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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas a través del agua representan un tema de interés
global, ya que cada afo provocan aproximadamente 502 000 muertes por diarrea
e innumerables casos de enfermedades a nivel mundial; por lo que el
abastecimiento de agua para uso o consumo humano con calidad adecuada es
fundamental para prevenir dichas enfermedades. Algunos de los patégenos
trasmitidos a través del agua incluyen bacterias, virus y protozoarios. Se ha
demostrado que diversas bacterias pueden sobrevivir en ambientes acuaticos o
resistir a concentraciones de cloro residual comunmente encontradas en los
sistemas de distribucién domésticos, tal es el caso de Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori es una bacteria que en condiciones normales presenta una
morfologia espiral; sin embargo, bajo condiciones de estrés es capaz de entrar en
un estado denominado viable no cultivable (VNC) y presentar una nueva
morfologia cocoide. Una vez que un organismo ha adquirido el estado VNC, su
deteccidon por medios convencionales de cultivo se vuelve inutil, lo que puede dar
lugar a falsos negativos en los analisis de muestras de agua contaminadas. Por lo
que la deteccidn debe llevarse a cabo con métodos moleculares, los cuales no
dependen del crecimiento de los microorganismos.

La desinfeccion es la eliminacion o inactivacidon de bacterias, virus y parasitos y es
una operacion de suma importancia para el suministro de agua potable. Se
pueden emplear diferentes tecnologias de desinfeccion para lograr un buen nivel
de inactivacién de patégenos. Sin embargo actualmente la aplicacion de ozono en
el tratamiento de agua potable es una tecnologia usada en paises desarrollados.

Con la finalidad de proponer el uso del ozono en sistemas de distribucion de agua,
en la presente tesis se disefié una camara de contacto que permitiera inactivar en
un 99.99% H. pylori en su estado VNC. Se estudio la aplicacion de ésta tecnologia
en agua contaminada sintéticamente, con una concentracién de 10°células-mL"
de H. pylori. Se encontré que para lograr el porcentaje de inactivacion requerido
de H. pylori en estado VNC, se requiere de una concentracion de ozono de 0.84
minemgeL"' y una constante de velocidad de -1.44min'. Para tratar un flujo de
agua de 1m3-s' las dimensiones requeridas de la camara deben ser 13.5m de
largo por 9.00m de ancho, con una altura de 5.00m. Los resultados obtenidos
muestran que H. pylori cuenta con una mayor resistencia a la desinfeccion, lo cual
fue comparado con lo reportado en la bibliografia para otros microorganismos
tales como Giardia.

Se pretende que los resultados obtenidos sirvan de base para proponer ésta
tecnologia de desinfeccion como estrategia para proveer de agua limpia y segura
a la poblacion.

v



INSTITUTO

'C 7 | Contenido DE INGENIERIA
= UNAM
Contenido
1. INTRODUCCION ..ottt 3
B © 1= N | = I LY 1 SRR 5
2.1 ODJEIVO GENEIAI ... e 5
2.2 Objetivos PartiCUlares...........ccoooe it a e aaaas 5
3. MARCO TEORICO ...ttt ettt 6
3.1 Calidad del @QUA .......cooeiieeeiei e e e e aaaaa 6
3.1.1 Evaluacion de la calidad del agua............cccciviiiiiiiiiiiie 8
3.1.2 Contaminantes patOgeNO0S .........ceiiiiiiiiiiiiccee e e 9
3.2 HElICODACIEE PYIOKI . ... 13
3.3 Estado Viable NO CUItIVaDIE .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeneennnennes 19
3.4 Métodos de deteccion de patdgenos en el agua................eeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 21
3.4.1 ACIAOS NUCIBICOS. ...ttt 23
3.5 DesiNfecCiON d& aQUA ...........uuuiiiiiieiieeeeee e 26
TR Tt B @7 (o) =71 o LU 27
TSIV B To ) (T [o o L= o1 o] f o TR 27
B TR TRC I @4 (o) =1 0 11 F= Tox (o T o [PPSR 27
3.5.4 Radiacion Ultravioleta (UV) ... 28
3.5.5 OZONIZACION ...t 28
3.6 Desinfeccion de agua CON OZONO..........uuuuurueeeeeieiieeneeennenennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 30
B TG T =t e o ] o o 1T 30
3.6.2 Cinética de 1a desinfeCCiON .......ccoiiiiiiieeee e 33
3.6.3 Ingenieria de la desinfeccidn Con 0ZONO ............cccevvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 39
4. METODOLOGIA ... .ot 47
L S 1Y/ [T yo] o o] [ Yo 1 = SR 48
4.1.1 H. pylori en estado Viable............coouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 50
4.1.2 H. pylori en estado VINC.........cooiiiiiiiiiii e 50
A B 1= ) = To o o] o 1RSSR 51
4.2.1 Disefo eXperimental ..........oo e 51
4.2.2 Unidad de OXidaGCION ........couuuuiiiii e 53
4.2.3 Proceso de desiNnfECCION .........cciiiiiiiiiiicce e 55



INSTITUTO

Q\ 7 | Contenido DE INGENIERIA
= UNAM
4.3 ANAliISIS G —PCR ... 57
4.3.1 Recuperacion de 1as MUESIraSs..........oovuiiiiiiiiee e 57
TG I = Yot (o I o L= L I 58
4.3.3ENnsayo de g — PCR ...t 61
4.4 Cinéticay camara de contacto ........ccooooiiiiiiiiiiiii e 63
g B O 1= 1 = PR 63
4.4.2 Camara de CONtACTO........couuiiiiiiii e 63
5. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS ......c.ccoviieieeeeceeeee e, 65
5.1 H. pylori en eStado VIabIe .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 65
511 Ley de ChiCK ..ccooeeiieieeeeeee e 67
5.1.2 Modelo Chick —WatSON .........ccoooiiiiiiii e 67
5.2 H. pylorien estado VNC ..........coiiiiiee e 68
5.2 1 Ley de ChiCK .....cooiiiiiii 70
5.2.2 Modelo Chick —WatSOoNn ..........cooiiiiiiiieeeeeeeee e 70
5.3 Propuesta de disefio de la camara de contacto..........c.ccooooeiiiiiiiiiiiiiicice, 74
5.2.1 Objetivo del ProCeS0 ........ccoiiiiiiiiii 74
5.2.2 Cantidad de 0ZONO0 reqQUENAa ..........ccceeiiiiiiiie e 74
5.2.3 Diseno de la camara de contacto............uueeiiiiiiiiiiiiici e 75
6. CONCLUSIONES ..ottt e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeeeees 79
7. BIBLIOGRAFIA. ... ..o ettt 81



Q) ‘ Introduccion o hceeri

UNAM

1. INTRODUCCION

El agua salubre y facilmente accesible es importante para la salud publica, ya sea
que se utilice para beber, para uso doméstico, para producir alimentos o para fines
recreativos (OMS, 2008).

