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RESUMEN

La desinfeccion es un proceso de gran importancia en el tratamiento de aguas residuales
para su posterior reutilizacion, ya que existen microorganismos presentes en el agua
residual que resultan dafiinos para la salud publica. La eleccion de un buen desinfectante
es una decision dificil, pues se tiene que tener en cuenta que los microorganismos tienen
diferentes susceptibilidades, ademéas de los costos que genera el proceso de
desinfeccion. Por lo anterior, el estudio de los metales como método de desinfeccion es

un campo interesante por explorar.

En este trabajo se evallo el efecto de los metales Ag, Cu y Fe (en forma de granalla),
sobre la viabilidad de los huevos de helminto (Toxocara canis) a concentraciones de
0.01, 0.05 y 0.1 g/ml y tiempos de contacto de 30, 60 y 90 minutos. Para la
determinacion de la viabilidad de los huevos de helminto (HH), se uso la metodologia
mencionada en la NOM-001-SEMARNAT-1996.

Los resultados obtenidos, evidencian que el Cu, Ag, Cu/Ag y el agregado mineral
provocan la pérdida total de viabilidad de los HH en las concentraciones empleadas.
Mientras que en las muestras en las que se aplicé Fe solo o en combinacion con los
otros dos metales, se presenta viabilidad de HH en diferentes porcentajes. En
consecuencia, se puede afirmar que los metales usados ejercen un efecto negativo en la
viabilidad de HH, aparentemente asociada con la afectacion directa a la estructura de las

capas que los protegen.

La secuencia de inactivacion observada fue la siguiente: AM, Ag/Cu >Ag> Cu > Ag,0
> CuSOQ4 > Cu,0 > Fe>FeS> Fe,03 >Fe,S0,,



1 INTRODUCCION

La reutilizacion de aguas residuales es una necesidad, pero éstas no tienen un proceso
adecuado para su reuso. Lo anterior debido a que poseen un alto contenido de materia
organica e inorganica contaminante, la cual es un problema muy grave tanto para la

salud humana como para el ambiente (Rojas, 1998; Garza, 2000).

Los suelos, al ser regados con esta clase de aguas no tratadas correctamente, pueden
adquirir contaminantes como metales pesados, compuestos organicos toxicos y
microorganismos patdgenos. Estos ultimos son de gran importancia para la salud

publica ya que transmiten enfermedades al ser humano y a los animales (Escalas, 2006).

En México, existen numerosas comunidades de escasos recursos, la mayoria de las
cuales no poseen un sistema de tratamiento de aguas. Aunado a esto, los métodos
convencionales resultan costosos. Es por ello, que en caso de necesidad de irrigacion,
las comunidades campesinas, se ven orilladas a utilizar aguas residuales sin tratar para

irrigar sus cultivos.

Segun Garza (2000), a principios de los afios noventa, el instituto Nacional de Ecologia
(INE) estimaba que el 44.3% de las aguas residuales municipales sin tratamiento alguno

se empleaban en el riego agricola.

En este contexto, una opcion para reducir costos tratamiento la representan los
humedales artificiales (HA). Los HA estan constituidos basicamente por tres
componentes: 1) Plantas vasculares; 2) el lecho de empaque o medio de soporte de
plantas y 3) microorganismos adheridos al medio de soporte y asociados a la rizésfera
(Miranda, 2000). La importancia y trascendencia de estos sistemas radica
fundamentalmente en que son mas baratos y se adapta mejor a las condiciones
climaticas de México. También se pueden combinar con otros sistemas de tratamiento
existentes para optimizar su rendimiento. Los HA son sistemas altamente eficientes
para eliminar bacterias y amebas patdgenas de las aguas en tratamiento (Rivera y
Calderdn, 1993). A pesar de que los HA logran la disminucion de gran parte de los
microorganismos patogenos, se requiere de un paso adicional de desinfeccion para
cumplir con la normatividad ambiental en materia de descarga de aguas residuales o
para el reGso de las mismas. En este sentido, la desinfeccion constituye un proceso

indispensable. Este proceso tiene por objetivo principal eliminar del agua los



microorganismos patogenos para el ser humano. Existe una variedad importante de
métodos de desinfeccion que dependen del destino del agua tratada y del volumen de

agua a tratar (Guimaraes et al, 2007; Maskew et al 1996).

El método mas utilizado es sin duda el de cloracion. No obstante, la aplicacion excesiva
de cloro (aprox. 2mg/L) a un determinado volumen de agua que contiene materia
organica, puede originar la formacion de subproductos indeseables, como los
trihalometanos, los cuales presentan propiedades cancerigenas (Céceres en Nufiez et al.,
2005 y Castillo et al, 1997).

Una opcidn de desinfeccion de aguas residuales, interesante de explorar, es el uso de
metales pesados. Este método no es nuevo en si, se empelaba para la preservacion del
agua y evitar la presencia de microorganismos patdgenos. En este sentido, se sabe que
desde la antigiedad, los fenicios introducian monedas de plata en las anforas de
cerdmica y cobre, para conservar el agua de consumo humano. Asimismo, en América,
durante la colonizacion del antiguo oeste, también existia la costumbre de introducir
un dolar de plata para la conservacion del agua en barriles o anforas de agua (Sanchez,
2004; Nies, 1999).

Por lo anterior, el presente trabajo esta orientado a determinar la capacidad
desinfectante de agregados minerales que contienen Ag, Cu y Fe sobre huevos de T.

canis.



2 MARCO TEORICO
2.1 Problematica de salud por enfermedades hidricas

Nuestra sociedad en la actualidad da al agua un uso excesivo, pues cada persona en
promedio ocupa mas de 100 litros de agua diariamente, lo que desencadena en
descargas a cuerpos receptores o en el mar, esto sobrepasa la capacidad de la naturaleza
para que el agua tenga un proceso de autopurifiricacion . (Miranda, 2000 y Torres,
1999)

Las aguas no tratadas pueden provocar distintos problemas de salud publica
(enfermedades infecciosas intestinales) y afectar la vida acuatica (poca o nula

reproduccion y muerte).

Los microorganismos que se hallan en el agua residual, suelo y bulbo, tales como
bacterias coliformes (Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) cocos (Estreptococcus
faecalis y E. zymogenes), pseudomonas (Pseudomonas sp.), salmonelas (Salmonella
typhi) junto con huevos de helmintos y virus, generan infecciones gastrointestinales
entre las que se encuentran diarreas, fiebre tifoidea y parasitismo por helmintos
(Niedrum en Garcia 2006).

En el 2000 en nuestro pais la poblacion era de 97.3 millones de habitantes, la tasa de
mortalidad por diarreas ocasionadas por agentes infecciosos potencialmente
hidrotransmisibles para nifios menores de cinco afios correspondia a 33.3 muertes por
cada 100, 000 lo que representa que diariamente mueren por este concepto 14 nifios
(Ayala, 2007 y Rojas en Garcia 2006).

La norma mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 establece los maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales
(Tesillos, et al 2007).

2.1.1. Aspectos generales de la desinfeccion

Los distintos procesos de desinfeccion utilizados actualmente en plantas
potabilizadoras y en plantas depuradoras de aguas residuales presentan ventajas e

inconvenientes al compararlos unos con otros.



Desde los inicios de la desinfeccion, su objetivo principal ha sido la eliminacién de las
epidemias hidricas por medio de la eliminacion selectiva de bacterias indicadoras. Sin
embargo, esta tendencia se ha visto modificada debido a dos descubrimientos hechos en
los afios 1970°s y que han originado una reevaluacion significativa de las préacticas
establecidas para la desinfeccion (Ramalho, 1996).

