada tanto en agua para consumo humano como en aguas 

residuales. Por ejemplo en el brote de cólera en Jerusalén de 1972 se encontró a la bacteria en aguas 

residuales en una concentración de 104
. En Manila se recuperó V cholerae de agua de pozo a 

temperatura de refrigeración (entre 5 y l OºC) después de 18 días 

(Feachmen, et al., 1981; Feachem, et al., 1983). 

Durante la epidemia de cólera en Perú en el año de 1991 se realizó un monitoreo en diversos 

tipos de agua encontrándose las siguientes concentraciones de la bacteria 

Cuadro 4 

CIUDAD MUESTRA CONCENTRACION DE 

Vibrio cholerae 01 

(por dL) 

Lima ~ agua de mar ~ 
1 

agua de rio 
íl 

i agua residual municipal ~ 
agua residual de un Hospital 

íl 

agua para 1mgación ~ 
Puerto de Callao agua de mar 

agua de río 

IPuno agua de lago Oa4 

'agua residual 

agua de río 

(Tamplin, et al., 1991) 
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En este cuadro se observa la presencia de la bacteria en concentraciones altas en agua de mar y 

agua residual. La salinidad del agua de mar y su contaminación por aguas residuales que contengan 

heces de enfermos permite tales concentraciones de la bacteria. 

En un estudio hecho en Bangladesh se encontró que el agua que tomaron personas que 

desarrollaron la enfermedad contenía una concentración de 500 Unidades Formadora., de Colonias 

(UFC)2/mL; también se ha observado que el ingerir grandes cantidades de agua contaminada permite 

a la población bacteriana pasar rápidamente por el estómago sin ser afectada por su acidez 

(Glass,eta/., 1992) 

La transmisión del cólera por agua contaminada durante esta séptima pandemia ha sido 

localizada en aguas no potabiliz.adas provenientes de rios, estanques, canales de irrigación y pozos; 

estas fuentes de agua pueden causar brotes de la enfermedad a nivel comunitario o familiar. Un 

hecho que ocurre en países en desarrollo que dificulta conocer con exactitud la fuente de agua por 

donde el cólera se disemina, es que la población con menos recursos toma de diversos sitios el agua 

que utiliz.a para beber, lavar, bañarse y cocinar . No hay que olvidar que la transmisión del cólera no 

solo se da por agúa contaminada sino otra vía muy importante son los pescados y crustáceos que 

provienen de agua de mar contaminada con heces de enfermos de cólera; esta vía junto con la falta 

de disposición de agua potable y el tratamiento adecuado de aguas residuales son las principales 

fuentes de transmisión en el Continente Americano (Glass, et al., 1992; de Castro, 1991). 

2 Una Unidad Fom1adora de Colonia es una célula simple o una agrupación de ellas. capaces de formar wia 

colonia. 
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La posibilidad de encontrar a V cholerae en agua que puede ser utilizada para consumo 

humano, hace necesario elaborar un programa de monitoreos en las redes de agua potable, sobre 

todo en los sitios donde se cruce con tuberías de aguas residuales, porque puede haber un 

rompimiento de tuberias y darse lllill contaminación del agua potable 

(Craun, et al., 1991; Feachem, et al., 1983; Giono et al., 1993). 
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111. DESINFECCIÓN 

3.1 DERNICIÓN 

La desinfección es definida como un proceso que pennite inactivar microorganismos 

patógenos; pero a diferencia de la esterilización, es un proceso que tiene una acción restringida en 

contra de las endosporas (Favero, et al. , 1993; Block, el al., i 971 ). 

Los desinfectantes son generalmente agentes químicos, que tienen como función la de 

inactivar microorganismos que se encuentren presentes en el agua, sitios donde se da asistencia 

médica y se producen alimentos y medicamentos (Fa vero, et al., 1993; Block, et al., 1971 ). 

3.2 ANTEClOENTES DE LA EFICACIA DE IJN DESINFECTANTE 

La evaluación de la eficacia de un desinfectante originalmente fueron llevadas a cabo 

con el fin de determinar en cual coQcentración mínima y tiempo de contacto un desinfectante 

es efectivo para eliminar un contaminante. Actualmente las pruebas de desinfección se 

diseñan con base a instalaciones de servicio público como: 

l. - Plantas de tratamiento de aguas residuales 

2.- Plantas potabiliza.doras de agua 

3. - Industria alimenticia 

4. - Industria fannacéutica 

debido a la variedad de situaciones, las posibilidades de diseñar pruebas para evaluar 

desinfectantes son múltiples; por tanto no existe una prueba que sea aceptada mundialmente 

(Russell, et al., 1982). 

El siguiente cuadro ejemplifica el hecho de tener que tomar en cuenta varios 

parámetros para poder estructurar una prueba de eficacia de un desinfectante. 
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Cuadro 5 

Gasificación de acuerdo con el organismo a testificar 

l .- Determinación de la actividad antibacteriana. 

2.- Detem1inación de la actividad anti.fungicida. 

13. -Detemunación de la actividad antiviral. 1 
Gasificación de acuerdo al tipo de acción 

l, - Inhibición del crecimiento de microorganismos. 

l 2.- Destrncción total del organismo. l 
Gasificación de acuerdo a la estructura de la prueba 

1.- Pruebas in vitro= pruebas que se realizan con suspensiones celulares o en un flujo. 

2 .- Pruebas prácticas= pruebas que se realizan en superficies, instrumentos, pie~ manos. 

13. -Prueba~ de aplicación. 

Gasificación de acuerdo con el propósito de la prueba 

J.- Primera fase= son pruebas preliminares que pemliten determinar si una sustancia o preparación 
química tiene propiedades desinfectantes; tan1bién detem1inan tiempos de contacto, diluciones 
apropiadas e influencia de materia orgánica. 

2. - Segunda fase= son pruebas que detemúnan la efectividad de una concentración de w1 
desinfectante para una aplicación en.particular. 

3. - Tercera fase= son pruebas que detemlinan si un desinfectante tiene una aplicación práctica en 
una situación real. 

(RusseU, et al., 1982) 
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En base al cuadro anterior se detennina la necesidad de tomar en cuenta en una prueba de 

evaluación de un desinfectante parámetros como el tipo de organismo que será probado; la 

manera en que se aplicará desinfectante; bajo que circunstancias es efectivo y si tiene una 

aplicación practica (op. cit.). 

El conocer el tiempo en que una concentración "X" de un desinfectante permite 

eliminar una población bacteriana es necesario; con tal conocimiento es posible asegurar 

situaciones como: 

1 . - La esterilidad de productos farmacéuticos, y utensilios médicos 

2.- La buena calidad microbiologica de alimentos y agua de consumo humano 

también es importante tener una estimación del tamaño de la población microbiana que va a 

ser eliminada, puesto que entre más grande sea la población el tiempo que requiere un 

desinfectante para eliminarla aumentará; un punto más a considerar es la localización y 

distribución de la población microbiana, ya que si dicha población se encuentra en un sitio 

donde no se encuentre uniformemente distiibuida y al desinfectante le cueste trabajo llegar, 

su actividad antimicrobiana se verá disminuida ( op. cit.). 

La efectividad del desinfectante sobre la población microbiana que será eliminada debe 

provocar la pérdida irreversible de la capacidad de multiplicación. Un método cuantitativo para 

detem1inarlo es por medio de la técnica de cuenta viable1 .Los datos acerca de la muerte de una 

población bacteriana pueden ser expresados mediante una gráfica que contenga en el eje de 

las abscisas a la variable independiente expresada en una escala aritmética (por ejemplo, 

tiempo); y en el eje de las ordenadas a la variable dependiente expresada en una escala 

logarítmica o exponencial (por ejemplo, número de sobrevivientes) (ver figura 1) 

(Joklik, 1992; Stanier, eta!., 1986). 

1 Reafü,ando una serie de repeticiones con esta prueba es posible llegar a estimar el número de 
microorganismos viables que se encuentran en una población de bacterias. 

19 



Curva de muerte de una poblaclón microbiana 
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Tomado de Borls, et al. , 1982 
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3.3 DESINFECCIÓN EN AGUA 

La desinfección que se lleva a cabo en el agua se puede realizar utilizando alguno de 

los siguientes métodos, los cuales pueden combinarse: 

1.- Tratamiento fisico= aplicación de calor, filtración. 
2.- Irradiación= luz ultravioleta. 
3 .- Utilización de oxidantes= halógenos, ozono. 
4 .- Floculación (A WW A, 1973). 

Todos los métodos mencionados tienen como finalidad eliminar del agua sustancias 

químicas y microorganismos que pueden ser perjudiciales para el ser humano. Después de 

aplicar un proceso de desinfección al agua que se destinará para consumo humano, ésta deberá 

encontrarse dentro de ciertos parámetros microbiológicos, químicos, fisicoquímicos, 

organolépticos los cuales determinarán si efectivamente esta agua es apta para el consumo 

humano. La Organización Paname1icana de la Salud (OPS) y la Secretaría de Salud de México 

(SSA) han emitido valores guía o límites pennisibles de dichos parámetros; algunos de estos 

valores se presentan a continuación. 