La cantidad de agua dulce existente en la Tierra es limitada y su calidad esta
sometida a altas exigencias, dicha calidad puede verse comprometida por la
presencia de agentes infecciosos, productos quimicos toxicos o radiaciones. Las
enfermedades relacionadas con el consumo de agua incluyen aquellas causadas
por microorganismos y sustancias quimicas presentes en el agua potable (OMS,
2008).

La garantia de inocuidad microbiana en el abastecimiento de agua de consumo se
basa en la aplicacidén, desde la cuenca de captacidon, de multiples barreras para
evitar la contaminacion o para reducirla a niveles que no sean perjudiciales para la

salud de los consumidores.

Sin embargo lo mas frecuente es que sea necesario someter el agua a tratamiento
para retirar o destruir los microorganismos patdégenos, en muchos casos es
preciso aplicar multiples etapas de tratamiento, incluidas por ejemplo, la

coagulacion, floculacion, sedimentacion, filtracion y desinfeccion.

El agua contaminada puede transmitir enfermedades como la diarrea, el cdlera, la

disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis, entre otras. Se calcula que la

3



)7 | Introduccion o hceeri

A4 UNAM

contaminacion del agua potable provoca mas de 500 000 muertes por diarrea al
ano. Esto debido a que en todo el mundo 1.8 millones de personas se abastecen
de una fuente de agua potable que se encuentra contaminada por heces (OMS,
2014).

El cancer por ejemplo, se encuentra clasificado como enfermedad no transmisible
sin embargo se asocian infecciones como factores de riesgo para su desarrollo,
algunos ejemplos son: la Hepatitis B y la Hepatitis C asociadas ambas al cancer
de higado; la infeccidn por virus del papiloma humano asociada al cancer de utero,
y lo que concierne a éste trabajo, la infeccion por Helicobacter pylori asociada al
cancer de estomago. Alrededor del mundo mas de dos terceras partes de las
defunciones por cancer se producen en paises de ingresos bajos y medianos, y la
mayoria de ellas se deben a canceres de pulmon, de mama, de célon y recto, de

estdmago o de higado (Estadisticas Sanitarias Mundiales OMS, 2012).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, IARC por sus siglas en
inglés (subdivision de la OMS) declaré a la bacteria H. pylori como un cancerigeno
humano de grado 1. En los tumores de grado 1 las células tumorales y la
organizacion del tejido tumoral muestran una apariencia muy cercana a la normal,

ademas de una evolucion muy lenta.

H. pylori es una bacteria Gram negativa, que usualmente se encuentra en forma
espiral, sin embargo cuando es sometida a un ambiente hostil puede cambiar a
una forma celular distinta llamada cocoide (Mobley, 2001). En dicha forma la
bacteria H. pylori no es cultivable por medio de técnicas ordinarias, es decir que

entra en un estado viable no cultivable (Moreno et al., 2003).

La epidemiologia de la bacteria H. pylori muestra un comportamiento distinto en
los paises desarrollados que en los paises que se encuentran en vias de
desarrollo (Mobley et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar los parametros de disefio para la obtencion de las constantes cinéticas
por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real, para el
posterior diseno de un reactor de desinfeccién con ozono de agua contaminada
con Helicobacter pylori en sus dos estados metabolicos (viable y viable no

cultivable).

2.2 Objetivos Particulares

Establecer los parametros de disefio para la obtencion de las constantes cinéticas

de la desinfeccion con ozono de H. pylori en estado viable y viable no cultivable.

Evaluar los efectos de la desinfeccion con ozono sobre la bacteria H. pylori en
estado viable y viable no cultivable, por medio de la técnica molecular Reaccidn en

Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (g—PCR por sus siglas en inglés).

Obtencion de la constante cinética en la desinfeccion con ozono de la bacteria H.
pylori.

Propuesta de disefio de una camara de contacto para la desinfeccion de agua

contaminada con H. pylori.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Calidad del agua

Se estima que en el 2012 perdieron la vida 12.6 millones de personas por vivir o
trabajar en ambientes poco saludables, lo que representa casi una cuarta parte del
total de las muertes en el mundo (OMS, 2016). Las enfermedades transmitidas a
través del agua representan un tema de interés global que cada afio provoca
aproximadamente 502 000 muertes por diarrea e innumerables casos de
enfermedades a nivel mundial (Centro de Prensa OMS, 2015). A pesar de la
magnitud del problema es dificil monitorear los brotes epidémicos, y la informacién
disponible tiende a ser una subestimaciéon debido a la falta de sistemas de
desinfeccion y vigilancia eficientes. Mientras tanto, la situacion es alarmante ya
que la calidad del agua va empeorando y ésta sigue siendo una de las principales
causas de enfermedades y muertes, pues se estima que la mitad de la poblacion
de los paises en vias de desarrollo como México, se encuentra expuesta a fuentes
de agua contaminada (UNESCO, 2003).

Las causas son diversas, desde el incremento en la demanda, el aumento de la
resistencia en los agentes patdégenos a los procesos de desinfeccidn, el aumento
de la densidad poblacional y el crecimiento de la actividad econdémica que resulta
en la descarga de residuos agricolas, industriales y humanos en el agua, asi como
la creciente incidencia de desastres naturales relacionados con el agua como

inundaciones, tormentas tropicales y tsunamis, los cuales tienen una enorme
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repercusion en la vida y en los sistemas de abastecimiento de agua. Aunado a
esto, se encuentra la creciente incidencia de nuevos patdégenos emergentes
asociados al agua, los cuales no solo tienen la capacidad de crear nuevos brotes
epidémicos, sino que han adquirido resistencia al ambiente o a diversos
antibidticos, por lo que el agua limpia y segura es un recurso cada vez mas

€SCaso.