El primer descubrimiento fue que los productos de desinfeccion pueden ser dafiinos para
el ser humano y que éstos se forman por reaccion entre los diferentes desinfectantes y la
materia organica contenida en el agua. El segundo descubrimiento fue la deteccion de
nuevos microorganismos que no son eficazmente controlados por los procedimientos de
desinfeccion tradicionales. Este ultimo punto pone en evidencia que el uso de
organismos indicadores discretos no es suficiente como prueba para asegurar una
activacion de un amplio intervalo de microorganismos patégenos. El control de estos
problemas de salud publica demanda un alto nivel de comprension de la desinfeccion y
en muchos casos, se requieren estudios de laboratorio para el disefio y aplicacién de este

proceso.

La desinfeccion se realiza por dos métodos generales: los fisicos y los quimicos.
Historicamente, el cloro fue el desinfectante principal de los métodos quimicos que se
usaba en las plantas de tratamientos en todo el mundo. La desinfeccién con cloro ha
dado y continda dando buenos resultados en términos generales de eliminacion o

inactivacion de microorganismos patogenos.

2.1.2. Cloro

El bacteridlogo aleman Robert Koch (1881) demostro, bajo condiciones controladas de
laboratorio, que el hipoclorito podia eliminar cultivos puros de bacterias. En los afios
cuarenta inicia la realizacion de una investigacion sobre la desinfeccion de cloro, con
gran énfasis sobre las bacterias. Las observaciones que se obtuvieron fueron: 1) Las
células bacterianas tratadas con cloro, liberan &cidos nucleicos, proteinas y potasio, 2)
las funciones de la membrana como la respiracion y el transporte activo, resultan mas
afectadas por el cloro que los procesos citoplasmaticos, a partir de estos resultados los
investigadores dirigieron su atencion a la superficie de la célula bacteriana. La hipotesis
que surgio fue que, bajo una presién ambiental, la pared de la célula bacteriana podia
interactuar con el cloro. La exposicion al cloro parece causar alteraciones fisicas,

quimicas y bioquimicas en la pared de la célula. Al perder su estructura de esta



barreraprotectora, concluyen todas las funciones vitales, dando como resultado la
muerte del microorganismo, lo que significa que pierde la capacidad de causar alguna

enfermedad.

El beneficio principal del agua potable clorada es la proteccion de la salud publica a
través del control de las enfermedades transmitidas por el agua. La cloracién desempefia

una funcién esencial en el control de agentes patdgenos presentes en el agua.

El cloro es un oxidante fuerte que ademas de desinfectar, permite la remocion del color,
hierro y manganeso y en ciertos casos reduce sabor y olor. En la operacion de plantas
de tratamiento, la precloracién elimina las algas que se desarrollan en sedimentadores
no cubiertos y permite el control de microorganismos que crecen en los filtros de arena.
La precloracion también oxida la materia organica que interfiere o inhibe la coagulacion

—floculacion, permitiendo mejorar este Gltimo proceso (Romero, 2005).

Uno de los problemas que presenta el cloro es que se combina con las sustancias
orgénicas naturales que puedan estar presentes en el agua para formar trihalometanos

(THM), entre ellos cloroformo (carcindgeno).

Ademas del cloro gaseoso se utilizan sus derivados entre los que se encuentran los

hipocloritos de sodio y calcio, el diéxido de cloro y las cloraminas.

El cloro y sus derivados no permiten sin embargo la eliminacién de los virus del cdlera
y de la Giardia lamblia, por lo que a pesar de que el niUmero de epidemias mundiales de
origen hidrico disminuy6 de 45 por cada 100,000 habitantes en 1938/1940 a 15 por cada
100,000 habitantes en 1966/1970, todavia falta mucho por hacer en esta materia.
Ademas se ha comprobado que los productos de la cloracion presentan un potencial

carcindgeno par el ser humano.

2.1.3. Luz ultravioleta

Los microorganismos son inactivados por la luz UV como resultado del dafo
fotoquimico a sus acidos nucleicos. La radiacion UV es absorbida por los nucledtidos,
los blogques constitutivos del ADN y ARN de la célula, segun la longitud de onda, con
valores de 200 y 260 nm (Fuentes, 2006). La UV absorbida promueve la formacion de
enlaces nucleotidos adyecentes, con lo que se crean moléculas dobles o dimeros (Jagger,

1967). Si bien la formacion de dimeros de tiamina-tiamina son los mas comunes,



también suelen ocurrir dimeros de citosina-citosina, citosina-tiamina, y dimerizacion del
uracilo. La formacion de un ndmero suficiente de dimeros dentro de un microbio
impide que este replique su ADN y ARN, lo que impide su reproduccién. Debido a la
dependencia de la longitud de onda para la absorcion de UV por parte del ADN, la
inactivacion UV de los microbios también esta en funcion de la longitud de onda.

Aun no se conoce la dosis minima de UV necesaria para la reduccién de patdgenos,
existen muchas caracteristicas muy especificas del lugar que necesitan considerar
cuando se opta por una dosis de UV conveniente para desinfectar un determinado
volumen de agua potable a un nivel aceptable (Wright, 2001).

Las variables que hay que considerar son la calidad de agua de la fuente y el nivel de
contaminacion microbiana, el impacto que tienen sobre la contaminacion microbiana los
procesos de tratamiento de agua localizados antes de la unidad de desinfeccion UV, la
informacion epidemioldgica que correlaciona las poblaciones microbianas con la
ocurrencia de enfermedades, y el nivel de riesgo considerado aceptable para proteger a

la comunidad de enfermedades hidricas.

Los inconvenientes en usar sistemas de desinfeccion UV, es que estos requieren una
fuente confiable de electricidad para poder operar, estar ubicadas de manera que
permitan un acceso facil para fines de mantenimiento. Los operarios deben calibrar los
sensores, revisar los dispositivos, limpiar fundas de las lamparas, inspeccionar y limpiar
las superficies internas del reactor, reemplazar lamparas viejas y monitorear la calidad
de agua. Se debe limpiar la unidad UV de desinfeccion y el sistema de distribucién
usando un desinfectante quimico antes de poner en funcionamiento el sistema y cada

vez que se necesite en el futuro.

El factor que afecta mas en la eficiencia de este proceso es la turbiedad, ya que esta
provoca dispersion y difraccion en la energia luminosa, la materia organica también

disminuye la eficiencia debido a que ella absorbe energia luminosa (Fuentes, 2006).

El agua no debe ser incrustante pues el carbonato de calcio se sitta en las lamparas lo

que disminuye su efecto.



2.1.4. Ozono

El ozono se produce cuando las moléculas de oxigeno (O2) son disociadas por medio de
una fuente de energia produciendo atomos de oxigeno que posteriormente chocan con
una molécula de oxigeno para formar un gas inestable, el ozono (O3), que se utiliza para
desinfeccion de aguas residuales. La mayoria de las plantas de tratamiento generan
ozono mediante la aplicacion de una corriente alterna de alto voltaje (6 a 20 kilovoltios)
a través de la brecha entre placas dieléctricas de descarga en donde se encuentra un gas
de alimentacion que contiene el oxigeno. EIl 0zono es generado en la planta debido a que
el gas inestable y se descompone en oxigeno elemental en un periodo corto de tiempo

luego de su generacién (Fuentes, 2006).

Cuando el ozono se descompone en agua, los radicales libres del peréxido de hidrogeno
(HO2) y del hidréxido (HO) que se forman tienen gran capacidad de oxidaciéon vy
desempefian un papel activo en el proceso de desinfeccion. En general, se cree que las
bacterias pierden viabilidad debido a la accién protoplasmatica dando como resultado el

fisuramiento o lisis de la célula.
Los mecanismos de desinfeccion asociados con el uso del ozono incluyen:

1. El dafio a los componentes de los &cidos nucleicos (purinas y
pirimidinas).

2. Laruptura de las uniones de carbono-nitrégeno que conduce a la
despolimerizacion

3. Desintegracion de la pared celular (Fuentes, 2006).

El ozono elimina malos olores y sabores al atacar directamente la causas que los
provocan, la cual suele ser la materia organica en suspension y la accién de los distintos
microorganismos sobre ella, el ozono se aplica al inicio de tratamiento con cloro para
eliminar los compuestos que dan lugar a la aparicion de organoclorados durante la

cloracién final del agua.