Cuadro 6 

PARAMETRO UNIDAD VALOR GU1A PROYECTO de la 
NORMA OFICIAL 

MEXICANA del AGUA 
POTABLE 

Bacterias coliformes totales en úI1 volumen de IOOmL o 2 
Bacterias f'Oliformes fecales en un volumen de l OOmL o o 

~~!fatos (so~ 2") mg/L 400 400.00 

Nitratos (N03") mg/L 10 10.00 
Sioruros (CL-) mg/L 250 250.00 
Sustancias Activas al Azul de mg/L - 0.50 
Mctilcno (SAAM) 
Turbidez2 Unidad Nefelomélrica de 5 5 

Turbiedad (UNT) 

Total de Sólidos Disueltos3 
mWL 1000 1000.00 

Durez.a total (CaCÜ3) mg/L 500 500.00 
pH unidad de pH 6.5 a 8.5 6.5 a 8.5 

(OPS, 1985; SSA, 1994) 

2 La turbidez en el agua se debe a la presencia de partículas en suspensión como: arcillas, sedimentos, 
partículas orgánicas coloidales, plancton y otros organismos microscópicos. 
3 Los sólidos disueltos se componen de sales inorgánicas como: carbonato, bicarbonato, cloruro, sodio, 
potasio. calcio y magnesio. 
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Los datos expresados en colifonnes totales y fecales de la OPS es para agua entubada y 

purificada; mientra<> los dados por la SSA es solo para agua potable. El valor dado de cloro libre 

residual por la OPS y la SSA es después de un tiempo de contacto de 30 minutos. La OPS a 

pesar de expresar un valor de 5 UNf, recomienda un valor menor de l, para asegurar la 

efectividad del proceso de desinfección (OPS, 1985; SSA, 1994). 

Dentro de los valores guía para el agua desinfectada (entubada o embotellada) dados 

por la OPS y los límites permisibles para el agua potable de la SSA, no se establece un valor 

o límile para V cho/e rae. Dentro de los límites permisibles para el agua purificada, dados 

por la SSA se menciona que en una muestra de 3 litros no debe existir V cho/erae. También 

la SSA en su Nonna Técnica número 339 menciona la necesidad de realizar en áreas con 

riesgo de transmisión de la enfermedad monitoreos constantes en tomas domiciliarías de 

agua potable, pipas, agua envasada, hielo, hidrantes, ríos, canales de riego, lagos, pozos, 

canales de aguas negras; igualmente comenta que debe dorarse el agua para obtener un 

residual de cloro O.Smg/L, o hervir el agua durante 10 minutos 

(OPS, 1985; SSA, 1994; SSA, 1991). 
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3.4 EFICACIA OE VN DESINFECTANTE ANTE LA PRESENCIA OE VN MICROORGANISMO 

Se han realizado investigaciones que muestran que diversos microorganismos se adaptan 

(volviéndose resistentes) a la presencia de ciertos desinfectantes. Tales investigaciones han 

mostrado que tal resistencia microbiana es debida a efectos como asociación de microorganismos 

con partículas, agrupamjento, o modificaciones debidas a antecedentes en las condiciones de 

crecimiento (Clark, et al., 1994) 

En 1991 la división de investigaciones de agua potable de la agencia del medio ambiente de 

E.U.A. (US EPA) mando un equipo de trabajo al Perú a petición del gobierno de ese país con el 

objeto de ayudar a capacitar personal en el manejo y control de la epidemia de cólera. A lo largo 

de las investigaciones el equipo de trabajo americano obtuvo de un paciente una cepa de 

V cholerae que presentaba 2 mo1fologías coloniales en agar no selectivo; una de estas 

morfologías era la típica colonia redonda, lisa de 2mm de diámetro en promedio; pero la otra 

morfología presentaba una colonia rugosa, la cual parecía estar embebida en una masa mucoide 

(op. cit.) . 

Posteriom1ente los investigadores retaron una suspensión bateriana de SOOmL con una 

concentración entre 105 y 106 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/l OOmL, tanto para la 

variedad lisa como la rugosa contra concentraciones de cloro que abarcaban un rango entre 0.25 

a 2.00mg/L; la temperatura q~ en la que trabajaron fue de 20°C y en un pH de 7. Ellos 

encontraron que la variedad lisa fue eliminada en un 99.9999%, utilizando una concentración de 

cloro de 0.5mg/L en un tiempo de contacto de 1.33 minutos; mientras tanto la variedad rugosa 

mantenía una cuenta viable de 210-250 UFC/mL después de 30 minutos de tiempo de contacto. 

La conclusión fue que la cepa de V cholerae de morfología colonial rugosa al presentar masas 

mucoides que agrupan a subpoblaciones de la bacteria permitió a dicha cepa tener una mayor 

resistencia que la cepa de morfología colonial lisa ( op. cit.) 
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En el trabajo presentado por Rice y colaboradores retaron una cepa de V cholerae O l de 

morfología colonial rugosa obtenida en Perú a una concentración de cloro libre de 2mg/L durante 

30 minutos de tiempo de contacto; partiendo de un valor inicial de l 05 UFC la disminución 

poblacional fue alrededor de 99%, recobrando aún microorganismos viables. También retaron 2 

cepas peruanas de V cho/e rae O 1 de morfología colonial lisa (una de las cepa fue obtenida de un 

paciente, la otra füe recobrada de agua de mar) a una concentración de cloro libre de 0.5mg/L; 

iniciando el número poblacional en ambas cepas con un valor de 105 UFC, la disminución 

poblacional fue de 99. 99% en ambas (Rice, et al., 1992). 

En el trabajo presentado por Rodela y colaboradores reali.7..aron un proceso de desinfección 

en agua con gran demanda de cloro (debido a la presencia de materia orgánica). Prepararon una 

suspensión bac:ieriana a partir de una cepa de V cho/erqe proveniente de W1 Instituto de 

investigación médica; la suspensión era de lL y tenía una concentración de 4.6xl08 UFC en 

promedio. Ellos cokw.-aron una tableta para desinfectar agu~ la cual contenía entre 14 000 y 

25 OOOmg/L de cloro disponible; agitaron el matraz por un minuto y tomaron muestras a los 4, 

1 O y 20 minutos. Encontraron que a partir de los 4 minutos la población de V cholerae fue 

removida en 7.51og (Rod~ eta/., 1993). 

Aparicio y colaboradores evaluaron si había alguna difer~1cia eu / Ia resistencia al cloro entre 

2 cepas de 5itaphylococcus aureus, una de estas cepas se adaptó previamente a una dosis aplicada 

de 200mg/L de cloro disponible en 3mL de caldo nutritivo. Utiliz.ando la técnica de Kirby-Bauer 

de difusión en disco y el método de ensayo en medio líquido para evaluar un desinfectante, 

descrito por la Asociación de Químicos Analíticos Oficiales (AOAC) (ambas técnicas tuvieron 

algunas modificaciones) (Aparicio, ei al., 1993). 
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Se retaron ambas cepas a una dosis de 40ug de cloro disponible en un pH de 8 en el caso de la 

técnica de Küby-Bauer y en la técnica de la AOAC se retaron a dosis de 5, l O, 20, 50, 100 y 

200mg/L en un pll de 8; en ambos métodos los cultivos se incubaron a 3-fC durante un tiempo 

entre 18 y 48 horas. En el método de difusión en disco no encontraron diferencias significativas, 

mientras que en el método de ensayo en medio líquido observaron que la cepa adaptada al cloro 

resistió la dosis de l Omg/L, en tanto que con la cepa que no Se adaptó previamente no resistió tal 

dosis~ los autores concluyen que la cepa de S. aureus desarrolla resistencia a concentraciones 

subletaJes de cloro ( op. cit.) 

Ridway y Olson elaboraron un trabajo para evaluar la resistencia al cloro de diferentes grupos 

de bacterias; las cepas con que trabajaron fueron recuperadas de 2 diferentes sistemas de 

distribución de agua; uno de estos sistemas es comúnmente tratado con cloro, para mantener un 

cloro residual de 0.5mg!L, mientras que en el otro sistema comúnmente no es dorada. Uno de 

los métodos que utilizaron para realizar el trabajo fue el de filtración de membrana; muestras de 

agua entre 0.05 y 200mL (dependiendo de la densidad bacteriana) fueron filtradas en membranas 

de una porosidad de 0.2um, a continuación se hizo filtrar en por las mismas membranas un buffer 

de fosfatos a pH 7, posteriormente se filtraron soluciones de cloro de 0.0Smg/L, después se dejo 

actuar al dore por un lapso de 2 minutos al termino del lapso se filtro a través de las membranas 

l OmL de una solución de tiosulfato de sodio l OmM, finalmente las membranas se incubaron a 

35°C por 2 días; esta prueba se repitió con dosis de O. 1, 0.5, 1.0 y IOrng/L de cloro disponible. 

Sus resultados mostraron que bacterias formadoras de esporas grarn positivas tales como 

Bacillus sp. que provengan del sistema de dist1ibución de agua dorada tienen un porcentaje de 

sobrevivencia del 50% aJ ser retadas con una dosis de cloro de 1 Omg/L, en cambio la misma 

especie pero proveniente del sistema de agua que no es dorada tiene un porcentaje de 

sobrevivencia del 48.3% aJ ser retada con la misma dosis. En otro tipo de bacteria, como 
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Klebsiella sp. en una dosis de cloro de 0. lmg!L; la cepa que proviene del agua dorada tuvo un 

porcentaje de sobrevivencia de 3.6%, mientras que la cepa que proviene del agua no dorada tuvo 

un porcentaje de sobrevivencia del 23%. Estos autores concluyeron que la resistencia a dosis 

aplicadas de cloro por parte de bacterias se da por medio de agrupación, agregación dentro de 

masas de mucopolisacaridos, adhesión a partículas suspendidas que provocan h1rbidez, o 

formación de esporas (Ridway, et al., 1982). 

Seyfried y F raser realizaron una recolecta de muestras de agua en diversas albercas que se 

hallaban al aire libre y en interiores, a tales muestras de agua se les determinó el pH y el cloro 

residual por el método de DFD. Ellos encontraron Pseudomonas aeuroginosa en una 

concentración mayor de 2400 UFC/ 1 OOmL en una muestra de agua que contenía un cloro 

residual de 1 mg/L a un pH de 8.4, los autores expresan la idea de que en un pH que tienda a ser 

alcalino la efectividad del cloro como desinfectante disminuirá debido a que el porcentaje de 

ácido hipocloroso se reduce también (Seyfried, et al., 1980). 