En muchos paises los sistemas de abastecimiento de agua potable presentan un
sinnumero de problemas de continuidad, cantidad o calidad de agua, asi como
limitaciones de cobertura o confiabilidad de las unidades de desinfeccion.
Especificamente, el agua de suministro para consumo humano puede provenir de
una fuente subterranea (acuiferos) o superficial (rios o lagos). Algunos acuiferos
son mas vulnerables a la contaminacién que otros y se pueden ver afectados por
un gran numero de contaminantes que se han descargado en la superficie
terrestre o la han atravesado. Los incidentes de contaminacion estan normalmente
relacionados con vertidos provenientes de industrias; sin embargo, los problemas
mas persistentes tanto para las fuentes subterraneas como superficiales en lo que
a contaminacion se refiere, provienen de fuentes difusas generadas por la
intensificacion de los cultivos agricolas o por las aguas residuales provenientes de
los desarrollos urbanos e industriales (UNESCO, 2003). Por ello, es indispensable
elaborar estrategias para el mejoramiento de la calidad del agua y la proteccion de

la salud.

En la presente tesis se estudid la aplicacion del ozono como tecnologia para la
desinfeccion de agua contaminada sintéticamente con una concentracion de
105células'-mL-' de H. pylori en sus dos estados metabdlicos (viable y viable no

cultivable).

Se pretende que los resultados obtenidos sirvan de base para proponer ésta
tecnologia de desinfeccion como estrategia para proveer de agua limpia y segura

a la poblacién.
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3.1.1 Evaluacion de la calidad del agua

Los parametros recomendados para el monitoreo minimo de los sistemas de
abastecimiento de agua comunitarios, son aquellos que permiten evaluar mejor la
calidad higiénica del agua y por tanto su riesgo de transmisiéon de enfermedades.
Los parametros fundamentales en la evaluacion de la calidad del agua son los

siguientes:

e E. coli o la deteccién de coliformes termotolerantes (fecales).

e Cloro residual (en caso de practicar la cloracién): El sabor del agua no
permite juzgar de manera confiable la concentracion de cloro que presenta,
por lo tanto debe determinarse in situ mediante comparadores de color.

e pH: Mientras mas alcalina sea el agua mayor sera el tiempo de contacto
necesario o mayor sera la concentracion de cloro libre residual al final del
tiempo de contacto, necesario para lograr una desinfeccion adecuada (0.4 —
0.5mg/L a pH 6 — 8, que aumenta a 0.6mg/L a pH 8 — 9, con un pH superior
a 9 la cloracién puede ser ineficaz).

e Turbidez: Este parametro afecta adversamente la eficiencia de la
desinfeccion. Se mide para determinar qué tipo y nivel de tratamiento se

requiere.

El abastecimiento de agua para uso o consumo humano con calidad adecuada es
fundamental para prevenir y evitar la transmisibn de enfermedades
gastrointestinales entre otras, para lo cual se requiere establecer limites

permisibles en cuanto a sus caracteristicas.

En México los limites permisibles para evaluar la calidad del agua para consumo
humano son establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-2000
que se refiere a: “Salud ambiental, agua para uso y consumo humano — Limites
permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su

potabilizacion”.

Dicha norma plantea los limites permisibles relacionados con las caracteristicas
bacterioldgicas, las caracteristicas fisicas y organolépticas, las caracteristicas

8
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quimicas asi como las caracteristicas radiactivas. Sin embargo dentro del
apartado “Limites permisibles de caracteristicas bacteriolégicas” unicamente se
encuentran contemplados los coliformes totales y los coliformes fecales, dejando a

la bacteria H. pylori fuera de regulacion.

3.1.2 Contaminantes patégenos

Existen diversos tipos de agentes patégenos que pueden transmitirse por medio
del consumo de agua contaminada. La gama de agentes patdbgenos cambia en
funcién de factores variables como el aumento de las poblaciones de personas y
animales, el incremento en la produccion de aguas residuales, los cambios de los
habitos de la poblacion, ademas de las migraciones o viajes de la poblacion.
También existe una considerable variabilidad en la inmunidad de las personas, ya
sea adquirida por contacto con un agente patégeno o determinada por factores

como la edad, el sexo, el estado de salud y las condiciones de vida (OMS, 2008).

En la Tabla 1 se muestra una lista de algunos agentes patdégenos transmitidos a
través del agua y su importancia en los sistemas de abastecimiento segun las
Guias para la calidad del agua de la OMS, 2008.
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Agente Patégeno Importancia Presenciaen Resistencia Infectividad Fuente
para la los sistemas de  al cloro relativa animal
salud abastecimiento importante

de agua

Bacterias

Helicobacter pylori Alta Moderada Alta Alta Si

Campylobacter

Jejuni Alta Moderada Baja Moderada Si

Escherichia coli

patégena Alta Moderada Baja Baja Si

Escherichia coli

enterohemorragica Alta Moderada Baja Alta Si

Legionella spp Alta Prolifera Baja Moderada No

Pseudomonas

aeruginosa Moderada Puede proliferar Moderada Baja No

Salmonella typhi Alta Moderada Baja Baja No

Vibrio cholerae Alta Corta Baja Baja No

Yersinia

enterocolitica Alta Larga Baja Baja Si

Virus

Adenovirus Alta Larga Moderada Alta No

Enterovirus Alta Larga Moderada Alta No

Hepatitis A Alta Larga Moderada Alta No

Hepatitis B Alta Larga Moderada Alta Potencial

Norovirus y

sapovirus Alta Larga Moderada Alta Potencial

Rotavirus Alta Larga Moderada Alta No

Protozoos

Acanthamoeba

spp. Alta Larga Alta Alta No

Cryptosporidium

parvum Alta Larga Alta Alta Si

Cyclospora

cayetanensis Alta Larga Alta Alta No

Entamoeba

histolytica Alta Moderada Alta Alta No

Giardia intestinalis Alta Moderada Alta Alta Si

Naegleria fowleri Alta Puede proliferar Alta Alta No

Toxoplasma gondii Alta Larga Alta Alta Si

Helmintos

Dracunculus

medinensis Alta Moderada Moderada Alta No

Sschistosoma spp. Alta Corta Moderada Alta Si

Ascaris

lumbricoides Alta Corta Alta Alta No

10



ST INSTITUTO

kﬁ ' | Marco Teorico asl\ilx;nEnl\glERiA

La transmision de los agentes patdogenos hacia los humanos, a través del agua de
consumo es uno de los vehiculos; sin embargo ademas de éste existen otros,
como los alimentos contaminados, las manos, los utensilios y la ropa. Como se
muestra en la Figura 1 las vias de infeccion relacionadas al agua son tres
diferentes: ingestion (bebidas), inhalacién y aspiracién (aerosoles), asi como por
contacto (bafio); que se asocian a su vez a padecimientos gastrointestinales,

respiratorios y dérmicos, respectivamente (OMS, 2008).

o L pneurmophila

o N fowleri

¢ Mico hacterias

e Infecciones viricas

Padecimientos
Respiratarios

* Inhalacion

Ingestion Contacto
® @
Padecimientos Padecimientos
Gastrointestinales Deérmicos

@acteria s \ ¢ Acanthamoeba spp.