Existen tres componentes basicos en un sistema de ozonacion: el generador de ozono, el

contactor de ozono y un dispositivo de degradacién de ozono (USEPA, 1986)



Las desventajas que se tienen que considerar al emplear el 0zono como desinfectante
son:

1. La baja dosificacion puede no desactivar efectivamente algunos virus,
esporas o quistes.

2. El proceso de ozonizacion es una tecnologia mas compleja que la
cloracion o la desinfeccion con luz ultravioleta, por lo cual se
requieren equipos ampliados y sistemas de contacto eficientes

3. El ozono es muy reactivo y corrosivo, requiriendo asi de materiales
resistentes a la corrosion tales como el acero inoxidable.

4. El proceso de ozonizacion no es economico para las aguas residuales
con altas concentraciones de solidos suspendidos, DBO y DQO.

5. El ozono es extremadamente irritante y posiblemente toxico, asi que
los gases de escape que salen de la cdmara de contacto deben ser
eliminados para evitar que los trabajadores estén expuestos a ellos.

2.2 Efectos de metales en microorganismos

De acuerdo con la informacion disponible, los metales pesados pueden actuar tanto en el
interior como en exterior de la célula. La mayor capacidad de inactivacion de las células
microbianas, se debe al potencial de oxidacion de los iones metalicos, principalmente
cuando actuan sobre las proteinas y los acidos nucleicos. La plata y el cobre son

ejemplos de metales pesados toxicos para los microorganismos.

2.2.1 Plata

La plata es un metal pesado que generalmente se considera mas toxico que la mayoria
de los deméas metales, por lo que ha sido de gran interés tanto a nivel medioambiental
como clinico. Debido a su toxicidad, la plata no es un elemento traza y se ha usado
durante mucho tiempo como agente antimicrobiano en medicina (Slawson et al en
Baena, 2005)

La actividad antimicrobiana de la plata se basa en su unién a membranas, enzimas,
acidos nucleicos y otros componentes celulares. Los iones de plata se complejan

fuertemente a los grupos donadores de electrones que contienen nitrégeno, oxigeno y



sulfuro (Baena, 2005) que estan presentes en las bacterias en forma de aminas,

hidroxilos, fosfatos y tioles.

2.2.2 Cobre

El cobre es un micronutriente esencial para la mayoria de los organismos ya que forma
parte de muchas metaloenzimas y proteinas implicadas en el transporte de electrones, en
las reacciones redox y en otras reacciones importantes (Lontie en Baena, 2005). Los
microorganismos requieren para vivir concentraciones muy bajas de este metal (entre 1
y 10uM). Sin embargo, las concentraciones altas de cobre en su forma iénica Cu2+ son
toxicas para las células microbianas (MacLeod et al., 1967). La toxicidad del cobre se
debe sobre todo a su interaccion con los &cidos nucleicos (Lippert en Baena, 2005), a la
alteracion de los sitios activos de las enzimas y a la oxidacion de componentes de la
membrana. Todos estos procesos se deben a que el cobre genera radicales hidroxilos

libres, que son muy téxicos (Simpson vy col., 1988).

2.2.3 Hierro

El hierro es el metal de transicion mas abundante en la corteza terrestre, y cuarto de
todos los elementos. Los estados de oxidacién mas comunes son +2 y +3. Los 6xidos de
hierro mas conocidos son el 6xido de hierro (1), FeO, el 6xido de hierro (111), Fe;O3, y
el éxido mixto Fe;04 Se conocen compuestos en el estado de oxidacion +4, +5y +6,
pero son poco comunes, y en el caso del +5, no esta bien caracterizado. El ferrato de
potasio, K,FeQy, en el que el hierro esta en estado de oxidacion +6, se emplea como
oxidante. El estado de oxidacion +4 se encuentra en pocos compuestos y también en
algunos procesos enzimaticos. Cuando el hierro se encuentra dentro de unos niveles
normales, los mecanismos antioxidantes del organismo pueden controlar este proceso.
Es usado para el tratamiento de aguas para diferentes procesos como coagulante,
oxidante y desinfectante (Baena, 2005).
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2.3 Generalidades de los helmintos

Los helmintos son animales invertebrados de cuerpo alargado con simetria bilateral y
organos definidos, sin extremidades, con reproduccién sexuada durante el estadio adulto
y con un tamafio que oscila entre décimas de milimetros a varios metros. Pueden

dividirse en dos grupos, los platelmintos y nematelmintos (Pelczar, 1993 y Tay, 2002)

Se reproduce sexualmente formando huevos feértiles, que da lugar a larvas de diversa
morfologia y tamafio variable, algunas de las cuales pueden presentar varios estadios

muy diferenciados entre si en uno o diversos huéspedes.

2.3.1 Nematelmintos

Tienen una morfologia cilindrica, fusiforme o filamentosa, no segmentados, de tamafio
variable desde 1mm hasta mas de 50 cm. Poseen tubo digestivo completo, un sistema
nervioso relativamente complejo y todos los grupos poseen diferenciacion sexual entre

machos y hembras, siendo las hembras de mayor tamarfio que los machos.

El cuerpo de los nematelmintos estd limitado por una cuticula de gran importancia
funcional. De ella se originan diversos elementos anatomicos de gran importancia
fisioldégica como papilas sensitivas, estiletes bucales, espiculas y bolsas copulativas. Por
debajo se sitla la hipodermis y el sistema muscular longitudinalmente que facilita la
movilidad y mantiene el tono del pseudoceloma en cuyo interior estan los 6rganos

corporales.

El aparato digestivo se inicia en la extremidad cefélica con la boca rodeada de 3 a 6
labios que en algunas especies pueden estar ausentes. La cavidad bucal de estructura
esclerosada y provista de dérganos lacerantes. El intestino recorre el cuerpo axialmente y
termina, en las hembras, en un ano situado centralmente y proximo al extremo caudal y

en los machos desemboca conjuntamente con los 6rganos genitales.

2.4 Ciclo de vida de Toxocara canis

Es un parésito que se desarrolla en su forma adulta en el intestino delgado de perros
jovenes, mientras que sus formas larvarias se encuentran enquistadas en las visceras y

musculatura esquelética de perros adultos. Otras especies como roedores, conejos y
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ovinos actlan como hospederos paraténicos (Biagi, 1986; Fernandez et al, 2005;
Gonzaélez, 2006).

Los huevos de T. canis son eliminados en la materia fecal de cachorros infectados, estos
huevos son muy resistentes a los factores ambientales y en suelos himedos, sombrios y
favorables de humedad, temperatura, sombra y aireacion, el huevo forma en su interior
la larva infectante del segundo estadio (L2) en unos 10 dias a 24° C o en 15 diasa 19° C
(Romero, 1994).

Los huevos larvados que contienen el segundo estado larvario, pueden ser ingeridos por
otro cachorro completando su ciclo o por el consumo de huevos con L-2 por un perro
adulto o algun hospedador paraténico, también por trascendencia de larvas somaticas de

forma transplacentaria y transmamaria.

Las larvas somaticas de las perras en especial durante la primera gestacién y lactancia
constituyen la principal fuente de la infestacion. Ademas las hembras de T. canis son
enormemente prolificas porque pueden liberar hasta 200, 000 huevos por dia, de modo
que en los examenes coproparasitoscopicos de cachorros es habitual la eliminacion de
varios miles de huevos por gramo de heces, en una infestacion ligera se pueden observar
la eliminacion de 10,000 huevos por gramo de heces y un perro elimina en promedio
136 gramos de heces por dia, eso significa que cada perro con ligera infestacion
contribuye diariamente a la contaminacion ambiental con casi 1.4 millones de T. canis
(Kassar, 1998)

Los huevos son esféricos y miden de 75 a 90 um, poseen una cubierta gruesa y rugosa
con varias capas, la externa albuminosa, otras tres quitinosas, otra fibrilar e
internamente la capa lipoidea, la cual proporciona una fuerte resistencia frente a las
agresiones del medio exterior, en cualquier fase del desarrollo. Son de color marrén

oscuro no segmentados y su contenido ocupa practicamente todo el espacio interior.