Kott y colaboradores en parte de su trabajo, buscaron determinar la resistencia o sensibilidad 

de ciertos microorgarúsmos, al ser retados con diversas dosis de cloro y ozono. El proceso de 

evaluación lo realizaron en un volumen de agua de 30L, esta contenía NH,Cl como fuente de 

nitrógeno o 5mL de ácido glutámico como fuente orgánica, además de agua residual proveniente 

de la etapa secundaria de una planta de tratamiento de agua (Kott, et al., 1980). 
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Las dosis de los desinfectantes, concentraciones de las poblaciones de 
. . 

m1croorgarusmos y 

porcentajes de muerte se muestran en el siguiente cuadro. 

agente desinfectante Coliformes porcmtaje Streptococcus porcentaje de 

utiliz.ado (mg/L) en lOOmL de muerte fecalis en 1 OOmL muerte 

1 axltrol r 7.2xl06 

1 1 3.9xl04 

1 1 
lcloro (10.0) 1 6.6x104 

1 98.40 1 4.1xl02 

1 98.94 1 
1 ozono ( l 0.2) 1 4.5xl04 

1 98.93 1 5.3xl03 

1 86.40 1 
ozooo (10.2), seguido 3.5xl03 99.92 8.0 99.98 

de cloro ( l O) 

cloro (1 O), seguido de 1.9x 103 99.95 1.lx l 03 96.72 

ozooo ( l 0.8) 

OZ.0110 (JO 8), mas 3.3xl03 99.92 18 99.95 

cloro (10) 

27 



el pH en que trabajaron fue de 8 después de verter la cepa atenuada de Poliovirus-1; el tiempo de 

contacto fue de 30 minutos en cada prueba. 

Los resultados según los autores sugieren que la combinación de ambos desinfectantes resulta 

ser el método más apropiado para tratar el agua residual simulada que ellos elaboraron 

(Kott, et al., 1980). 
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I\'. EL CLOHO 

4.1 ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

El cloro fue descubierto en Suecia en 17 44. En 1804 Sir Humphrey Davy detemli.nó que 

el cloro es un elemento dándole su nombre, el cual proviene de la palabra griega dllms (verde 

pálido). En la naturaleza el cloro no se encuentra como elemento solo, sino que está combinado 

con otros elementos como el sodio, calcio y el magnesio. El cloro es un gas verde amarillento, de 

olor irritante y penetrante. No fue sino hasta la primera mitad del siglo XIX que se reconocieron 

las propiedades desinfectantes del cloro, específicamente en fonna de cal dorada. En Londres se 

usó esta cal dorada para tratar aguas residuales. A principios del siglo XX en los Estados Unidos 

la mayoria de las plantas de agua potable utilizaron hipocloritos en combinación con métodos de 

filtración para potabilidad el agua (Block, et al., 1971; A WW A, 1973 ). 

A1 desarrollarse la aplicación del cloro y sus derivados en el proceso de desinfección de 

agua se hizo necesario el aplicar diversas dosis, basándose en la medición del cloro residual; 

esta medición se pudo lograr gracias al desarrollo de técnicas como la iodométrica y la de 

ortotolidina creada en 1909; años después se desarrolló la técnica amperométrica 

(A WW A, 1973). 
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4.2 CARACTERÍS~ DE LA CLORACIÓN 

Los lúpocloritos son ampliamente utilizados en el campo de la desinfección química; debido 

a las sih'Uierites características: 

1. - Tienen acción bactericida sobre un amplio número de especies de microorganismos. 

2. - Son relativamente económicos. · 

3. - Son de racil mantjo y aplicación. 

(Troyan, et al, 1989). 

Los hipocloritos pueden ser provistos en forma de polvo, como el hipoclorito de calcio el 

cual llega a tener un 70% de cloro disponible1
. También puede presentarse en forma de solución 

como el hipoclorito de sodio, el cual tiene de 1 a 5% de cloro disponible 

(Block, eta/., 1971; AWWA, 1973). 

Cuando el cloro es añadido al agua ocurre la siguiente reacción: 

CI + HI) ~ HClQ + H + +O -
1 

el ácido hipocloroso HCIO se disocia a su vez en hidrógeno y el ion hipoclorito según la siguiente 

reacción: 

HCIO f--)- H + + CIO -

La proporción entre el HClO y el c10- depende del pH, cerca de 6 la presencia de HClO es 

de 100°/o, mientras que el ion hipocloroso alcanza una presencia del 100% a un pH de 9. Tanto el 

HClO como el Clff se consideran las formas de cloro disponible libre en el agua (ver figura 2) 

(Troyan,etal, 1989;Block,etal., 1971;AWWA, 1973). 

1 El cloro disponible puede definirse como la capacidad oxidativa y se expresa como Ja cantidad equivalente 
de cloro como elemento. Al refe~ a los hipocloritos, el cloro disponible se indica como la cantidad de 
cloro utilizado para preparar estos compuestos. 
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porcentaje de HCIO y c10- en agua a los pH Indicados 
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El ácido hipocloroso HCIO y el ion hipoclorito son los responsables de destmir los 

microorganismos, aunque varía considerablemente su potencial destmctor de uno a otro, siendo 

el ácido hipocloroso el que carga con la mayor responsabilidad; debido a su tamaño pequeño y 

relativa neutralidad pasa la pared celular (Block, et al., 1971; A WW A, 1973 ). 

Al darse el proceso de cloración cierta porción del cloro se combina con amoniaco y otros .. 
compuestos nitrogenados que se encuentran en forma natural en el agua, formándose las 

llamadas cloraminas o compuestos N-cloro; estos compuestos se consideran las formas de cloro 

disporuble combinado (Block, et al., 1971). 

Existen varios métodos para determinar la concentración de cloro disponible, ya sea libre, 

combinado o total; entre los métodos más utilizados se pueden mencionar los siguientes: 

1.- Método amperométrico= es utilizado para medir cloro libre, combinado y total; por ser un 

método muy sensible, detecta cantidades de cloro por abajo de 1 mg/L. 

2. - Método iodométrico= esta metodología se aplica para detectar cloro total por ene~ de 

1 mg/L en aguas tratadas y naturales. 

Se recomienda que a nivel de laboratorio utilizar el método amperométrico 

(Block, eta/., 197l;Clesceri,eta/., 1989). 

En la cloración del agua parte de la dosis de cloro disponible actuará sobre los 

microorganismos, mientras otra porción del cloro no será consumido; este cloro que no se 

consume recibe el nombre de cloro residual. La importancia de tener cloro residual al final del 

proceso de desinfección radica en que en caso de contaminación del agua potable, este cloro 

residual actuará para desinfectar de nueva cuenta. La diferencia entre la dosis de cloro disponible 

y el cloro residual recibe el nombre de demanda de cloro (Block, et al., 1971 ). 

Es de mencionarse que al utilizar el cloro y sus derivados para desinfectar agua, si no es 

·aplicado en una dosis adecuada este reacciona con ciertas sustancias orgánicas produciendo 

trihalometanos, cloroformo y otros compuestos residuales que son potencialmente carcinógenos 

(Troyan, et al., 1989). 
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4.3 INHRACCIÓN ENTRE LA CÉLUtA Y EL CLORO 

En general se puede mencionar que la actividad del cloro sobre las células vegetativas es la 

lisis de la membrana celular y la acción destructiva sobre enzimas con grnpos tiol (SH). El cloro y 

sus derivados se consideran como desinfectantes de medio nivel, ya que su acción sobre 

endosporas es restringido " 

(Block, et al., 1971 ~ Russel~ 1993; Russell, et al., 1982; Ledenberg, 1992 ). 

Dentro del grupo de enzimas que el cloro ataca se pueden mencionar aquellas que 

intervienen en el proceso respiratorio, sobre todo en el proceso de oxidación de la glucosa. El 

daño que provoca el cloro en la membrana celular se da en la bomba de potasio, provocando una 

salida masiva del ion potasio, o causar una gran permeabilidad de la membrana celular, lo cual 

incrementa la entrada del ion; también puede ocurrir una combinación de ambas situaciones 

(Hass, et al., 1976). 

Un perjuicio más que provoca es en el proceso de síntesis de proteínas sobre todo en los 

pasos de transporte y transcripción de aminoácidos; también la autoreplicación de la molécula de 

ADN se daña al ocurrir mutaciones que impiden a la célula ser viable ( op. cit.) 
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\'.EL OZONO 

5.1 ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

Otro desinfectante que actúa como oxidante es el ozono; fue descubierto en 1785 por Van 

Marum. La molécula de ozono es la forma alotrópica1 del oxígeno; es un gas azulado inestable, 

tiene un olor picante. Su nombre es derivado de la palabra griega ozein que significa "oler". Se 

fonna fotoquímicamente en la estratosfera (entre 12872m y 24, l35m) al interactuar la luz 

ultravioleta proveniente del Sol y el oxigeno; también ocurre la reacción contraria, el ozono 

absorbe las radiaciones ultravioleta volviendo al estado de oxigeno (Brink, et al., 1991 ). 

No fue hasta 1886 que de Meritens reconoció la capacidad desinfectante del ozono. A finales 

del siglo XIX, la firma alemana Siemens & HaJske elaboró el primer equipo eléctrico productor 

de ozono; el cual fue utilizado para realizar pruebas de desinfección en agua para consumo 

humano en la planta de Martinikenfelde, Alemania. En 1891 Freelich reportó que el ozono había 

sido efectivo en la eliminación de bacterias en el agua de la planta 

(Brink, et al., 1991; White, 1978). 

La primera planta de agua potable que utilizó ozono fue la de Oudshoom en Holanda en 

18 93, posteriormente se constmyeron otras plantas en: 

París, Francia 1888 

Wiesbaden, Alemania 1901 

Cataratas del Niagara, E. U. 1903 

San Petesburgo, Rusia 1905 

Nice, Francia 1906 

(Brink, et al., 1991 ). 

1 Alotropía: existencia en el mismo estado fisico de 2 o más formas del mismo elemento 
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Hacia 1915 en Europa se contaban con 49 plantas que usaban generadores de ozono. Este 

desinfectante fue utilizado con 2 fines: 

1. - Realizar una labor de desinfección en agua para consumo humano. 

2. - Eliminar olores y sabores. 