» Helicobacter pylori e P aeruginosa
o Carmpyviobacter spp. s Aeromonas spp.
o £ coli * Mico bacterias

o V. cholerae
e Salmonelia spp.

Virus:

¢ Enterovirus

e HepatitisAy E
« Rotavirus

¢ Adenovirus

Protozoos v helmintos:
o C. parvum
¢ G. intestinalis

xD medinensis /

Figura 1 Vias de infeccion y padecimientos relacionados a diversos patdgenos.
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No obstante en la actualidad se observa frecuentemente la emergencia de nuevos
patdogenos confirmados como tal y nuevas cepas de patdogenos ya establecidos,
conocidos como patégenos emergentes, los cuales poseen infectividad alta y
resistencia en ambientes adversos. Una enfermedad emergente es aquella que
aparece en una poblacidon por primera vez o que, habiendo existido previamente,
presenta un rapido incremento de su incidencia o de su distribucion geografica
(OMS, 2016). Los cambios en los agentes causales explican la emergencia o
reemergencia y se pueden deber a mecanismos de seleccibn o mutacion, o
adaptacién a nuevos huéspedes (Orta Ledesma, 2013) o incluso por la resistencia

a desinfectantes comunes como el cloro (Gido, 2010).

En este contexto, es preciso mencionar que algunos de éstos patdégenos
emergentes incluyen bacterias, virus y protozoarios. Al respecto, se ha
demostrado que diversas bacterias pueden sobrevivir en ambientes acuaticos
hasta por 30 meses cuando se encuentran en biopeliculas (Linke et. al., 2010) o
resistir a concentraciones de cloro residual comunmente encontradas en los
sistemas de distribucion domésticos, tal es el caso de Helicobacter pylori (Baker
et. al., 2002).

Esto representa un problema de salud publica, impactando directamente la calidad
del agua de consumo, sobre todo en ciudades con sistemas de distribucion de
agua complejos o en comunidades rurales con pozos como fuente de
abastecimiento de agua potable; pues se estima que en todo el mundo, al menos
1800 millones de personas se abastecen de una fuente de agua contaminada por
heces. En los paises de ingresos bajos y medios, el 38% de los centros sanitarios
carecen de fuentes de agua, el 19% de saneamiento mejorado y el 35% de agua y
jabén para lavarse las manos. El agua contaminada puede transmitir
enfermedades como la diarrea, el colera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la
poliomielitis, por lo que se calcula que la contaminacion del agua potable provoca
mas de 502 000 muertes por diarrea al afio (OMS, 2016).
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3.2 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa, que usualmente se
encuentra en forma espiral. Dicha bacteria presenta estructuras y caracteristicas
morfolégicas como seis flagelos que facilitan su movilidad, produccion de ureasa,
secrecion de fosfolipasa, produccidén de citotoxinas, asi como la habilidad para
adherirse a células objetivo; las cuales favorecen su penetracion en la mucosa
ocasionando colonizaciones en el antro gastrico asi como en el duodeno humano
(Lopes et al., 2014).

La Figura 2 muestra una microscopia electronica de la bacteria H. pylori, donde las

barras en negativo indican una longitud de 0.05 um (Mobley et al., 2001).

Figura 2 Microscopia electronica de Helicobacter pylori

En el 2005 el premio Nobel en la rama de Fisiologia o Medicina fue otorgado a
Barry J. Marshall y J. Robin Warren, por el descubrimiento de la bacteria H. pylori
y su papel en el desarrollo de la inflamacion estomacal, mejor conocida como
gastritis; asi como la ulceracién del duodeno, también llamada ulcera péptica. En
1982 el estrés y el estilo de vida eran consideradas las mayores causas del
desarrollo de ulceras pépticas, hoy en dia existen pruebas fehacientes de que la
bacteria H. pylori es la causa de mas del 90% de las ulceras duodenales y mas del
80% de las ulceras gastricas. La relacion entre la infeccion por H. pylori y la
subsecuente gastritis 0 Ulcera péptica se ha establecido por medio de estudios en
personas voluntarias y tratamientos con antibidticos, ademas de estudios

epidemioldgicos (Premio Nobel, 2005).
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En lo correspondiente a las dosis infectivas de H. pylori, Solnick et al. 2001 reporta

que la dosis necesaria para infectar a un mono Rhesus es de 1.0x10°UFC,

mientras que Graham et al. 2004 reporta que la dosis necesaria para infectar a un

ser humano es de 1.5x10°UFC. El proceso de infeccion por H. pylori se describe

en las siguientes figuras. En la Figura 3 se observa como la bacteria se implanta

en la parte baja del estdmago, denominada antro, iniciando asi con la infeccién.

Infeccion
Helicobacter pylori

infecta la parte
baja del
estémago, el antro

Duodeno

Piloro

Helicobacter pylori
Antro

© The Nobel Commiittee for Physiology or Medicine

Figura 3 Infeccién estomacal por H. pylori

Mientras que en la Figura 4 se observa cdmo una vez que la bacteria se ha

establecido en el antro, cruza la mucosa protectora del estbmago causando la

inflamacion comunmente conocida como “gastritis”. La severidad de la inflamacion

y su localizacién en el estbmago es crucial para detectar el tipo de enfermedad

resultante por infeccién de H. pylori, aunque las ulceras son mas comunes en el

duodeno que en el estbmago mismo.
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Figura 4 Inflamacion estomacal por H. pylori
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En la Figura 5 se observa como la inflamacién causada por la bacteria es capaz
de conducir a dafios mucho mas severos dentro del estomago o incluso del

duodeno, ocasionando ulceraciones y sangrados (Premio nobel, 2005).

Ulceracion

La inflamacién gastrica podria conducira
una ulceracion gastrica o duodenal.
Complicaciones severas podrian provocar
ademassangradoy perforacion

Incremento en
|

la secrecin de || © £y
A3 D

acxo

. | o Ulcera Gastric
Ulcera Duodenal 2

Inflamacion

Ulcera con Sangrado

© The Nobel Committee for Physiology or Medicine

Figura 5 Ulceracion estomacal por H. pylori

La inflamacion crénica derivada de la infeccidén por la bacteria es la fuente de un
carcinoma gastrico, por lo cual la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer, IARC por sus siglas en inglés (subdivision de la OMS), declar6 a la

bacteria H. pylori como un cancerigeno humano de grado 1.