Una de las técnicas aplicadas a los modernos desinfectantes, en la potabilizacion de
agua, es la combinaciéon de dos principios activos no antagonicos que se potencien
entre si en su accién biocida. Mas adn, se busca la combinacién de dos componentes
con capacidad de desinfeccién, no solo no antagdnica sino sinergista. Como un
ejemplo, estan las aleaciones cobre-plata, las cuales aumentan de forma amplia la

eficacia de cada uno de sus componentes.
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En este contexto, se sabe que los huevos de helminto son estructuras de alta resistencia,
por lo que su eliminacion por el método desinfectante que se emplee, practicamente
garantiza la eliminacion de otras estructuras microbianas indeseables. A este respecto, la
presencia de estos agentes patdgenos se encuentra restringida en la NOM-001-
SEMARNAT-1996.

Es importante precisar que para el presente trabajo de tesis, se optd por emplear huevos
de Toxocara. canis, debido a que el ser humano no es su hospedero especifico, por lo
que el riesgo de infeccion se ve practicamente eliminado. Asimismo, al poseer varias
capas que protegen al huevo, lo que lo hace mas resistente a cualquier dafio externo que
otros huevos de helminto, lo que lo convierte en un excelente modelo de trabajo para

pruebas de laboratorio.

Conjuntando por un lado la necesidad de desinfectar las aguas residuales, para que sean
susceptibles de ser empeladas de manera salubre en el riego de campos agricolas y, por
otro, la posibilidad de emplear metales como desinfectantes, sin que se generen
subproductos carcindgenos, se plantea la realizacion de presente proyecto de

investigacion.
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3 OBJETIVOS, JUSTIFICACION Y ESTRATEGIA DE
TRABAJO

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo general

Conocer el efecto que causan agregados minerales que contienen Ag, Cu y Fe en la

viabilidad de huevos de helminto (Toxocara canis).

3.1.2 Objetivos particulares

1) Determinar el contenido de Fe Cu y Ag en el agregado mineral

seleccionado

2) Determinar de viabilidad de los huevos de helminto (T. canis), después

de ser sometido al agregado mineral a diferentes tiempos de exposicion.

3) Determinar a través de Microscopia Optica el dafio provocado por el

agregado sobre los huevos de helminto (T. canis).

3.2 Hipotesis

Si los agregados minerales, Ag, Cu y Fe, en diferentes combinaciones y tiempos de
exposicion tienen efecto desinfectante, entonces afectaran la viabilidad de los huevos de

helminto.
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3.3 Justificacion

El proceso de desinfeccion del agua es de suma importancia, ya que este implica la
pérdida de viabilidad o inactivacién de agentes patdgenos. Por ello se tiene que proveer
a la poblacion de agua potable con una buena calidad, y asi se evitaran problemas
publicos de salud. Para alcanzar tal objetivo se han emitido normas mexicanas como lo
son la NOM-127-SSA-1994 y la NOM-001-SEMARNAT-1996 que sefialan los limites
permisibles de contaminantes de las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores.
En nuestro pais el método mas utilizado para la desinfeccion es el de cloracién, por
tener un costo muy bajo. La aplicacion de este método tiene desventajas, la principal es
cuando el cloro reacciona con la materia organica forma trihalometanos (compuestos
carcindgenos), otros métodos de desinfeccién necesitan mayor infraestructura y
mantenimiento, por ello la investigacion de metales como desinfectantes es una

propuesta interesante y muy rentable para nuestras comunidades.

3.4 Estrategia de trabajo

3.4.1 Diagrama de la metodologia experimental general
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Figura 3.1-1.- Diagrama general experimental

16




3.4.2 Primera etapa experimental

Obtencion de huevos
de helminto

» v
Extraccion de huevos de hembras adultas
de Toxocara canis

v
Conteo del lote entero

\ 4

Separacion de bloques de 10 organismos para la
determinacién de viabilidad y para las pruebas con el AMN.

v

Incubacién a 28° durante
28 dias

\4

Observacién en
microscopio y
determinacion de la
viabilidad del lote.

Figura 3.1-2. Diagrama de la obtencion y determinacion de la viabilidad de los huevos de helminto
antes de los tratamientos con los agregados

17




3.4.3 Segunda etapa experimental

Exposicién de los huevos de helmintos alos minerales en tiempos de 30,
60y 90 min. y en concentraciones de 0.01 g/ml a 0.1 g/ml.

v

Recuperacién de los huevos de helminto
después del contacto con los minerales
siguiendo la metodologia del anexo de
la NOM-001-SEMARNAT-1996.

A 4

Lectura al microscopio

del posible dafio
provocado por el
contacto con los

minerales a cualquier
estructura del huevo de
helminto

A 4

Toma de fotos para las pruebas donde se aprecie algun
cambio en la estructura original de los huevos de
helminto

Figura 3.1-3. Diagrama de la metodologia usada en la exposicién a los metales
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3.5 Tercera etapa experimental

Incubacién de los huevos de
Toxocara canis después de haber
sido expuestos a los minerales
durante 4 semanas a 28°C.

A 4

Observacion en el microscopio
Optico de los huevos después de la
incubacion y determinar la
viabilidad de las muestras en cada
una de las pruebas a las que fueron
sujetas los organismos.

A\ 4

Analisis de los resultados y
conclusiones.

Figura 3.1-4. Diagrama de la metodologia realizada después de la incubacion
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4 MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar cada objetivo el trabajo se divido en 3 etapas:

4.1 Primera etapa experimental
4.1.1 Obtencién de los huevos de helminto (HH).

En la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, a partir del intestino
delgado de cachorros de perros se obtuvieron las hembras adultas de Toxocara canis.
Las hembras gravidas fueron disectadas longitudinalmente para la extracciéon de los
6rganos internos, estos fueron macerados, filtrados y lavados para la eliminacion de la
materia organica que quedase pegada a lo huevos de T. canis (Fig, 6-1). Se colocaron en
tubos para centrifuga y se centrifugaron durante 3 minutos a 2000 rpm.; terminada la
centrifugacion, se reconstituy6 la pastilla obtenida con solucion fisioldgica para su

conservacion y se mantuvieron refrigerados.

Figura 4-1.- Obtencion de huevos de helminto
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4.1.2 Cuentay determinacion de viabilidad

Para obtener la viabilidad del lote, se inici6 el conteo del lote con ayuda de un

microscopio Optico de campo claro y una camara de conteo DONCASTER.

De la pastilla obtenida se tomd con ayuda de una micropipeta, la cantidad de 1 ml de la
suspension homogenizada. Usando la camara de conteo DONCASTER se realizaron 10
conteos de los huevos, enfocados con el objetivo de 40X, a efecto de conocer el nimero
total de huevos: La viabilidad se determind mediante el procedimiento de incubacion in
vitro, de acuerdo a lo descrito en la Gltima parte de la técnica indicada en la NOM-001-
SEMARNAT-1996. Terminado este proceso se determinaron los siguientes valores:
Numero total de huevos por 100 pl de la suspension, en este valor solo se separaron el
nimero de huevos no viables y el de los viables; La viabilidad se determind por la
presencia de la larva movil dentro del huevo. De los 10 conteos realizados se tomo
como valor final al valor promedio de huevos viables de T. canis.

Viabilidad se refiere a la capacidad de un huevo para desarrollarse en el medio hasta la

etapa infectante (Rojas, 1998).

Se adaptaron pequefias cajas petri con una capacidad de 1ml, para iniciar la division del
lote de los H.H en blogues de 10 huevos por caja, para lograr este procedimiento se

siguio la metodologia realizada para el conteo y viabilidad.
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Figura 4-2.- Division en bloques de 10 H.H.