En Inglaterra se instalaron pequeñas plantas de desinfección por ozono con el fin de tratar agua 

subterránea, ya que se consideraba inapropiado utilizar cloro ( op. cit.). 

En los 60"' en Francia y Alemania se utiliz.aba el ozono para oxidar hierro y magnesio que se 

encontraban en el agua; igualmente füe utilizado para el tratamiento de aguas residuales. Así pues 

en los 60"' el proceso de ozonación se aplicó en las primeras fases del proceso de tratamiento; 

anteriormente solo se utilizaba en la última fase (op. cit.). 

Es importante mencionar que el ozono tiene la capacidad de eliminar compuestos residuales, 

mencionando en este caso que con el descubrimiento en 1974 de los trihalometanos como 

productos residuales de la cloración, el ozono juega un papel importante en su eliminación. 

Debido a esta situación, en E. U. se le dio una mayor atención al uso del ozono en las plantas de 

agua potable a partir de los 70"'; siendo que el cloro ocupaba un papel preponderante en la 

desinfección del agua. Así pues para 1990 había en E. U 40 plantas equipadas con ozonizadores, 

siendo la de Los Ángeles la 3ª más grande del mundo (op. cit.). 
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5.2 CARACilRiSTICAS DE LA OZONACIÓN 

Debido a sus propiedades como fuerte oxidante y su poder desinfectante el ozono es usado 

en industrias como la de bebidas, alimentos, criaderos de peces, enlatadoras de alimentos, aguas 

purificadas y plantas de tratamiento de agua. ,, 

Las formas comerciales más comunes de producir ozono es por medio fotoquímico, 

electrolítico y por medio de una descarga en coro~ este último es el más utilizado en el 

tratamiento de grandes cantidades de agua. El ozono se puede formar en un ozonizador de este 

tipo a partir de descargas eléctricas de 4 000 a 30 000 volts sobre aire u oxígeno puro inye<.,iado. 

Las descargas provocan que las moléculas de oxígeno se desdoblen; los átomos de oxígeno 

formados reaccionan con moléculas de oxígeno aun presentes formándose entonces el ozono; las 

reacciones son: 

0 2 + electrón con alta energía ~ 20 + electrón con baja energía 

O+Oi~03 

(Sintim, 1993 ). 

Dentro de los factores que intervienen en la eficacia del ozono como desinfectante se 

encuentran: 

L- Temperatura; aunque el ozono pierde solubilidad en el agua con el incremento de la 

temperatura, su efecto desinfectante no es afectado ya que se incrementa la tasa de reacción con 

el substrato. 

2. - Turbidez; se ha comprobado que en valores de 1 a 5 Unidades Nefelométricas de 

Turbiedad, bacterias y virus !1º son capaces de resistir la capacidad desinfectante del ozono. 

3.- pH; aunque a un pH entre 8 y 14 el ozono se descompone más rápidamente en solución 

acuosa, no es significativo la variación en cuanto el poder desinfectante del ozono contra 

bacterias. 

4.- Dureza; la presencia de carbonatos en cantidades por arriba del valor estipulado para el agua 

para consumo humano provocará demanda de ozono (Bablon, et al., 1991 ). 
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Dentro de las técnicas de medición de ozono en fase acuosa se puede mencionar el 

método co\orimétrico de trisulfonato potásico de índigo, el cual permite medir 

cuantitativamente el ozono residual que se encuentra en el agua tratada; con este método se 

pueden medir valores hasta de 2ug/L. Al entrar en contacto el ozono con el colorante ocurre 
,,, 

una decoloración; tal disminución en la intensidad del colorante es medida por absorbancia 

en un espectrofotómetro; un aumento en los valores de absorbancia es proporcional al 

aumento de ozono residual en el agua. Para poder conocer la concentración de ozono en 

fase gaseosa se utiliza una variante del método iodométrico (op. cit.). 
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5.3 INTERACCIÓN ENTRE LA CÉLULA V EL OZONO 

Muchos de los estudios hechos para observar las reacciones que ocurren entre el ozono y las 

biomoléculas que conforman a las células se han realizado en reactores batch, preparando 
;,¡ 

soluciones del componente ( carbohidratos, lípidos, proteínas, y bases de nucleótidos) y 

poniéndolas en contacto con otra solución que contiene una "X" concentración de ozono 

(Bablon, et al., 1991 ). 

La destrucción de bacterias por el ozono se considera una reacción de oxidación, siendo la 

membrana de las bacterias el primer sitio en ser atacado, actuando el ozono tanto en 

glicoproteínas como en glicolípidos ocurriendo también un aumento de la permeabilidad celular, 

dando pie a una lisis celular (Wolfe, et al., 1989). 

También el ozono actúa sobre las rutas enzimáticas de las bacterias, su actividad es sobre 

grupos sulfhidrilos de ciertas enzimas, pero a diferencia del cloro el ozono muestra ser un agente 

oxidante más potente. El ozono igualmente reacciona con el material nuclear, especialmente 

sobre las bases nitrogenadas (W olfe, et al., 1989; Bablon, et al., 1991 ). 
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OBJETIVOS 

General 

Establecer el protocolo preliminar para desinfectar agua de suministro contaminada con 

V cholerae. 

Particulares 

1.- Buscar la concentración máxima de cloro disponible a la cual una cepa de V cho/erae se 
ad.apta in vilro. 

2.- Demostrar in vilro la eficacia del ozono como desinfectante en agua superficial, contra una 
cepa de V cholerae, adaptada a una concentración de cloro disponible. 

3. - Demostrar io vilro la eficacia del hipoclorito de sodio como desinfectante en agua 
superficial, contra una cepa de V cholerae, adaptada a una concentración de cloro disponible. 
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METODOLOG(A 

Se realizó en el laboratorio de Ingeniería ambiental del Instituto de Ingeniería (II) de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y en el laboratorio de Bacteriología médica 

de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas (ENCB) del Instituto Politécnico NacionaJ (IPN), el 

tratamiento de desinfección oxidación, utilizando como microorganismo a eliminar V. cho/erae; 

como agentes bactericidas el cloro y el ozono; y como el agua a desinfectar se utilizó agua de 

manantial proveniente del Centro ecologista de Loreto y Peña Pobre, localizado en San Femando 

765, México, D.F. 

Al agua de manantial se le aplicaron las pruebas de caracteriz.ación de: 

. 1. - Cromatografia de iones. 

2. - Coliformes totales. 

3.- Twbidez. 

4.- Carbono Orgánico Total (COT). 

5.- Dureza. 

6.- Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM). 

utilizando las metodologías descritas en el Standard Methods (Clesceri, et al., 1992) 
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Se diseñó la siguiente metodología que se dividió en tres etapas 

PRIMERA flAPA 

Esta etapa se dividió en 2 fases y se realizaron en el IPN; en la fase 1 se procedió a realizar un 

trabajo de adaptación al cloro en las siguientes cepas: 

l . - V. cho le rae O 1, biovar El T or, serovar Ogawa, ( CT) cuyo origen es agua residual de 

México (Popovic, et al., 1993). 

2.- V. cholerae no 01 1-ENCB. 

3.- V. cholerae no 01 2-ENCB1
. 

Fase 1 

Para realizar tal adaptación se elaboró la siguiente metodología: 

Se prepararon tres suspensiones celulares (cada una hecha a partir de un cultivo) que fueron 

ajustadas al tubo número 0.5 del nefelómetro de McFarland; de esta manera se obtuvo una 

estimación poblacional de 1x108 bacterias/mL en cada suspensión. 

Se prepararon 3 series de 7 tubos con 3rnL de caldo nutritivo (Oxoid) por tubo; (con 

duplicado) cada serie correspondió a una cepa. La serie de V. cho/erae O 1 fue inoculada con 

20uL (por tubo) de una suspensión celular elaborada a part1r de un cultivo de la misma cepa. De 

igual manera se procedió con las otras cepas. 

1 Las tres cepas se encontraban en tubos eppendorf los cuales contenían caldo nutritivo y glicerol en una 
proporción de 7:3; estos tubos se colocaron en una criocaja la cual se introdujo en un congelador (Baxter), el 
cual mantenía una temperatura de -70 ºc. 
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Después de haber inoculado las series (y su duplicado) se les aplicó a cada tubo una dosis de 

cloro disponible, para aplicar las dosis se utilizó una solución de hipoclorito de sodio de uso 

·doméstico (Clorox), cuya concentración de cloro disponible es de 60 OOOmg/L; después se dejó 

incubar por un periodo de 24 horas. 

Cuadro 7 

'IUBO DOSIS APLICADA DE 

NÚMERO CLORO DISPONIBLE 

(mg/L) 

1 1 
o 1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 
1 

300 1 
3 

1 
500 

1 

4 
1 

700 1 
5 

1 
900 

1 

6 1100 1 
7 1200 

1 

Al término de Ja incubació11 se verificó por turbidez en que tubos de las tres series, se dio la 

reproducción de la bacteria. El tubo que contenía la concentración subletal de cada serie se utilizó 

para elaborar una suspensión celular que se ajustó al tubo número 0.5 del nefelómetro de 

McFarland. A continuación con la suspensión celular se inoculó otras 3 series pero ahora fueron 

de 5 tubos (con duplicado); cada inoculo fue de 20uL 
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Posteriormente se aplicó las siguientes dosis de cloro disponible por tubo a las 3 series. 

Cuadro 8 

TIJBO DOSIS APLICADA DE 

NÚMERO CLORO DISPONIBLE 

(mg/L) 

l o 

2 700 

3 800 

4 900 

5 1000 

Esta metodología se repitió, hasta que alguna de las cepas se adaptó a la mayor concentración 

subletal de cloro disponible. Posteriormente el proceso continuó con tal cepa sucesivamente hasta 

que la concentración subletal de cloro disponible no cambió con los pases, lo que indicó que la 

cepa se adaptó a tal dosis aplicada de cloro disponible2
. 