Dadas las complicaciones que existen para llevar a cabo el aislamiento de la
bacteria, se sugiere que el contacto directo persona — persona es el medio mas
probable de transmision y aunque el mecanismo exacto de trasmision de la
bacteria no queda aun muy claro, se han propuesto las siguientes rutas: gastro —

oral, oral — oral y fecal — oral (Mobley et al., 2001).

En la ruta gastro — oral se sugiere que la presencia de H. pylori en el jugo gastrico
de los pacientes infectados, tiene la posibilidad de llegar a la cavidad oral por
medio del reflujo o vomito, encontrando asi un vehiculo de transmision. Aunado a
esto se descubrié que en las cercanias de la zona donde un paciente infectado
vomité (0.3m aproximadamente) también existié crecimiento de la bacteria H.
pylori incrementando la posibilidad de contagio hacia otros individuos que aun no

poseen la infeccién (Mobley et al., 2001).
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Por otra parte en la ruta oral — oral se ha logrado aislar la bacteria H. pylori en
placa dental y saliva; sin embargo los pacientes que mostraron estos resultados
son muy pocos teniendo en cuenta que ya poseen la infeccion en el estbmago; es
decir, no hay una relacion directa entre el hecho de que posean la infeccion
estomacal con el hecho de que también exista la bacteria dentro de la cavidad oral
(Mobley et al., 2001).

Mientras tanto en la informacion relativa a la ruta fecal — oral se han encontrado
discrepancias, pues aunque existen evidencias del paso de H. pylori a través del
intestino, no se tiene comprobada la capacidad de adaptacion de la bacteria para
lograrlo. Los primeros cultivos exitosos de la bacteria proveniente de heces fecales
se registraron en 1994, sin embargo debido a diversas condiciones en los
pacientes, como la desnutricion que presentaban, los resultados no fueron
aceptables. Por lo que se llegd a la conclusion de que los pacientes que
presentaban la infeccidbn no necesariamente presentaban H. pylori viable en sus
heces (Mobley et al., 2001).

Por otra parte, la posibilidad de que H. pylori pueda ser considerada como una
zoonosis (cualquier enfermedad o infeccidn capaz de transmitirse naturalmente
desde los animales vertebrados hacia los humanos y viceversa), surgi6é a raiz de
la publicacion de estudios epidemioldgicos, que mostraron la prevalencia de la
infeccion en trabajadores que se encontraban en contacto directo con carne, en
comparacion con aquellos que no se encuentran implicados en el manejo de
animales o productos derivados de ellos. Desde entonces se han realizado
diversos estudios en los cuales se ha concluido que existen diversos animales
infectados con la bacteria H. pylori, actuando como reservorios de la infeccion,
entre los cuales se encuentran las ovejas, los perros ovejeros (que se encuentran
en contacto con ovejas infectadas), los cerdos, los monos Rhesus y los gatos
(OMS, 2015; Mobley et al., 2001).

Otro factor de importancia es la epidemiologia de la bacteria H. pylori, pues

muestra un comportamiento distinto en los paises desarrollados en comparacion

con los paises que se encuentran en vias de desarrollo (Mobley et al., 2001). El
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hacinamiento, el bajo nivel educativo y el bajo nivel socioecondmico son factores
de riesgo para la infeccion, sin embargo el factor mas importante es la edad pues
la infeccion es contraida durante la infancia y prevalece durante la adultez (Torres
et al., 1998). En los paises que se encuentran en vias de desarrollo alrededor del
50% de la poblacion infantil la presenta mientras que en los paises desarrollados
la tasa llega a tan solo el 10%. En México se estima que el 20% de la poblacién
infantil de 1 afio de edad, el 50% de la poblacion infantil de 10 afios de edad y mas
del 80% de la poblacién adulta de 25 afnos de edad, han contraido la infeccidn
(Torres et al., 1998).

Aunque existen pocos estudios al respecto, se ha observado que la bacteria H.
pylori es capaz de sobrevivir en agua destilada, agua salina y agua de mar artificial
por un periodo de 1 a 16 dias; en medios con pH de entre 58 y 6.9; en
condiciones microaerofilicas, asi como en temperaturas de 37°C. En medios
acuosos la bacteria con morfologia espiral, inclusive mutilada, puede sobrevivir por

un ano o mas (West et al., 1990).

Se ha encontrado H. pylori en el 65% de las aguas subterraneas de Estados
Unidos, también ha sido encontrada en pozos de agua, agua municipal y agua
tratada de Suecia, ademas de haber sido localizada en dos comunidades de
Canada (Hulten et. al. 1998; McKeown et. al. 1999; Hegarty et. al. 1999). En
México se han realizado estudios en los diversos cuerpos de agua que se
encargan de abastecer a la Ciudad de México de dicho servicio y los resultados
muestran que la bacteria H. pylori es capaz de sobrevivir tanto en aguas

residuales como en aguas superficiales (Mazari et al., 2001).

Por lo tanto en nuestro pais la situacion es mas delicada pues para atender la
demanda de agua potable de los habitantes de la Ciudad de México, una tercera
parte del caudal proviene de fuentes superficiales. El caudal suministrado es de
32m?3/s, de dicho caudal el 67% se obtiene de fuentes subterraneas (55% del
acuifero del Valle de México y 12% del Valle del Lerma); mientras que el caudal
restante se obtiene de fuentes superficiales (3% de manantiales al surponiente de
la ciudad y 30% del sistema Cutzamala) (Transparencia Distrito Federal, 2016).
17
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La Gerencia Regional de Aguas del Valle de México y el sistema Cutzamala,
suministran agua potable a la Zona Metropolitana de la Ciudad de México
mediante la operacion de dos sistemas: el Cutzamala y los pozos denominados
Plan de Accién Inmediata o PAlI (CONAGUA, 2005).

Las fuentes del caudal que se encuentran dentro del Distrito Federal son varios
pozos de las redes Norte, Centro, Sur y Poniente, ademas del Rio Magdalena y de
los Manantiales ubicados en las delegaciones Alvaro Obregén, Cuajimalpa,
Magdalena Contreras y Tlalpan. Por otra parte, dentro de las fuentes del caudal
que se encuentran fuera del Distrito Federal destacan el Sistema Cutzamala y el

Sistema Lerma (Transparencia Distrito Federal, 2016).