4.2 Segunda etapa experimental.

En esta etapa se expusieron directamente los huevos de helminto al agregado mineral y
se determind su viabilidad después de la exposicion. Se tomaron dos bloques de 10
huevos, uno se emple6 como testigo y el otro se le adiciond el agregado. Este
procedimiento se realizd por triplicado. Con cada metal, compuesto y agregado se dejo

actuar por 30, 60 y 90 minutos.
Después de haberse cumplido el tiempo de contacto, los huevos se separaron del

agregado por medio de la técnica de Faust, se observaron en el microscopio éptico y se

pusieron a incubar in vitro para la determinacion de su viabilidad.
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\ 4

Figura 4.3.- Exposicién al agregado mineral

4.3 Tercera etapa experimental

Al analizar las pruebas que tiene el mayor efecto negativo sobre la viabilidad de los
huevos de helminto se obtuvieron las fotografias en donde se observaron los cambios
mas significativos en la estructura de los H.H. Posteriormente, se realizd el analisis
estadistico usando el anélisis de variancia (ANOVA), comparacion de medias y la

prueba de t de Student. El programa estadistico empleado fue OriginPro 8.
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5 RESULTADOS

Se exponen los resultados obtenidos de cada una de las pruebas realizadas con los
agregados minerales. Los primeros resultados que se obtuvieron fueron acerca de la
viabilidad que tenia el total de la muestra de HH. Subsecuentemente se muestran las
imagenes obtenidas después de haber expuesto los HH ante los agregados minerales.
Las fotografias fueron tomadas usando un microscopio Optico Zeizz West Germany

equipado con un sistema de fotografia.

5.1.1 Viabilidad

Para calcular el porcentaje de la viabilidad de la muestra, se utiliz6 el método indicado
en la NOM-001-SENARNAT-1996. Después de haber sido incubados a una

temperatura de 28°C durante 28 dias, se procedié a obtener el porcentaje de huevos

larvados dio como resultado 88%.de viabilidad.

5.2 Pruebas con Ag

Los resultados de esta prueba, mostraron que la plata afecta en un gran porcentaje la
viabilidad de los HH. En la tabla 2, se observa que en las concentraciones usadas las
cuales fueron de 0.01g/ml hasta 0.1 g/ml de Ag, en todos los casos no hubo deteccion de
larvas mdviles (viabilidad). El tiempo que se manejo para cada prueba es des 30 a 90
minutos.

El mecanismos de accién de la plata en microorganismos es que produce una
despolarizacién de la membrana celular y se une al ADN de los microorganismos,
permitiendo mayor permeabilidad y paso del i6n plata al interior, al igual que inhibe la
sintesis proteica y precipita proteinas bacterianas. Pero ain no se ha reportado el exacto
mecanismo de accidn de este mineral sobre la inactivacion de los huevos de helminto.
En estas pruebas lo que se puede mencionar es que la Ag interactta con la pared celular
de este organismo y destanaturaliza las enzimas y proteinas superficiales (Craig, 2001)
gue se encuentran en la capa lipoproteina que protege al huevo. En las imagenes
obtenidas se observa el adelgazamiento notable de la capa que envuelve al huevo, por
ello se afecto la viabilidad de el organismo, pues al modificar la estructura de
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proteccion al medio, evita el transporte de materia, energia y también afecta la
respiracion, dando como resultado la inactivacion del HH. En las imagenes de la tabla 1.
Los resultados de Ag 0.01, muestran que este mineral causa varios cambios en la
estructura del huevo pues desde los 30 minutos de estar en contacto, se observa que la
pared se adelgaza, el contenido del huevo sufre cambios en su forma y cantidad.

5.3 Pruebas con Cu.

En las pruebas realizadas con Cu, se obtuvieron resultados muy similares a los
encontrados con Ag pues en las diferentes variaciones que se tuvieron en cuanto a
tiempo (30, 60 y 90 min.) y concentraciones (0.01 g/m, 0.05g/ml y 0.1 g/ml), en
ninguna de ellas se observaron larvas moviles, es decir en todos los casos se afecto

drasticamente la viabilidad de los HH.

Los cambios observados se refieren a la afectacion de la forma inicial del huevo, pues
después del tratamiento se nota una gran diferencia al igual que en la coloracion. El
posible mecanismo de accion del Cu sobre la inactivacion de los HH es que este metal
altera los sitios activos de las enzimas presentes en la capa lipoproteica, penetrandola y
asi pueden interactuar con el ADN, proteinas y enzimas respiratorias impidiendo asi el

desarrollo larvario.

Las fotografias tomadas a las pruebas de Cu 0.01g/ml que se encuentran en la tabla 3.
Mostraron diferencias al testigo, una de ellas es que la coloracién interna del huevo se
observa de un color mas oscuro, ademas que la pared del huevo cambia drasticamente,
en algunos casos se muestra un adelgazamiento en esta. Si recordamos que un huevo
fértil no debe mostrar este tipo de alteraciones, se puede definir a estos huevos como no

fértiles o inviables.

Las imagenes de las pruebas a 0.05g/ml de la tabla 4. Se observé que la pared se
adelgace y por ello el huevo puede perder la capacidad infectante, pues la pared
proporciona proteccion para el desarrollo de la larva, evitando que agentes extrafios

contaminen el contenido y alteren el correcto crecimiento y desarrollo de la larva.
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Finalmente en la tabla 5. Las imagenes de los huevos que fueron expuestos al Cu con
una concentracion de 0.1 g/ml, muestran que pequefios fragmentos del material estan
adheridos a la pared del huevo, ademas que la parte interna del huevo pierde su forma

original. La coloracion sigue siendo alterada a un tono muy oscuro.

5.4 Pruebas con Fe.

En las pruebas realizadas se pueden determinar una relacion entre concentracion y
efecto de la viabilidad pues a mayor concentracion hubo mayor dafio observable en los
H.H al igual que en los resultados después de la incubacién pues hubo menor presencia

de larvas moviles en las pruebas que estuvieron sujetas a mayores concentraciones.

En la tabla 6. En el caso de las pruebas con Fe con la concentracién de 0.01g/ml los
cambios que se observan en las imagenes obtenidas es que al igual que en las pruebas
realizadas con Cu la coloracién inicial de los huevos cambia drasticamente a un color
muy oscuro, en algunos casos también se observo que pequefas trazas del mineral se
quedaban adheridas en las paredes del huevo. En esta concentracion lo que no se
observo fue que la forma original del huevo cambiara, tampoco se observa un cambio
muy notable en el grosor de la pared. En las imagenes de la tabla 6, aparecen pequefios
cambio en la forma del huevo y también en la estructura de la pared, el cambio de la

coloracidn es una caracteristica constante.

5.5 Pruebas con Cu/Ag .

Una de las técnicas aplicadas a los modernos desinfectantes, en la potabilizacion de
agua, es la combinacion de dos principios activos no antagonicos que se potencien
entre si en su accién biocida. Mas adn, se busca la combinacién de dos componentes
con capacidad de desinfeccién, no solo no antagdnica sino sinergista. Como un
ejemplo, estan las aleaciones cobre-plata, las cuales aumentan de forma amplia la

eficacia de cada uno de sus componentes.

Esta accion sinérgica ha sido reportada por varios autores; Lin et al., 1998, Pyle et al .,
1992, Huang et al ., 2007. Al combinar el Cu con la Ag intentamos obtener un efecto
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sinérgico, el cual aumente la efectividad de inactivacién en los huevos de helminto, en

los resultados de esta combinacion se observa que en ninguna de las pruebas hay

viabilidad después del tratamiento, sus efectos biocidas actian sobre la estructura de la

capa lipoproteica, y asi tienen acceso al interior del huevo para interactuar con

proteinas, ADN y enzimas, para inactivarlo. El proposito de combinar estos dos

elementos, es para obtener un efecto sinérgico, en las fotografias obtenidas

En la tabla 12. Se observa un gran dafio en toda la estructura, como el adelgazamiento

de la pared, y cambios en la estructura interna del huevo.