Fa.sel 

En esta fase se sustituyó al caldo nutritivo con el agua de manantial; se pretendió evitar la 

acción demandante de cloro que tiene la materia orgánica del caldo nutritivo. Para desarrollar 

esta fase se utilizó el mismo hipoclorito de sodio; con el se hizo una dilución en 50mL de af,•ua de 

manantial estéri~ para obtener una concentración de l OOmg/L. 

Después de conocerse cual de las tres cepas alcanzó la concentración subletal más alta en la 

fase 1, se utilizó un cultivo congelado de la cepa, para preparar una suspensión celular en l mL de 

agua de manantial estéril, la suspensión se ajustó al tubo número 4 del nefelómetro de 

McFarland, así se tuvo una estimación poblacional de 12x 108 bacterias/mL; esta suspensión se 

agitó en Vortex. 

2 Ver apéndice, diagrama de flujo l 
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Posterionnente se procedió a trabajar con una microplaca estéril (Costar) de la siguiente 

manera: 

utilizando una micropipeta PIOOO (Socorex) al pozo número 1 de la línea A se le añadió l.8mL 

de agua de manantial estéril, de los pozos 2 al 6 de la misma linea se les añadió solo l mL; a 

continuación de la disolución de hipoclorito se tomó O.imL y se añadió al pozo IA haciéndose 

una mezcla, para ello se utilizó una micropipeta P20 (Gilson). Después se tomó lmL del pozo lA 

y se añadió al pozo 2A y de igual manera se hizo una mezcla; este proceso se repitió hasta el 

pozo 6A Posterionnente se tomaron con la micropipeta P20 alícuotas de 1 OuL de la suspensión 

celular elaborada y se añadieron a todos los pozos de la línea A También se tuvo un pozo 

testigo, el IB, el cual tuvo l.8mL de agua de manantial estéril y 0.2mL de la suspensión 

bacteriana. 

De esta manera se tenían 6 pozos experimentales que contenían las siguientes dosis aplicadas 

de cloro disponible. 

Cuadro 9 

POZO Dosis aplicada de cloro disporuble 

(mg/L) 

IA 10 

2A 5 

3A 2.5 

4A 1.25 

5A 0.62 

6A 0.31 

IB O 
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Se dejó actuar al cloro disponible por un lapso de 30 minutos, al término del cual se añadió 

IOuL de tiosulfuto de sodio (Sigma) estéril al 1% a todos los pozos de la línea A y al pozo lB; el 

tiosulfato de sodio tenía la función de neutralizar la actividad del cloro. Después se añadió con 

una micropipeta P200 (Gilson) lSOuL de caldo nutritivo (Oxoid) a cada pozo trabajado El pozo 

J B tuvo como finalidad verificar que todas las sustancias utilizadas estuvieran estériles. 

Finalmente la micro placa se incubó a 3 7°C por 24 horas. 

Se observó en que pozos al témlino de la incubación hubo crecimiento y se denominó 

concentración subletal a la dosis aplicada de cloro disponible anterior a la letal que permitió un 

crecimiento bacteriano. 

El cultivo bacteriano que se encuentra en el pozo con la concentración subletal de cloro 

disponible se inoculó en un matraz erlenmeyer el cual contenía l 50mL de caldo nutritivo, este 

cultivo se dejó incubar por 4 horas, al término del cual se centrifugó a 3000 r.p m. por 10 

minutos. El paquete celular se resuspendio en agua de manantial estéril; a continuación se 

preparó una suspensión celular con lmL de agua de manantial estéril, la cual se ajustó al tubo 4 

del nefelómetro de McFarland, esta suspensión se agitó con Vortex; posteriormente se añadió al 

pozo l C haciéndose una mezcla; finalmente se procedió a repetir los pasos descritos en el uso de 

la microplaca3
. 

Finalmente se siguieron realizando pases hasta que la cepa se adaptó a una dosis aplicada de 

cloro disponible. El cultivo adaptado se mantuvo en caldo cerebro-<:orazón y glicerol en una 

proporción de 7:3 a -70°C, hasta su uso posterior. 

3 Ver apéndice, diagrama de flujo 2 



SEGUNDA ETAPA 

I.- A partir de un cultivo mantenido a -70°C de la cepa de V cholerae que se adaptó a una dosis 

aplicada de cloro disponible en el agua de manantial (proceso realizado en la fase 2 de la primera 

etapa), se inocularon 800mL de ~-á(; cerebro=c~~Qn'·(Oxoid); este cultivo se dejó en una 

incubadora de agitación (New Brun~-ck Sci;tific) a 37°C por 4 horas. 

\ l' \ 

1; 
, r ", · 

1 1 
\ . 

Terminado el tiempo de incubación se vertió el caldo nut~tivo ~ 16 tubos de centrifüga 
\:-..-. .·--·· 

estériles de 50mL cada uno y se centrifugaron a 3 000 r p.m por 10 minutos, utilizando una 

centrifuga (Intemational Centrifuge). Los paquetes celulares formados se resuspendieron con 
' 

500mL agua de manantial estéril y la suspensión se ajustó al tubo 4 del nefelómetro de 

McFarland, teniendo una estimación poblacional de 12xl08 bacterias/mL. Esta suspensión se 

vertió dentro de un matraz de bola de 3 bocas, de una capacidad de lOOOmL (Pirex); el cual 

recioió el nombre de Reactor. 

Il- El ozono se creó a partir de un ozonador de descarga en corona (Emery Trailigaz) que utiliza 

oxígeno proveniente de un compresor de aire (Airsep). La concentración de ozono en fase 

gaseosa con que se trabajó fue de 45mg/L. Para determinar la concentración de ozono se realizó 

la medición de ozono con el método iodométrico modificado. 
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m. - El Reactor se colocó encima de un agitador magnético (Thennolyne ), el cual tenía la 

fünción de mantener la suspensión celular en fonna homogénea. Las bocas del Reactor se 
"' 

taparon con tapones de teflón estériles (ya que el ozono reacciona con el hule). Por una de las 

bocas del Reactor se burbujeó ozono a la concentración mencionada. Por otra boca se montó 

una manguera estéril (Tygon) la cual se conectó a una bomba (Master flex). De esta manguera se 

tomaron muestras experimentales (con duplicado) de 5mL los cuales se recogieron en viales 

(Wlieaton) estériles de una capacidad de 8mL~ estos viales contenían previamente 0.5mL de 

tiosulfato de sodio estéril (Baker) al 1%. Los tiempos en que se tomaron las muestras fueron de: 

5, 10 y, 15 minutos. 

IV.- Para determinar el ozono residual se realizó lo siguiente, a los mismos tiempos e~ que se 

recolectaban las muestras para los análisis microbiológicos, se tomaron muestras de 1 OmL del 

agua ozonada (suspensión celular) y se colocaron en matraces aforados de 1 OOmL; cada matraz 

contenía 1 OmL de reactivo de índigo Il; posterionnente se aforó con agua de manantial estéril. A 

cada matraz se le realizó el siguiente proceso, se tomó una muestra y se vertió en una cubeta y se 

realizó una lectura en un espectrofotómetro (Spectronic 200) a una absorbancia de 600nm 1
. Para 

elaborar el blanco se utilizó un matraz aforado de l OOmL que contenía 1 OmL de reactivo de 

índigo Il, este matraz se aforó con suspensión bacteriana sin ozonar (Clesceri, et al., 1992). 

V-A cada muestra experimental (y duplicado) se le aplicó las técnicas de microdilución y de 

Miles-Misra modificada a continuación descritas. Se usó una microplaca estéril (Nucleon) para 

realizar la siguiente microdilución. En cada pozo numerado del 1 al 8 de la línea A se vertieron 

90uL de agua de manantial estéril con una micropipeta PIOO (Gilson); a continuación se vertió en 

el primer pozo de la línea A, 1 OuL de la muestra con una micropipeta P 1 O (Gil son), se hizo una 

mezcla y se tomó un inoculo de 1 OuL; el inoculo se colocó en una caja de Petri estéril con agar 

cuenta estándar (Bioxon); con anterioridad la base de la caja de Petri se dividió en 8 áreas; el 

inoculo proveniente del pozo 1 se colocó en el área 1 

(Thomsbeny, et al., 1981; López, et al., 1993). 

1 Ver apéndice, diagrama de flujo 3. 
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Posterionnente se tomó otro inoculo de lOuL del mismo pozo ( 1 A) y se vertió en el pozo 

2A; repitiéndose el proceso descrito para el pozo l A Esta metodología" se continuó haciendo 

hasta llegar al pozo 8A. Al finalizar este proceso la caja de Petri que contenía los inoculas se 

incubó por 24 horas a 37°C; las colonias que aparecieron afatadas en cada área se contaron, y se 

reportaron relacionando el factor de dilución con las UFC/5mL. 

VI.- Al realizarse las pruebas testigo se vertió una similar suspensión celular en el Reactor. Pero 

en este caso no se aplicó ozono. Las muestras testigo se recogieron de la misma manera y a los 

mismos tiempos que las experimentales; de igual manera se les aplicó el mismo análisis 

núcrobiologico2
. 

VII.- Para identificar a V cholerae, se tomaron inoculos del caldo nutritivo y se realizó un 

sembrado masivo en una caja de Petri la cual contenía agar cerebro-corazón (Bioxon), esta caja 

se incubó por 24 horas; al término del cual se tomó una muestra que sirvió para realizar un 

sembrado por estrías en una caja de Petri la cual contenía agar TCBS (Becton Dickson) y que se 

incubó por 24 horas a 37°C. Después del lapso de incubación se tomó una asada de las colonias 

aisladas del agar TCBS y se elaboró una tinción de Gram; del sembrado masivo se tomó una 

asada y se realizó la prueba de oxidasa. Por último se corrió una prueba de identificación en el 

sistema API 20E (Farmer ID, eta/., 1985; Giono, et al., 1993) 

La metodología arriba descrita se repitió usando una concentración de ozono de 50mg/L en 

fase gaseosa. Esta etapa se realizó por triplicado con cada concentración. 