Segun los estudios llevados a cabo por Mazari et al., 2001 la bacteria ha sido
localizada en algunos de los canales que conducen agua superficial hacia una
planta de tratamiento denominada “Los Berros”, la cual forma parte del Sistema
Cutzamala; también ha sido localizada en varios canales de Xochimilco, los cuales
forman parte de los pozos de la red Sur; ademas también fue localizada en

canales de aguas residuales como el Rio de los Remedios y el Gran Canal.

Aunque dichos estudios no permitieron conocer la cantidad de H. pylori presente
en los canales y pozos, la sola presencia de la bacteria en estos cuerpos de agua
es una situacion de gran importancia, pues el agua de los canales contaminados
es empleada para irrigacidon en campos de cultivo, que se encargan de abastecer
a la Ciudad de México de vegetales. O en canales como los de Xochimilco que es
una zona altamente turistica el riesgo es mayor pues las personas se encuentran

en contacto directo con el agua contaminada (Mazari et al., 2001).

Otro aspecto importante relacionado con la bacteria H. pylori son los estudios que
demuestran que puede ser clasificada en dos categorias: una es la forma
cultivable (presenta crecimiento y un estado mucho mas infeccioso) y la otra es la
viable no cultivable o cocoide (presenta un cambio en la morfologia y un nulo

crecimiento en placa) (Azevedo et al., 2007).

18



o INSTITUTO

kﬁ > | Marco Teobrico BE I\il;\G'\EnNIERiA

3.3 Estado Viable No Cultivable

Todos los organismos vivos se encuentran equipados con mecanismos que les
permiten sobrevivir bajo condiciones adversas. Dichos mecanismos van desde
cambios en su metabolismo hasta cambios en su morfologia. De manera similar el
patégeno H. pylori conocido por presentar una morfologia espiral dentro de su
habitat natural (un huésped humano), es capaz de cambiar dicha morfologia a una
denominada “cocoide” cuando es expuesto a condiciones ambientales
desfavorables (Azevedo et al., 2007). En la Figura 6a se puede observar a H.
pylori en su morfologia bacilar tradicional, mientras que en la Figura 6b se puede
observar a H. pylori en su morfologia cocoide propia del estado VNC (Dus et. al.
2013).

Figura 6 a) H. pylori en estado viable b) H. pylori en estado VNC

En 1982 en el laboratorio de Rita Colwell se describié por primera vez que las
bacterias Escherichia coli y Vibrio cholerae eran capaces de entrar en un estado
no recuperable, sin embargo viable. Es asi como se comienzan a dividir los
conceptos “cultivable” y “viable”, pues normalmente la viabilidad de las células se
evalua a través de su capacidad de cultivo. Desde entonces diversos autores han
intentado obtener una definicion de las células viables no cultivables (VNC) (Pinto
et al., 2013).

En general existen dos vias para determinar la viabilidad de una bacteria: con

métodos dependientes de cultivos y con métodos no dependientes de cultivos. Los
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meétodos dependientes de cultivos recurren al crecimiento de las bacterias dentro
de una placa y su conteo o a técnicas de numero mas probable (NMP); mientras
que los métodos no dependientes de cultivos incluyen mediciones en la actividad y
en otros métodos que confian en la integridad de la membrana como una medida
de su viabilidad (Wahman et al., 2009).

A diferencia de las células normales que son cultivadas en un medio adecuado y
desarrollan colonias; las células VNC son células vivas que han perdido la
capacidad de crecer en el medio de cultivo rutinario en que normalmente lo harian.
Las células VNC son capaces de consumir nutrientes y producir nueva biomasa;
mantener activo su metabolismo y respiracion; conservan bajo su membrana
intacta material genético sin dano alguno, asi como su produccion de RNA,;
cuentan con una resistencia fisica y quimica superior a las células cultivables;
ademas sus propiedades adhesivas y de virulencia pueden cambiar; sin embargo

poseen un metabolismo bajo (Oliver, 2000; Li et al., 2014).

Muchas especies de bacterias son capaces de entrar en un estado VNC cuando
son expuestas a condiciones de estrés, es asi como se comienza a aceptar que el

estado VNC es una estrategia de sobrevivencia de las células (Li et al., 2014).

Se han descrito innumerables condiciones ambientales y quimicas adversas que
inducen a un estado VNC; entre ellas se encuentran altas temperaturas, luz solar,
bajo oxigeno disponible, dioxido de azufre, bajo potencial de reduccion, altas
concentraciones salinas, desecacion, exposicion a metales pesados asi como un
pH no 6ptimo (Oliver, 2010; Pinto et al., 2013).

Después de que las células VNC y las condiciones que impulsan su desarrollo
fueran descritas, se han identificado un extenso numero de especies de bacterias
capaces de entrar en dicho estado y un amplio espectro de medios en los que
pueden ser localizadas. Por ejemplo se han encontrado en agua de mar, agua de
estuarios, agua de grifo, sedimentos en el fondo del mar o incluso en suelos; en el
ambito alimenticio se han encontrado en agua potable, vino, cerveza, jugo de uva,

jugo de manzana, lechugas y perejil (Pinto et al., 2013).
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Sin embargo la capacidad de las bacterias para entrar en el estado VNC ha sido
puesta en duda por una parte de la comunidad cientifica, pues se cree que la
bacteria ha sido degradada y de ninguna manera puede ser viable; esto debido a
que una vez que H. pylori ha sido inducida a su forma cocoide no cultivable, es
incapaz de reestablecerse cuando se coloca bajo condiciones Optimas de
crecimiento; ademas los ensayos de reversion en otros microorganismos
(transformacién desde la morfologia cocoide a la espiral) no han tenido éxito hasta
ahora; aunado a esto, la poca actividad metabdlica que presenta la bacteria en su
forma cocoide y las condiciones a las que fue sometida para entrar en el estado
VNC, dan a la bacteria muy pocas posibilidades de sobrevivir (Azevedo et al.,
2007).

Es aqui donde radica la prioridad en los controles de calidad aplicados a los
sistemas de distribucion de agua que permitan reducir la transmision de
enfermedades (OMS, 2008).

Por lo tanto se vuelve prioritario mejorar la calidad del agua, mediante la aplicacion
de tecnologias de desinfeccion eficaces, pues las epidemias de enfermedades

transmitidas por el agua pueden afectar a numerosas personas.