Las pruebas con hierro, muestran una minima cantidad de huevos presentan
cambios en su estructura, solo se observa que la estructura toma una coloracion

rojiza.

Las pruebas realizadas con Ag y Cu, se observaron diferencias, en todas las
concentraciones probadas. Los cambios que presentan los huevos fueron en el
caso de la plata que la pared del huevo se adelgaza y en el caso del Cu la
estructura interna del huevo se ve muy afectada pues se distingue una

degradacion.

El agregado mineral al contener los tres metales aunque en pequefias trazas se
observan cambios en la estructura del huevo. En la pared de los huevos se
observa que pequefias cantidades de material se adhieren a este, y también la
coloracion del huevo cambia drasticamente tornandose a un color naranja. Esto

ocurrio en concentraciones bajas y altas.

Con los otros compuestos minerales no se observaba cambios tan visibles, en
concentraciones bajas y tiempos cortos, los cambios se distinguian solo en la
concentracion mas alta. En estos casos los cambios a los que nos referimos son
que el interior del huevo se hace transparente, o que nos podria indicar que el

material interno se filtra por alguna fisura que la pared haya sufrido.
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5.6 Pruebas con AM (agregado mineral).

El AM con el cual se trabajo contenia varios elementos entre ellos los tres que se usaron
en las anteriores pruebas (Ag, Cu y Fe) todos ellos se presentan en diferentes
concentraciones, para determinar el porcentaje que ocupa cada elemento en el agregado
se llevo a cabo un andlisis cuantitativo, realizado por analisis multielemental, en el

cual se reportaron las siguientes concentraciones.

Tabla 1. Concentraciones de los elementos presentes en el Agregado mineral.

Elemento % Concentraciones de los elementos
De la utilizadas en la pruebas
concentracion en la 0.01g/ml 0.05 g/ml 0.1 g/ml
que se encuentran
los elementos
presente en el AM.
C 1.97 0.019 0.098 0.19
O 14.18 0.14 0.70 141
Mg 0.71 0.0071 0.035 0.071
Al 2.73 0.027 0.13 0.27
Si 8.32 0.083 0.41 0.83
P 0.08 0.00083 0.0041 0.0083
Si 4.02 0.040 0.20 0.402
K 0.96 0.0096 0.043 0.096
Ti 0.19 0.0019 0.0098 0.019
\ 0.41 0.0041 0.020 0.041
Fe 15.33 0.15 0.76 1.53
Cu 0.37 0.003 0.018 0.037
Zn 3.09 0.03 0.15 0.30
As 1.17 0.01 0.058 0.11
Ag 12.34 0.12 0.61 1.23
Au 12.82 0.12 0.64 1.28
Hg 0.26 0.002 0.013 0.026
Pb 19.72 0.19 0.98 1.97

Como se observa el agregado también posee otros materiales, los que presentan mayor
contenido son el Fe, Auy Ag. Los resultados obtenidos después del tratamiento en este
caso fue una viabilidad nula, en todas las pruebas sin importar concentracion y tiempo,
parece ser que este material posee grandes cualidades desinfectantes, pues desde los
primeros ensayos se observo un dafio en la pared del huevo, y en la estructura interna,

como lo fue un cambio de coloracion. Estos resultados se deben a la presencia de
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agentes desinfectantes como Ag y Cu, este Ultimo no se encuentra tan abundante en el

compuesto pero no por ello podemos asegurar que no interactdo con los HH.

A lo largo de todas las pruebas se comprobd comprobado que el Ag tiene altos niveles
de desinfeccion, pues en fotografias obtenidas después del contacto con este elemento
se observaron dafios en los HH. Como se observa en la tabla 9. Las pruebas realizadas
con el agregado mineral el cual contiene en pequefias trazas los tres minerales en
cuestion, muestra efectos diferentes en el cambio de coloracién del huevo, pues el color
predominante es el marrén, en la concentracién mas baja y en el tiempo mas corto se
observan cambio de coloracion, la pared es nota mas delgada y el material se queda
adherido en pequefias cantidades al huevo, ademas que se observa que la estructura de

la pared ha sido perforada y por ello el contenido se filtra a través de estas fisuras.

Los mecanismos de desinfeccién de estos elementos ya se han discutido anteriormente,
aunque en esta prueba también se debe considerar que no solo los tres elementos (Fe,
Ag y Cu) estuvieron presentes en la exposicion pues como se sefiala en la tabla uno de
los elementos mas abundantes es el Fe aunque en la literatura no se reporta como un
agente desinfectante muy importante, en las pruebas lo sefiala como posible agente

biocida.

5.7 Pruebas con FeS, Fe,03, Cu,0, Ag,0, Fe;SO4, y CuSO,

Las muestras tratadas con concentraciones de 0.01 hasta 0.1 g/ml con el FeS después
de haber sido incubadas reportaron huevos con larvas maéviles, Estos resultados se
observan en las fotografias de la tabla 10. En las primera pruebas con este compuesto,
se observaron minimos cambios en la estructura del huevo, como se observa en
concentracion de 0.01 a los treinta minutos, no se aprecia algun cambio significativo en
la forma y color del HH, cuando aumentamos la concentracion hubo diferentes

resultados ya que la pared si muestra cambios al igual que la forma original.

Con estos compuestos en algunos casos se encontraron larvas moviles después del
tratamiento. En el caso de Fe,O3 en todos las pruebas se reportaron la observacion de
larvas moviles, solo se detecto un cambio en la coloracion del huevo. Aunque en las

pruebas con el Fe también tuvieron resultados positivos en la desactivacion de los
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huevos de helminto, la concentracion del mineral en este compuesto es menor, es quiza

por ello que no se obtuvo una respuesta positiva en impedir el desarrollo larvario.

El Cu,O presento larvas en las concentraciones mas bajas, pero en concentraciones mas
altas el efecto desinfectante fue aumentando es decir que a mayor concentracion de

Cu,0 menor serd el posible desarrollo larvario de este agente patdgeno.

Con el Ag,0 se observo que en algunos casos a bajas concentraciones no se presentaba
desarrollo larvario, en las concentraciones de 0.05 y 0.1 hubo una gran disminucion de
viabilidad en los huevos después de haber sido incubados pues en concentraciones de
0.05 a 60 y 90 minutos de contacto no hubo presencia de larvas moviles es decir no

habia organismos que pudiesen ser potencialmente infectantes.

Las pruebas hechas con el Fe,SO, dieron como resultado que en menores
concentraciones y tiempos cortos habia desarrollo de la etapa infectante del organismo,
y en pruebas como 0.1 g/ml a 60 y 90 minutos hubo una baja proporcion de helmintos
viables, es decir que se necesita mayor tiempo de contacto y mayores concentraciones

para alcanzar la desinfeccion también para este mineral como en el caso de Ag,O.
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Figura 5-3 Comparacion entre concentraciones

En las graficas obtenidas respecto a los resultados, se observa que al aumentar la
concentracion en algunos compuestos la viabilidad va disminuyendo, y en algunos esta

Ilega a ser nula.

En casos particulares podemos observar que el Ag y el Cu, asi como su combinacion y
el AM siempre arrojaron como resultado una viabilidad cero, desde los 30 minutos y

concentracion de 0.01 g/ml.