2 Ver apéndice, diagrama de flujo 4 
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TERCERA ETAPA 
En este caso se utilizó un hipodorito de sodio de calidad analítica (SIGMA) cuya concentración 

es de 10 OOOmg/L de cloro disponible; de este hipoclorito se tomó 1.SmL y se añadió al reactor, el 

cual se llenó con 500mL de una suspensión celular de V cholerae (la elaboración se realizó de la 

misma manera que en la etapa 2) adaptada a la concentración de cloro disponible (proceso realizado 

en Ja fuse 2 de la primera etapa);. Al ocurrir la dilución del desinfectante en la suspensión se obtuvo 

una dosis aplicada de 30mg/L. 

El Reactor se colocó encima de agitador magnético (Thermolyne). Sus bocas se taparon con 

tapones de teflón; en una de estas bocas se colocó una manguera estéril (Tygon) conectada a una 

bomba (Master flex); de esta manguera se tomaron muestras de SmL, las cuales se colocaron en 

viales (Wheaton), que contenían 0.5mL de tiosulfato de sodio estéril (Baker) al 1 %. Las muestras 

(con duplicado) se tomaron a los siguientes tiempos: 

25, 30, y 35 minutos 

posteriormente a las muestras (con duplicado) se les aplicó las técnicas de microdilución y 

Miles-1\ifirsna, descritas en la etapa dos. 

Junto con la obtención de las muestras para los análisis microbiologicos, se tomaron muestras 

de 1 OOmL las cuales se utilizaron para realizar la prueba amperométrica, con el fin de determinar el 

cloro residual 1 
( Oesceri, et al., 1992 ). 

De igual manera que en la primera etapa se procedió a realizar pruebas testigo; siendo la 

metodología a utilizar la descrita en la etapa 22
. 

1 Ver apéndice, diagrama de flujo 5. 
2 Ver apéndice, diagrama de flujo 4. 
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Todo el proceso aniba descrito también se hizo utilizando una dosis aplicada de 40mg/L, para 

logrnr tal concentrnción de cloro disponible se vertió en la suspensión celular un volumen de 2mL de 

hipodorito de sodio. Esta etapa se realizó por triplicado con cada dosis. 

El análisis estadístico de los resultados de las etapas 2 y 3 se realizó utilizando la pmeba de T de 

student, esta prueba estadística permite sugerir si los efectos de dos tratamientos experimentales 

realizados en poblaciones similares fueron parecidos o no (Schefler, 1981 ). 
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RESULTADOS \1 DISCUSIÓN 

Primera etapa fase 1 

Adaptación de las cepas de V. cholera~ a una dosis de cloro disponible en caldo 

nutritivo 

En esta fase se realizaron 8 pases, observándose que en los 3 primeros pases la cepa 

O 1 manifestó una adaptación más consistente a Ja dosis aplicada de 800mg/L, mientras 

que las otras 2 cepas mantenían una adaptación no mayor a una dosis aplicada de 

700mg/L. En base a lo anterior en los siguientes pases únicamente se trabajó con la cepa 

O 1; después de 5 pases más la cepa O 1 se adaptó a una dosis aplicada de 900mg/L 

(ver cuadro 1 ). 

Cuadro que muestra la dosis de cloro aplicada en cada tubo. 

Cuadro 1 

Tubo Dosis aplicada de cloro disponible mg/L 01 

1 o + 

2 850 + 

3 900 + 

4 950 -
5 1000 -

+ la bacteria creció en el medio. 

- no hubo crecimiento de la bacteria. 

fase 2 

Adaptación de una cepa de V. cholerae a una dosis de cloro disponible en agua de 

manantial 

En 2 semanas de trabajo la cepa V. cholerae O 1 se adaptó a una dosis aplicada de 

0.3 lmg/L de cloro disponible (ver cuadro 2). Al comparar este resultado con el resultado 

final obtenido en la primera fase se observa que la demanda de cloro disponible por parte 

del caldo nutritivo marca una diferencia notable en cuanto a la dosis de cloro disponible 

en la cual la cepa de V. cho/e rae O 1 utilizada se adaptó; utilizando el agua de manantial 

51 



la cepa no creció en ningún pase a una dosis aplicada de 1 .25mg/L, mientras que en 

caldo nutritivo su crecimiento se presentaba en una dosis aplicada de 300mg/L. La 

adaptación de la cepa O 1 a una dosis aplicada de O. 3 1 rng!L en agua fue menor a to 

obtenido por Clark y colaboradores ( Clark, et al., 1994) ya que ellos encontraron UFC 

después de 30 minutos de contacto a una dosis aplicada de O.Smg/L. Rice reporta una 

dosis aplicada mayor de adaptación (Rice, et al., 1992) la cual es de 2mg/L, en un 

tiempo de contacto de 30 minutos; es de señalar que estos 2 trabajos fueron realizados 

con cepas que presentaban una morfología colonial rugosa, situación que expresa un 

antecedente de resistencia a condiciones ambientales adversas (Kaper, et al., 1995; 

Colwell, et al., 1992). La mayor resistencia de las cepas rugosas a condiciones 

ambientales desfavorables fue también detectado en estos 2 trabajos al comparar los 

resultados obtenidos de las cepas de morfología colonial con lo obtenido con cepas de 

morfología colonial lisa que fueron inactivadas por arriba de un 99% con las mismas 

dosis al mismo tiempo de contacto. Los resultados de Aparicio y colaboradores 

(Aparicio et al., 1993) y Ridway y Olson (Ridway, et al., 1982) muestran la adaptación 

de S. aures y Bacillus sp. a una dosis aplicada de cloro de 1 Omg/L. 

Cuadro que muestra la dosis de cloro aplicada en cada pozo. 

Cuadro 2 

Pozo Dosis aplicada de cloro disponible 01 

mg/L 

IA 10 -

2A 5 -

JA 2.5 -

4A 1.25 -

5A 0.62 -

6A 0.31 + 

lB o + 

+la bacteria creció en el medio. 

- no hubo crecimiento de la bacteria. 
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Segunda etapa. Pruebas de desinfección con ozono utilizando agua de manantial y 

la cepa de V. cholerae adaptada en la fase 2 a una dosis aplicad de cloro disponible 

En la segunda etapa se procedió a realizar el proceso de desinfección con ozono; los 

resultados de la prueba testigo muestran que la metodología y materiales utilizados 

permiten mantener un conteo de UFC estable durante los tiempos de muestreo; estas 

cuentas viables expresan que las UFC de la población de V cho/erae se mantenían en 

promedio en un valor de 106 (ver cuadro 3) Los promedios de los conteos de UFC por 

tiempo de muestreo expresados por medio de la curva logarítmica igualmente sugiere 

que tales conteos se mantienen estables durante los tiempos de muestreo, esto es entre 5 

y 15 minutos (ver gráfica 1 ). 

En la prueba de desinfección utilizando una concentración de ozono en fase gaseosa 

de 50mg/L, se obtuvieron cuentas viables que indican que conforme pasó el tiempo de 

contacto de O a 1 O minutos el número de UFC de la población de V cholerae disminuyó 

(ver cuadro 4). Tomando el promedio de las cuentas viables por cada tiempo de contacto 

para elaborar la curva logarítmica., se observa una disminución en el conteo de UFC 

conforme transcurría el tiempo de contacto en comparación con los conteos de la prueba 

testigo (ver gráfica 1) teniéndose a los 10 minutos de tiempo de contacto un porcentaje 

de muerte de 99. 99990/o. La disminución en el número de UFC en esta prueba también se 

observa en los valores de inactivación de la población de V cholerae; conforme 

transcurría el tiempo de contacto la concentración de ozono residual aumentaba y el 

valor de inactivación de la población también aumentaba, llegando a 6log a los 1 O y 15 

minutos de tiempo de contacto, teniendo un ozono residual de 5mg/L y 6.6mg/L 

respectivamente, mientras que a los 5 minutos fue de 3.4mg/L con un valor de 

inactivación de 3.41og (ver cuadro 6). 
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Los datos de las cuentas viables de la prueba de desinfección con ozono a una 

concentración de 45mg/L en fase gaseosa, muestran una disminución del número de UFC 

comparándolos con los valores de la prueba testigo (ver cuadro 5). Los valores de ozono 

residual en esta prueba resultaron menores que en la pmeba de desinfección de ozono a 

50mg/L~ la inactivación poblacional a los 5 minutos de tiempo de contacto fue de 0.81og 

con un ozono residual de 3mg/L, menor que 3.4mg/L que fue lo obtenido en la prueba 

de desinfección de ozono a 50mg/L~ a los 1 O y 15 minutos de tiempo de contacto los 

valores de inactivación fueron de 6log teniendo un ozono residual de 4.7mg/L y 6.5mg!L 

respectivamente (ver cuadro 6). La curva logarítmica elaborada con los promedios de las 

cuentas viables de UFC por tiempo de contacto indican que el porcentaje de muerte de la 

población de V cho/e rae fue de 99. 9999% a los 1 O minutos de tiempo de contacto 

(ver gráfica 1 ). 

Los resultados de la prueba de T de student (a. =0.05) determinan lo siguiente, en el 

muestreo de 5 minutos para las pruebas de desinfección utilizando tanto una 

concentración de ozono en fase gaseosa de 4Smg/L como de 50mg/L la t teórica no fue 

superada por la t caJculada, por tanto no se rechaza la hipótesis nula. Esto indica que las 

cuentas viables de UFC a este tiempo de contacto entre la prueba testigo y las pruebas de 

desinfección de ozono a las concentraciones mencionadas no son significativamente 

diferentes, esto es, el tiempo de contacto que se requiere para eliminar de manera 

importante las UFC de la población de V. cholerae debe ser mayor. 