Las estrategias a desarrollar para preservar la calidad del agua, deben estar
basadas en objetivos de salud y la satisfaccién de los consumidores, para ello es
necesario dirigir metodologias en las que se evaluen y controlen los riesgos en la
fuente de agua, el control de los tratamientos en multiples etapas, la desinfeccion
terminal como barrera de seguridad, la distribucion y una buena gestiéon en el

abastecimiento.

3.4 Métodos de deteccion de patégenos en el agua

Los seres humanos requerimos un continuo abastecimiento de agua potable, por

lo tanto la calidad microbioldgica del agua debe ser monitoreada constantemente,
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siendo necesarias pruebas de deteccidn e identificacion de patdgenos capaces de

transmitirse por dicho medio.

Para determinar la calidad microbiolégica del agua, los analisis se enfocan en la
busqueda y deteccion de ciertos agentes patdégenos que funjan como indicadores
de contaminacion fecal, estos indicadores son conocidos como “Coliformes
fecales” entre los cuales se encuentra Escherichia coli, Enterococos y Clostridium
perfringens (Gilbride, 2014).

Sin embargo los analisis microbioldgicos tradicionales no son practicos para
llevarse a cabo de manera rutinaria, ademas de que no son capaces de detectar
una larga lista de posibles agentes patdogenos contenidos en una muestra de
agua, pues los patdogenos que se transmiten por el agua pertenecen a distintos
grupos de organismos los cuales pueden ser bacterias, protozoos, virus y

helmintos; por lo tanto no puede existir un método universal para su identificacion.

Asi es como durante los ultimos 20 afos surge el desarrollo de los denominados
“Métodos moleculares”; estos métodos son herramientas rapidas, sensitivas y
cuantitativas, capaces de lograr la deteccién de agentes infecciosos en muestras

clinicas o en la evaluacion de la calidad microbiolégica de los alimentos y el agua.

En muchos casos, estos métodos no requieren del aislamiento o del cultivo de los
microorganismos para determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de
organismos objetivo contenidos en las muestras, pues se basan en la composicion
de acidos grasos, péptidos o incluso material gendmico contenido en el organismo
(Gilbride, 2014).

Y ya que las bacterias en estado VNC no pueden ser cultivadas con las técnicas
convencionales y a los diversos debates en la comunidad cientifica, se recurrieron
a estos nuevos métodos moleculares que probaran que aun en dicho estado las

bacterias continuan vivas.
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3.4.1 Acidos Nucleicos

Los &cidos nucleicos, como el Acido Desoxirribonucleico (ADN), son polimeros
compuestos de nucledtidos, cuya estructura es extremadamente estable y tiene
una gran capacidad de reproducibilidad, lo cual los convierte en una excelente

opcion para detectar e identificar organismos.

3.4.1.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa
La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de Biologia

Molecular, que permite sintetizar o amplificar moldes especificos de ADN una y
otra vez, para producir desde cientos hasta millones de copias de esa misma

secuencia (Life technologies, 2012).

Una vez obtenida la amplificacion mediante la PCR, se procede a un analisis post
— PCR el cual consiste en la deteccion y cuantificacion de la secuencia tratada.
Uno de los medios que se pueden emplear para el analisis post — PCR puede ser

la electroforesis en gel y su correspondiente analisis de imagenes.

Esta técnica también es conocida como PCR de punto final y se usa ampliamente

para la secuenciacion y la clonacioén (Life technologies, 2012).

Para llevar a cabo la PCR se requieren de reactivos especiales: polimerasa
termoestable de ADN, nucledtido trifosfato y primers (dos oligonucledtidos con
secuencias diferentes pero complementarias al molde original de ADN que se
desea amplificar) (Wilding and Kricka 1996).

La metodologia de la PCR se encuentra perfectamente establecida. Dicha
metodologia se conforma por ciclos, que a su vez se dividen en tres etapas,
diferenciadas por la temperatura a la que se llevan a cabo cada una de ellas. Las
etapas dentro de un ciclo son las siguientes: (Wilding and Kricka 1996; Gilbride
2013)

o Desnaturalizaciéon: Esta etapa consiste en la deshibridacion o separacion de

la doble cadena de ADN original. Se lleva a cabo a una temperatura de

94°C aproximadamente.
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e Alineacién: Esta etapa consiste en la hibridacion de los cebadores o

“Primers” complementarios a los flancos de la cadena de ADN original. Se

lleva a cabo en temperaturas de entre 40 y 60°C.

e Extension: Esta etapa consiste en la polimerizacion de la polimerasa

termoestable o Taq, que se encarga de extender los Primers desde los

flancos hacia el resto de la cadena de ADN original. Se lleva a cabo en

temperaturas de entre 70 y 75°C.

Un ciclo de reaccion repetida entre desnaturalizacion, alineacion y extension,

proporciona una amplificacién exponencial de la plantilla inicial de ADN (Wilding

and Kricka 1996). En la Figura 7 se muestra de manera esquematica cada una de

las etapas contenidas en cada ciclo y el crecimiento exponencial que presenta la

cadena de ADN original.
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3.4.1.2 Reaccioén en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
En teoria la PCR de punto final amplifica el ADN exponencialmente, duplicando en

cada ciclo las cadenas de interés ya existentes; por lo que se llegé a la conclusion
de que se podria calcular la cantidad inicial de ADN en comparacion con un
estandar conocido. Asi, con la necesidad de una cuantificacion concreta se
desarrolld la técnica denominada “Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Cuantitativa en Tiempo Real” (g — PCR por sus siglas en inglés).

En la g — PCR, la cantidad existente de ADN en la muestra es medido cada ciclo
por medio de colorantes fluorescentes, que brindan una sefal proporcional al
numero de moléculas producto o “Amplicones” generados en dicho ciclo. Los
colorantes fluorescentes empleados en ésta técnica pueden ser ADN de doble
cadena con colorantes unién (dsDNA), moléculas de colorante unidas a los
Primers o incluso sondas que hibriden con los productos de la PCR (Life

technologies, 2012).

Una vez que se tifien los amplicones, el cambio en la fluorescencia a través de la
reaccion, es medido por un instrumento que combina los ciclos térmicos con un
escaner de fluorescencia. Por medio de una grafica Fluorescencia vs Ciclos dicho
instrumento nos muestra la acumulacion del producto a través del tiempo en que
se desarrolla la PCR. En la Figura 8 podemos observar un ejemplo de grafica
arrojada por el equipo encargado de detectar el crecimiento de la fluorescencia en
cada ciclo (Life technologies, 2012).
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Figura 8 Grafica de fluorescencia vs ciclos de g-PCR
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3.5 Desinfeccidon de agua

La desinfeccion es la eliminacion o inactivacion de bacterias, virus y parasitos; es
uno de los mayores objetivos de los proveedores de agua para consumo humano
(Langlais et al., 1991). Esta es una operacién de importancia incuestionable para
el suministro de agua potable y constituye una barrera eficaz para numerosos
patégenos (EPA, 2011).