La inactivacion de los huevos de helminto, dependié principalmente del mineral
utilizado, y no del tiempo, ni la concentracion que se manejaron, ya que los resultados
obtenidos son insignificantes comparados con los resultados de los diferentes minerales
probados. El analisis estadistico (ANOVA) indicé la diferencia significativa en la
viabilidad de los huevos de helminto como resultado de la interaccion de los diferentes
metales, al realizar la prueba de T de student, se detecto que los minerales que
presentaban los resultados mas significativos fueron Ag, Cu, la combinacién de ambos
y el agregado mineral. Todo ello corrobora la accion desinfectante de estos minerales en

referencia a los helmintos.
Con estos resultados indican que Ag, Cu, Ag/Cu y el agregado mineral son eficientes

en desactivar elementos patdgenos que estén presentes en el agua como lo son los

huevos de helminto
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En la actualidad el retso de aguas residuales se ha vuelto una necesidad, aunque en
muchas localidades o regiones de nuestro pais no se cuenta con la infraestructura
necesaria para realizar este proceso, es por ello que se trabaja para desarrollar nuevas
tecnologias con bajo costo y faciles de realizar, para que el agua sea tratada
adecuadamente y evitar que nuestra poblacion sufra de enfermedades hidricas o que

nuestros suelos sean contaminados con materiales que se transportan en el agua.
A continuacion se presentan las fotografias de los huevos de Toxocara canis después de

haber sido expuestos a los diferentes compuestos. Las fotografias fueron obtenidas con

un microscopio Optico de campo de procesamiento de imagenes
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5.9 Tablas de los resultados

Tabla 2. Ag 0.01 g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracion g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
Ag 0.01
90
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Tabla 3.Cu 0.01g/ml a 30,60 y 90 min.

Metal Concentracion g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
Cu 0.01 g/ml
90
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Tabla 4.Cu 0.05g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracién g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
Cu 0.05
90
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Tabla 5. Cu 0.1g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracion g/ml Tiempo (min) Foto

Testigo

30

60

90
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Tabla 6. Fe 0.01 g/ml a 30,60 y 90 min.

Metal Concentracién g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
Fe 0.01
60
90
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Tabla 7. Fe 0.05g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracion g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
Fe 0.05 5
90
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Tabla 8. Fe 0.1 g/ml a 30, 60 y 90 min

Metal Concentracién g/mi Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
90
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Tabla 9. Agregado mineral a 0.01 g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracion g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
AM 0.01
90
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Tabla 10.FeS 0.01 g/ml a 30, 60 y 90 min

Metal Concentracién g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
FeS 0.01
60
90
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Tabla 11.CuSO4 0.01g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracién g/mi Tiempo (min) Foto
Testigo
30
60
90
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Tabla 12.Ag/Cu 0.05 g/ml a 30, 60 y 90 min.

Metal Concentracién g/ml Tiempo (min) Foto
Testigo
30
Ag/Cu 0.05
60
90
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En la siguiente tabla se indica la capacidad de inactivacion de mayor a menor
proporcion de cada uno de los metales probados en los H.H. Se obtuvo la siguiente
secuencia de inactivacion:

AM, Ag/Cu >Ag> Cu > Ag,0 > CuSO, > Cu,0 > Fe>FeS> Fe,03 >Fe,SO,

Tabla 13. Capacidad de inactivacion de los distintos metales probados

Concentracion y tiempo
0.01 g/ml | 0.05 g/ml | 0.1 g/ml
du_rante 30 du_rante 60 du_rante 90
minutos minutos minutos
Metal
Agregado Mineral (AM) ++++ +++++ 4+
Ag/Cu ++++ ++++ +++++
Granalla de Ag +++ +++ ++++
Granalla de Cu ++ 4+ 4+
Ag20 ++ +++ +++
CusO, + ++ ++
Cu0 + ++ ++
Limadura de Fe + + ++
FeS + + ++
Fe203 + + T+
Fe,SO4 + + +

Nota: Capacidad de inactivacién: baja (+), ++ (regular), +++ (media), ++++
(alta)
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5.10 Andlisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para identificar la variante de la cual
dependia la afectacién en la viabilidad de los HH. Las variantes que se usaron fueron los
diferentes compuestos utilizados, el tiempo de contacto que fue de 30 a 90 minutos y la

concentracion del compuesto las cuales fueron de 0.01 g/ml hasta 0.1g/ml.

Para ello se ocuparon las siguientes hipotesis:

HO: C1=C2...C1 =20 > Las concentraciones,
tiempos o minerales no muestran diferencias entre ellas.

HA: C1#£0 . Las concentraciones,

»

tiempos o minerales muestran diferencias entre ellas.

El valor de significancia en todas las pruebas es 0.05, con ello se indica que al menos
hay un par de variantes que son diferentes entre ellas, con ello se rechaza la hipétesis
nula para determinar cual de las variantes son diferentes entre si se ocupa la prueba de T
de Student.

5.11 Anélisis de varianza comparando entre minerales en todas las
concentraciones y tiempos.

DF Suma de Media F Significancia
cuadrados cuadrética

Model 9 1815.1519 201.68724 7.35886 0.0001

Error 20 548.14815 27.40741

Total 29 2363.3333

La significancia es menor a 0.05, por lo que se rechaza la hipotesis nula, asi se obtiene
que al menos entre dos compuestos muestran diferencias entre ellos. Se realizd una
prueba de T de Student para determinar cuales son los compuestos que muestran estas
diferencias. Al realizar esta prueba se reporté que son el Cu, Ag, Fe, AM y Ag/Cu, los

que muestran un efecto negativo en la viabilidad de los HH.
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5.12 Andlisis de varianza comparando entre concentraciones en todos los
minerales y todos los tiempos.

DF Suma de Media F Significancia
cuadrados cuadratica

Model 2 176.06838 88.03419 0.13335 0.87559

Error 36 23765.81197 660.16144

Total 38 23941.88034

La significancia es mucho mayor que 0.05 asi que comparando entre concentraciones no

hay diferencia significativa entre ellas.

5.13 Analisis de varianza comparando entre tiempos con todos los minerales
en todas las concentraciones.

DF Suma de Media F Significancia
cuadrados cuadrética

Model 2 195.4416 97.7208 0.16348 0.8491

Error 36 21519.65812 597.75628

Total 38 21715.09972

Al comparar entre los tiempos de contacto, se obtuvo una significancia mayor a 0.05
con lo cual aceptamos la hipotesis nula, lo que nos indica que no hay diferencias entre
ellas.

En el andlisis de varianza comprobamos que el efecto que cause el elevar las
concentraciones no afecta en gran medida la viabilidad de los organismos, al igual que
al incrementar el tiempo de contacto, el factor mas importante que afecta notablemente
la estructura de los huevos y por ende la viabilidad de estos es sin duda el tipo de
agregado que se este utilizando. Pues en la ANOVA de comparar los minerales la
significancia fue mucho menor a 0.05 esto nos indico que por lo menos entre dos de los

minerales habia diferencias significativas.
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6 CONCLUSIONES

Se determind la concentracion en el agregado mineral de cada uno de los elementos
utilizados en las pruebas a través de un andlisis multielemental. EI méas abundante es el
Fe con 15% en promedio, después la plata con un poco mas del 12% y por Gltimo el

Cu que solo se encuentra en un 0. 37 % del total.

Al inicio de las pruebas se obtuvo la viabilidad total de toda la muestra de los huevos,
que fue del 88%, después de haber sido expuestos directamente a loas diferentes
minerales y elementos la viabilidad fue severamente afectada, pues en algunos casos

encontramos una viabilidad nula.

En las pruebas realizadas con una exposicion de 30 minutos se observd dafio en la
estructura de los huevos, al llevar a acabo la incubacion, no se reportd la observacion de
larvas mdviles lo cual indicaria viabilidad. En las pruebas hechas con tiempo de

contacto de 60 y 90 minutos, en ninguna de ellas hubo la presencia de larvas moéviles.

Los dafios que ocurrieron en la estructura de los huevos fueron varios, desde la
observacion de pequefias trazas del material adheridas a la pared, el cambio de
coloracion es probablemente por el alto contenido de hierro en el material, la pared
también presenta dafios en su grosor, en tiempos de mayor contacto (90 min.) se
advierte pequefas fisuras en la pared, lo que provoco que el organismo no llegara al

estado larvario (infectante).

La secuencia de inactivacion obtenida fue siguiente: AM, Ag/Cu >Ag> Cu > Ag,0 >
CuS0O, > Cu,0 > Fe>FeS> Fe,O3>Fe,SO,y
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8 ANEXOS

8.1 Técnica para la determinacion y cuantificacion de huevos de helminto

1)Fundamento

Utiliza la combinacién de los principios del método difasico y del método de flotacion,
obteniendo un rendimiento de un 90%, a partir de muestras artificiales contaminadas con
huevos de helminto de Ascaris.