En los muestreos de 1 O y 15 minutos para las pruebas de desinfección utilizando tanto 

una concentración de ozono en fase gaseosa de 45mg!L como de 50mg/L la t teórica fue 

superada por la t calculada; por tanto se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis 

alternativa, lo cual indica que las cuentas viables de UFC a estos tiempos entre la prueba 

testigo y las pruebas de desinfección de ozono a las concentraciones mencionadas son 

significativamente diferentes, en otras paJabras, el utilizar un tiempo de contacto de l O 

minutos con concentraciones de ozono en fase gaseosa de 45mg/L y 50mg/L permite la 

eliminación de las UFC de la población de V cholerae en una cantidad substancial. 
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De los resultados obtenidos (tanto las pmebas testigo como las de desinfección de la segunda y 

tercera etapa) se obtuvieron promedios; posteriormente se cambiaron los valores exponenciales 
por log10, con el fin de elaborar las gráficas. 

Promedios de las cuentas viables a los tiempos de muestreo indicados en la prueba 
testigo de la segunda etapa 

Cuadro 3 
tiempo resultados log1o 

en forma 

(mif!l exponencial 

5 4.00E+06 6.4 
JO 8.60E+06 6.8 
15 1.40E+07 6.7 

Promedios de las cuentas viables a los tiempos de contacto indicados en la pmeba 

de desinfección a una concentración de ozono en fase gaseosa de 50mg/L 
(utilizando en el tiempo O el promedio total de las cuentas viables de la prueba testigo) 

Cuadro 4 
tiempo resultados logio 

en fonna 

(min) exponencial 
o 7.70E+06 6.6 
5 2.70E+03 3.4 
IO o o 
15 o o 

Promedios de las cuentas viables a los tiempos de contacto indicados en las prnebas 
de desinfección a una concentración de ozono en fase gaseosa de 45mg/L 
(utilizando en el tiempo O el promedio total de las cuentas 'viables de la prueba testigo) 

Cuadro 5 
tiempo resultados log1 0 

en forma 
(min) exoonenci al 

o 7.70E+06 6.6 
5 LIOE+06 6.06 
to o o 
15 o o 
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Cuadro que ejemplifica la relación entre el ozono residual y la disminución poblacional 

de V. cholerae expresada en log10. 

Cuadro 6 

tiempo de contacto concentración de promedios de inactivación 

(min) ozono en fase ozono residual (log10N!No)* 

gaseosa (mg/L) 

(mg/L) 

5 45 3 0.8 

10 45 4.7 6 

15 45 6.5 6 

5 50 3.4 34 

10 50 5 6 

15 50 6.6 6 

*N: población de V. cho/erae al tiempo de contacto indicado. 

N0: población de V. cho/erae al tiempo O. 

Las concentraciones de ozono en fase gaseosa de 45mg!L y 50mg/L utilizadas en este 

experimento son valores mayores a los mencionados por Kott y colaboradores 

(Kott, et al., 1980); aunque cabe mencionar que estos autores no especifican s1 los 

valores de ozono que reportan son concentraciones en fase gaseosa o dosis de 

transferencia. También se observa que las concentraciones de las suspensiones celulares 

con que trabajaron son menores a las utilizadas en este trabajo, esto permite utilizar 

concentraciones de ozono en menor cantidad (Russell, et al., 1982). El porcentaje de 

muerte de las poblaciones de coliformes fecales, S. jecalis, Colifagos y Poliovirus que 

reportan son similares a los encontrados en este trabajo la excepción seria al utilizar la 

concentración de ozono de 10.2mg/L en contra de la suspensión celular de S. jeca/is, ya 

que reportan un porcentaje de muerte de. 86.40%. 
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El pH de la suspensión celular con que se trabajo en este experimento tuvo en todas 

sus pruebas una ligera alcalinidad (entre 7.5 y 8.5) lo cual permite la sobrevivencia de la 

bacteria del cólera (Sakazaki, 1992); este valor de pH según lo reportado en la 

bibliografia no provoca interferencia en la actividad desinfectante del ozono 

(Bablon, et al., 1991 ). Con respecto a la temperatura, en la suspensión celular en todas 

las pruebas mantuvo un valor alrededor de 1 oºc, dicho valor facilita la sobrevivencia de 

la bacteria y no afecta la actividad desinfectante del ozono (Bablon, et al., 1991 ). El 

obtener una presencia negativa de colonias de V cholerae en las cuentas viables después 

del proceso de desinfección con ozono en concentración en fase gaseosa en un tiempo de 

contacto de 1 O minutos expresa que el agua de manantial después de ser desinfectada 

cumple con la Norma Oficial Mexicana del agua purificada en el punto para V cholerae 

(SSA, 1991; Joklik, 1992). 

;., 
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Tercera etapa. Pruebas de desinfección con hipoclorito de sodio, utilizando agua de 

manantial y la cepa de V. cholerae adaptada en la fase 2 a una dosis de cloro 

disponible. 

La tercera etapa consistió en realizar un proceso de desinfección utilizando 

hipoclorito de sodio. La pmeba testigo mostró que las cuentas viables de UFC mantenían 

un valor consistente de 106 en promedio durante los tiempos de muestreo (ver cuadro 7), 

esto es, a los 25, 30 y 35 minutos; lo anterior indica que tanto los tiempos de muestreo, 

la metodología y materiales permiten tener un conteo de UFC estable en la población de 

V cholerae. Al elaborar la regresión lineal con los promedios de las cuentas viables por 

tiempo de muestreo también indica la estabilidad de los conteos de UFC entre los 25 y 

30 minutos (ver gráfica 2). 

Al realizar Ja pmeba de desinfección utilizando una dosis aplicada de 30mg/L de cloro 

disponible las cuentas viables muestran que hubo una disminución en el número de UFC 

al compararlas con los valores de las cuentas viables de la prueba testigo (ver cuadro 8). 

Elaborando la regresión lineal con los promedios de las cuentas viables de UFC por cada 

tiempo de contacto se observa que el porcentaje de muerte de la población de 

V cholerae a los 3 5 minutos de tiempo de contacto fue poco mayor de 99. 9% 

(ver gráfica 2). 

Expresado esto por medio de los valores de inactivación de la población se observa 

un aumento de dichos valores conforme transcurría el tiempo de contacto. A los 25 

minutos la inactivación fue de 0.21og, mientras que a los 30 minutos fue de 2.3log, 

finalmente a los 35 minutos la inactivación poblacional fue de 3.7log (ver cuadro 10). 
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Llevando a cabo la prueba de desinfección con una dosis de cloro disponible de 

40mg/L, las cuentas viables de UFC indican una disminución en su número en 

comparación con las obtenidas en la prueba testigo (ver cuadro 9). La regresión lineal 

hecha con los promedios de las cuentas viables de UFC por tiempo de contacto indican 

que hubo un porcentaje de muerte de la población de V. cholerae en un 99.9999% en 

comparación con lo observado en la prueba testigo (ver gráfica 2). Los valores de , 

inactivación de esta prueba muestran un aumento conforme transcurria el tiempo de 

contacto; a diferencia de la prueba de desinfección a una dosis de cloro aplicada de 

30mg/L a los 35 minutos de tiempo de contacto se alcanzó un valor de inactivación de 

6log (ver cuadro 10). 

Al elaborar la prueba de T de student (a. =0.05) se obtuvo lo siguiente, en el 

muestreo de 25 minutos para la dosis aplicada de cloro disponible a 30mg/L la t teórica 

no fue superada por la t calculada, por tanto no se rechaza la hipótesis nula. Esto indica 

que las cuentas viables de UFC con la prueba de desinfección a la dosis mencionada y 

tiempo citado no son significativamente diferentes de la determinada en la prueba testigo 

en el mismo tiempo; lo cual quiere decir que en tal tiempo de contacto y tal dosis 

aplicada la eliminación de UFC de la población de V. cholerae es mínima. 

En el muestreo de 25 minutos para la dosis aplicada de cloro disponible de 40mg/L y 

en los tiempos de muestreo de 30 y 3 5 minutos para ambas dosis la t teórica fue 

superada por la t calculada, por tanto se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis 

alternativa; de esta manera se detehnina que las cuentas viables de UFC entre la prueba 

testigo y las pruebas de desinfección a las dosis y tiempos mencionados son 

significativamente diferentes. Esto indica que en un tiempo de contacto de 25 minutos 

con una dosis aplicada de 40mg/L y en un tiempo de contacto de 30 minutos con una 

dosis aplicada de 30mg/L la eliminación de UFC de la población de V cho/erae se da de 

manera importante. 
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Promedios de las cuentas viables a los tiempos de muestreo indicados en la prneha 

testigo de la tercera etapa. 

Cuadro 7 

tiempo resultados log10 

en forma 
__Jmin) _exponencial 

25 2.00E+06 6.3 

30 2. IOE+06 6.38 

35 4.80E+06 6 .6 

Promedios de las cuentas viables a los tiempos de contacto indicados en las pruebas 

de desinfocción a una dosis aplicada de hipoclorito de sodio de 30mg/L. 

(en el tiempo O se utilizó el promedio total de las cuentas viables de la prueba testigo) 

Cuadro 8 
tiempo resultados log10 

en forma 

(minj_ exponencial 

o 3.00E+06 6 .3 

25 l. 76E+06 6.2 

30 l .35E+04 4.1 

35 5.66E+02 2.7 

Promedios de las cuentas viables a los tiempos de contacto indicados en las pruebas 

de desinfección a una dosis aplicada de hipoclorito de so~io de 40mg/L. 

(en el tiempo O se utilizó el promedio total de las cuentas viables de la prueba testigo) 

Cuadro 9 
tiempo resultados log10 

en forma 

(rnin) exvonenciaJ 
o 3.00E+06 6.3 

25 4.5E+D4 4.6 

30 7.6E+OI 1.8 

35 o o 
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Cuadro que ejemplifica la relación entre el cloro residual y la disminución poblacional de 

V cholerae expresada en log1o. 

Cuadro 10 

tiempo de contacto dosis de hipoclorito promedios de inactivación 
" 

(min) de sodio aplicada cloro residual (logN/NO)* 

(mg/L) (mg/L) 

25 30 3 0.2 

30 30 2.5 2.3 

35 30 2 3.7 

25 35 2 1.8 

30 35 2.5 4.5 

35 35 2 6 

*N: población de V. cholerae al tiempo de contacto indicado. 

N0: población de V. cholerae al tiempo O. 

La dosis aplicada de cloro a 40mg/L permitió inactivar en más de un 99% las UFC de 

la población de V. cholerae, este resultado es similar a lo encontrado por Rodda y 

colaboradores (Rodda, et al., 1993) y Kott y colaboradores (Kott, et al., 1980) los 

primeros autores utilizaron dosis mayores (entre 14 000 y 25 OOOmg/L) lo cual posibilitó 

en tiempo de contacto de 4 minutos eliminar las UFC de la población de V. cholerae en 

más de un 99°/o; en este trabajo se necesitó un tiempo de contacto de 3 5 minutos. En el 

trabajo de Kott reportan que utilizando una dosis aplicada de cloro (10.2mg/L) menor a 

lo reportado en este trabajo (40mg/L) en un tiempo de contacto menor a 35 minutos es 

posible inactivar una población de microorganismos patógenos; cabe mencionar que las 

concentraciones de microorganismos viables que mencionan en sus suspenciones 

celulares son menores (alrededor de 102
) a las reportadas en este trabajo, tal hecho 

facilita el utilizar dosis de un desinfectante en menor cantidad (Russell, et al., 1982) 
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EJ pH de la suspensión celular de 7. 7 sugiere la aparición del ácido hipocloroso en un 

porcentaje alrededor del 40%, siendo esto importante en la efectividad del cloro como 

desinfectante (A WW A, 1973 ). El trabajar con este pH es congruente con }o reportado 

por Seyfiied y Fraser (Seyfred, et al., 1980) investigadores que reportaron la presencia 

de P. aeuroginosa por encima de 2400 UFC/lOOmL en agua de alberca que contenía un 

cloro residual de lmg/L y un pH de 8.4; se interpreta que en dicho valor de pH Ja 

presencia del ácido hipocloroso debe estar por abajo del 20%, situación que provoca una 

disminución notable en la efectividad del cloro como desinfectante (A WW A, 1973). 

También se debe resaltar el hecho de que la presencia de semejante cantidad de UFC de 

P. aeuroginosa en un agua que contiene un valor de cloro residual de l mg/L contradice 

el valor de cloro residual estipulado en el proyecto de la Norma Oficial Mexicana del 

agua potable, que establece un rango entre 0.5 y lmg/L para mantener potable el agua 

(SSA, 1994) 

La temperatura en la suspensión celular en todas las pruebas testigo y de desinfección 

no afecto la viabilidad de la bacteria del cólera, según lo expresado en las pruebas 

testigo. El resultado de las cuentas viables obtenidas en la prueba de desinfección a una 

dosis aplicada de 40mg/L en un tiempo de contacto de 3 5 minutos expresan que los 

valores de UFC de V. cho/erae son aceptables dentro de la Norma Oficial Mexicana para 

el agua purificada (SSA, 1991; Joklik, 1992). Aunque el valor de cloro residual fue más 

aJto que el estipulado en el proyecto de la Norma Oficial Mexicana del agua potable; es 

necesario recalcar el hecho de que si no se toma en cuenta la cantidad de materia 

orgánica que este presente en el agua a desinfectar se podrían formar compuestos 

carcinógenos (SSA, 1994; Troyan, et al., 1989). 
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Los valores de turbidez y dureza detectados en el agua de manantial (ver cuadro 11 ) 

sugieren que no deben interferir con la actividad desinfectante tanto del ozono como del 
\¡ 

cloro por encontrarse por debajo de los valores estipulados por la OPS (OPS, 1985). 

También el valor de Carbono Orgánico Total (ver cuadro 11) determinado en el agua de 

manantial se encuentra por debajo del valor de 30mg/L para un agua residual tratada, 

este valor detenninado por tanto no debe provocar interferencia en la actividad 

desinfectante del ozono y delcloro 

V atores promedio de las pruebas fisicoquímicas, de cromatografia de iones y colifonnes 

totales determinados en el agua de manantial y la suspensión celular. 

Cuadro 11 

Parámetro Valor promedio determinado 

To tal de sólidos disueltos 0.098mg/L 

Turbidez 0.28 UNT 

pH de la suspensión celular 7.7 

Temperatura de la suspensión celular 10ºc 
Carbono Orgánico Total 5mg/L 

Dureza 64mg/L 

Sustancias Activas al Azul de Metileno < .125mg/L 

Cromatografia de iones 

Cloruros 0.0126mg/mL 

Sulfatos 0.0163mg/mL 

Nitratos O 0137mg/mL 

Colifonnes totales (antes de este1ilizar o 

el agua) 
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CONCLUSIONES 

Se demostró que la cepa de V. cholerae O 1, biovar El Tor, serovar Ogawa (CT) es 

una bacteria que tiene la capacidad de adaptarse y mantenerse viable en agua de 

manantial a la cual se le aplique una dosis de cloro disponible de 0.31 mg/L. 

El hipoclorito de sodio utilizado en pruebas in vilro a una dosis de 40mg/L durante 

; 35 minutos de tiempo de contacto, en un pH de 7.7 y a una temperatura de 10°C permite 

eliminar en un 99.9999'1/o una población de V. cholerae O 1, biovar El Tor, serovar 

Ogawa (CT) que contenga una concentración de l 06 UFC y que esté adaptada a una 

dosis alplicada de cloro disponible de 0.31 mg/L. 

El ozono se manifiesta como alternativa de desinfección in vilro; usando una 

concentración de ozono en fase gaseosa de 45 y 50mg/L durante 1 O minutos de tiempo 

de contacto a un pH de 7.7 y a una temperatura de I0°C puede eliminar una población 

de V cho/erae 01, biovar El Tor, serovar Ogawa (CT) que contenga una concentración 

de l 06 UFC y que esté adaptada a una dosis aplicada de cloro disponible de 0.31 mg/L. 

La desinfección de agua de suministro contaminada con V. cholerae utilizando ozono 

e hipoclorito de sodio es factible; fue posible establecer valores iniciales de tiempo de 

contacto y concentración en fase gaseosa en el caso del ozono y dosis aplicada para el 

cloro que permitieron eliminar UFC de la población de dicha bacteria. 

Se sugiere el hecho de seguir la investigación para determinar si el tiempo de contacto 

y dosis aplicada (concentración en fase gaseosa en el caso del ozono) permiten la 

eliminación de microorganismos viables en poblaciones de otros patógenos entéricos 

como son Salmone/la sp., Shigel/a sp. y Poliovirus que no solo se encuentren en agua 

para consumo humano, sino en agua residual tratada que podría ser destinada para irrigar 

plantaciones. 
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Prueba de T student para las pruebas de desinfección usando ozono 

La t calculada en todos los casos es para una docima bilateral y con un nivel de significancia de O 05 

H-O= no existe diferencia significativa entre los conteos de UFC de V cholerae de la prueba testigo y las 

pruebas de ozonación. 

HA= existe diferencia significativa entre los conteos de UFC de V cholerae de la prueba testigo y las 

pruebas de ozonación. 

Pmeba testigo / Prueba de ozonación a 45mg/L 

5 minutos de contacto 

to:O 417 

t10:2.228 

---·-----------------------
Prueba testigo I Prueba de ozonación a 50mg/L 

5 minutos de contacto 

to: l.488 

t10:2.228 

Prueba testigo / Prueba de ozonación a 45mg/L 

lO minutos de contacto 

to:4.628 

t10:2.228 

---------------------
Prueba testigo I Prueba de ozonación a 50mg/L 

l O minutos de contacto 

to:4.628 

t10:2.228 

Prueba testigo I Prueba de ozonación a 45mg/L 

15 minutos de contacto 

to:5.565 

110:2.228 

Prueba testigo I Prueba de ozonación a 50mg/L 

l 5 minutos de contacto 

to:5.565 

110:2.228 

-----------------------------------
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Prueba de T student para las pruebas de desinfección usando hipoclorito de sodio 

La t calculada en todos los casos es para una docima bilateral y con un nivel de significancia de 0.05. 

H0= no existe diferencia significativa entre los conteos de UFC de V cholerae de la prueba testigo y las 

pruebas de hipoclorito de sodio. 

fh= existe diferencia significativa entre los conteos de UFC de V cholerae de la pmeba testigo y las 

pmebas de hipoclorito de sodio. 

Prueba testigo I Prueba de cloro 30mg/L 

25 minutos de contacto 

to:0.396 

110:2.228 

Prueba testigo/ Prueba de cloro 40mg/L 

25 minutos de contacto 

to:3.098 

t10:2.228 

Prueba testigo / Prueba de cloro 30mg/L 

30 minutos de contacto 

to:5.36 

110:2.228 

Prueba testigo / Prueba de cloro 40mg/L 

30 minutos de contacto 

to:5.41 

t10:2.228 

Prueba testigo I Prueba de cloro 30mg/L 

35 minutos de contacto 

to:2.882 

t10:2.228 

Prueba testigo / Prueba de cloro 40mg/L 

35 minutos de contacto 

to:2.88 

t10:2.228 
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS PRUEBAS DE DESINFECCIÓN CON OZONO 
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los S 1 O y 1 S minutos 

en matraces de residual en el cajas de Petri por 24 

1 OOmL para medir 

ozono residual esoectrofotómetro horas a 37°C 

diagrama de flujo 3 

Conteo de 

colonias y 

.... repone de 

.... 
resultados 

en forma de 

UFC/SmL 



DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS PRUEBA TESTIGO DE LA SEGUNDA Y TERCERA ETAPA 
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS PRUEBAS DE DESINFECCIÓN CON HIPOCLORITO DE SODIO 

Elaboración de un Preparación de la Vertición de la Toma de un 
cultivo bacteriano suspensión bacteriana volumen 
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.... ajustada al tubo ..... suspensión ..... ..... ..... ,....- detenninada de 
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