2)Equipo

Centrifuga: Con intervalos de operacién de 1000 a 2500 revoluciones por minuto
Periodos de operacién de 1 a 3 minutos
Temperatura de operacion 20 a 28 °C

Bomba de vacio: Adaptada para control de velocidad de succion
1/3 hp

Microscopio éptico: Con iluminacién Koheler
Aumentos de 10 a 100X; Platina mdvil; Sistema de microfotografia

Agitador de tubos: Automético
Adaptable con control de velocidad

Parrilla electrica: Con agitacion

Hidrometro: Con intervalo de mediciénde 1.1 a 1.4 g/cm3

Temperatura de operacion: 0 a4 °C
REACTIVOS

- Sulfato de zinc heptahidratado
- Acido sulfdrico

- Eter etilico

- Etanol

- Agua destilada

- Formaldehido

Solucion de sulfato de zinc, gravedad especifica de 1.3
- Férmula

- Sulfato de zinc 800 g
- Agua destilada 1,000 ml
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Preparacion

Disolver 800 g de sulfato de zinc en 1,000 ml de agua destilada y agitar en la parrilla
eléctrica hasta homogeneizar, medir la densidad con hidrometro. Para lograr la densidad
deseada agregar reactivo o0 agua segun sea el caso.
Solucidn de alcohol-4cido
- Férmula
- Acido sulfarico 0.1 N 750 ml
- Etanol 350 ml

Preparacion

Homogeneizar 750 ml del &cido sulfurico al 0.1 N, con 350 ml del etanol para obtener un
litro de la solucion alcohol-acida. Almacenarla en recipiente hermético.

MATERIAL

- Garrafones de 8 litros

- Tamiz de 160 mm (micras) de poro

- Probetas graduadas (1 litro y 50 ml)

- Gradillas para tubos de centrifuga de 50 ml

- Pipetas de 10 ml de plastico
- Aplicadores de madera

- Recipientes de plastico de 2 litros
- Guantes de plastico

- Vasos de precipitado de 1 litro

- Bulbo de goma

- Magneto

- Céamara de conteo Doncaster

- Celda Sedwich-Rafter
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CONDICIONES DE LA MUESTRA

1

2

Se transportaran al laboratorio en hieleras con bolsas refrigerantes o bolsas de hielo.

Los tiempos de conservacion en refrigeracion y transporte deben reducirse al
minimo

Si no es posible refrigerar la muestra liquida, debe fijarse con 10 ml de
formaldehido al 4% o procesarse dentro de las 48 horas de su toma.

Una muestra solida debe refrigerarse y procesarse en el menor tiempo posible.
INTERFERENCIAS
La sobreposicion de estructuras y/o del detritus no eliminado en el sedimento, puede

dificultar su lectura, en especial cuando se trata de muestras de lodo. En tal caso, es
importante dividir el volumen en alicuotas que se consideren adecuadas.

PRECAUCIONES

1

Durante el procesado de la muestra, el analista debe utilizar guantes de plastico para
evitar riesgo de infeccion.

Lavar y desinfectar el area de trabajo, asi como el material utilizado por el analista.
PROCEDIMIENTO
Muestreo

Preparar recipientes de 8 litros, desinfectandolos con cloro, enjuagandolos con agua
potable a chorro y con agua destilada.

Tomar 5 litros de la muestra (ya sea del afluente o efluente).

En el caso de que la muestra se trate de lodo, preparar en las mismas condiciones
recipientes de plastico de 1 litro con boca ancha.

Tomar X gramos de materia fresca (hUmeda) que corresponda a 10 g de materia
seca.

Concentrado y centrifugado de la muestra
La muestra se deja sedimentar durante 3 horas o toda la noche.

El sobrenadante se aspira por vacio sin agitar el sedimento.
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Filtrar el sedimento sobre un tamiz de 160 mm (micras), enjuagando  también
el recipiente donde se encontraba originalmente la muestra y lavar enseguida con 5
litros de agua (potable o destilada).

Recibir el filtrado en los mismos recipientes de 8 litros.

En caso de tratarse de lodos, la muestra se filtrara y enjuagard en las mismas
condiciones iniciando a partir del inciso c.

Dejar sedimentar durante 3 horas o toda la noche.

Aspirar el sobrenadante al maximo y depositar el sedimento en una botella de
centrifuga de 250 ml, incluyendo de 2 a 3 enjuagues del recipiente de 8 litros.

Centrifugar a 400 g por 3 minutos (1,400 - 2,000 rpm por 3 minutos, segin la
centrifuga).

Decantar el sobrenadante por vacio (asegurarse de que exista la pastilla) y
resuspender la pastilla en 150 ml de ZnSO4 con una densidad de 1.3.

Homogeneizar la pastilla con el agitador automatico, o aplicador de madera.
Centrifugar a 400 g por 3 minutos (1,400 - 2,000 rpm por 3 minutos).

Recuperar el sobrenadante virtiéndolo en un frasco de 2 litros y diluir cuando menos
en un litro de agua destilada.

Dejar sedimentar 3 horas o toda la noche.
Aspirar al maximo el sobrenadante por vacio y resuspender el sedimento agitando,
vertir el liquido resultante en 2 tubos de centrifuga de 50 ml y lavar de 2 a 3 veces

con agua destilada el recipiente de 2 litros.

Centrifugar a 480 g por 3 minutos (2,000 - 2,500 rpm por 3 minutos, segun la
centrifuga).

Reagrupar las pastillas en un tubo de 50 ml y centrifugar a 480 g por minutos (2,000
- 2,500 rpm por 3 minutos).

Resuspender la pastilla en 15 ml de solucién de alcohol-4cido (H2SO4 0.1 N) +
C2H50H a 33-35% y adicionar 10 ml de éter etilico.

Agitar suavemente y abrir de vez en cuando los tubos para dejar escapar el gas
(considerar que el éter es sumamente inflamable y toxico).
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21 Centrifugar a 660 g por 3 minutos (2,500 - 3,000 rpm por 3 minutos, segin la
centrifuga).

22 Aspirar al maximo el sobrenadante para dejar menos de 1 ml de liquido,
homogeneizar la pastilla y proceder a cuantificar.

23 Identificacion y Cuantificacion de la Muestra

a) Distribuir todo el sedimento en una celda de Sedgwich-Rafter o bien en una camara
de conteo de Doncaster.

b) Realizar un barrido total al microscopio.

CALCULOS
1 Para determinar los rpm de la centrifuga utilizada, la formula es:
Kg
r
Donde:
g: fuerza relativa de centrifugacion
K: constante cuyo valor es 89,456
r: radio de la centrifuga (spindle to the centre of the bracker) en cm

La formula para calcular g es:

_ r(rpmy’
K iError! Argumento de modificador no especificado.

Para expresar los resultados en numero de huevecillos por litro es importante tomar
en cuenta el volumen y tipo de la muestra analizada.
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8.2 Método de Flotacién por la técnica de Faust.

1) Se mezcla'y homogeniza en un vaso de precipitado parte de la muestra con 25 ml de
solucion fisioldgica.

2) Se pasa por un embudo con un filtro a un tubo de centrifuga buscando retener los
residuos méas voluminosos.

3) La suspension obtenida en la etapa anterior se centrifuga a 2500 revoluciones por
minuto durante 5 minutos.

4) Se descarta el sobrenadante y se secando vuelve resuspender el sedimento en

solucion fisioldgica por agitacion, volviendo a centrifugar a 2500 rpm durante 5

minutos.

5) El dltimo sedimento se resuspende en una solucion de sulfato de zinc al 33 % de

densidad esta suspension se centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos.

6) Del material obtenido se extrae una muestra del material suspendido en el menisco

superior de la interfase liquido/aire de donde se extrae mediante asa o pipeta Pasteur.
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