Es importante que las plantas encargadas del tratamiento de agua se encuentren
equipadas con sistemas de desinfeccion adecuados, pues el principal objetivo del
tratamiento de aguas es la remocién o inactivacién de los agentes patdégenos que
se puedan encontrar en el agua a tratar. El proceso de remocion se lleva a cabo
por medio de coagulantes quimicos, sedimentadores y membranas de filtracion.
Mientras que el proceso de inactivacion se lleva a cabo por medio de la aplicacion
de desinfectantes; los cuales actuan de manera distinta tratandose de virus (evitan
la formacion de placas), bacterias (evitan que se reproduzcan y formen colonias) o

protozoos (evitan su multiplicacién) (EPA, 2011).

Se pueden emplear diferentes tecnologias de desinfeccion para lograr un buen
equilibrio entre las demandas de inactivacion de patdégenos y la generacién de
subproductos. Existen algunos factores clave que nos pueden ayudar a determinar
el sistema de desinfeccion idoneo para el proceso de tratamiento, dichos factores

son los siguientes:

e La efectividad del desinfectante en la destruccion de los agentes
patdgenos de interés.

e La calidad del agua a tratar.

e La formacidn de subproductos indeseables como resultado de la
desinfeccion.

e La capacidad de verificar faciimente el funcionamiento del sistema de
desinfeccion.

e La extension del sitio donde se encuentra ubicada la planta de tratamiento.
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e La facilidad, las implicaciones para la salud y la seguridad en el manejo del
desinfectante.
e Los procesos de tratamiento precedentes.

e El costo global.

Las tecnologias de desinfeccion mas empleadas son la cloracién, la
cloraminacion, la ozonizacién, la radiacion ultravioleta y la aplicacion de diéxido de

cloro.

3.5.1 Cloracion

El cloro es la tecnologia de desinfeccion mas usada en el tratamiento del agua
residual doméstica, gracias a su capacidad de oxidacién en el material celular de
los microorganismos. Las vias de suministro de cloro son diversas, entre ellas se
encuentran el gas coro y las soluciones de hipoclorito, ademas de otros
compuestos clorados en forma sélida o liquida. El grado de desinfeccion requerido
puede ser obtenido mediante la variacion de la dosis y el tiempo de contacto (EPA,
1999).

3.5.2 Dioxido de cloro

El didxido de cloro se genera mediante la reaccion que se lleva a cabo entre el
clorito de sodio y el acido clorhidrico, o entre el clorito de sodio y el cloro. Si se
agrega el didxido de cloro en estado puro, la reaccién de desinfeccion no produce
Trihalometanos (THM’s), sin embargo requiere un especial cuidado para asegurar
que la formacion de subproductos sea pequena. Ademas el didéxido de cloro es un
desinfectante con mayor potencia, aunque de mayor costo, en comparacién con el
cloro (EPA, 2011).

3.5.3 Cloraminacioén

Se le conoce como Cloraminacion al proceso de desinfeccion por medio de
Monocloramina. La monocloramina se forma cuando se hacen reaccionar
amoniaco y cloro, bajo condiciones controladas; dicho control es esencial para

evitar la formacion de subproductos y fuertes sabores en el efluente. La capacidad
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de desinfeccion que posee las monocloramina es pobre, comparada con la
cloracion, por lo que su uso se reserva para proveer una desinfeccion residual a lo
largo de la red de distribucion del agua (EPA, 2011).

3.5.4 Radiacién Ultravioleta (UV)

La radiacion UV penetra en el material genético de los microorganismos acabando
con su habilidad de reproduccion, esto gracias a la energia electromagnética
generada por una lampara de vapor de mercurio; la cual puede ser de baja o de
mediana presién. La eficacia de la desinfeccion depende de las caracteristicas del
agua residual, la intensidad de radiacion y la configuracion del reactor. La longitud
de onda o6ptima para lograr una inactivacion eficaz de los microorganismos se

encuentra en un rango de entre 250 y 270nm (EPA, 1999).

3.5.5 Ozonizacion

El ozono (Os) es un gas inestable que 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. El
ozono es un oxidante y agente germicida muy fuerte, pues posee varios
mecanismos de desinfeccién, como por ejemplo la destruccion directa de la pared
celular. La eficacia de la desinfeccion depende de la susceptibilidad de los
microorganismos a ser tratados, del tiempo de contacto y de la concentracion de
ozono. Este tipo de tecnologia de desinfeccion se emplea una vez que el agua
residual ha recibido por lo menos tratamiento secundario. Otro uso comun del
ozono en el proceso de tratamiento de aguas residuales es para el control de
malos olores (EPA, 1999).

En la Tabla 2 se muestra una comparacién entre las caracteristicas y las

limitaciones de dichas tecnologias (EPA, 2011).
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Tabla 2 Comparacion de las tecnologias de desinfeccion.

INSTITUTO
DE INGENIERIA
UNAM

Proceso Ventajas Limitaciones
. Genera subproductos de
Su capacidad de Jbprodi
: - e desinfeccion.
. desinfeccion esta bien
Cloracién - . El sabor y olor pueden afectar su
definida. Tecnologia de .
e, . aceptabilidad.
dosificacion establecida. . -
Inefectivo contra Cryptosporidium.
Comparado con el cloro  Como oxidante es mas débil que el
- puede ser mas efectivo en ozono o el cloro. La dosis esta
Diéxido de . : _ .
cloro un pH elevado, tiene considerablemente limitada debido
menores problemas de a los subproductos inorganicos
sabor, olor y subproductos. (clorato y clorito)
No hay problemas
significativos con .
Comparado con la cloracién, es
subproductos de ;
. g considerablemente menos
. . desinfeccion. .
Cloraminacién efectivo. Usualmente no es
Generalmente presenta
empleado como proceso de
menos problemas con el . e . )
desinfeccion primario.
sabor y olor en
comparacion con el cloro.
Generalmente es
altamente efectivo contra
protozoarios, bacterias, la
L mayoria de virus y Menor efectividad contra virus en
Radiacion .
. particularmente para
ultravioleta

Cryptosporidium. No hay
implicaciones significativas
en la generacion de
subproductos.

genera residual para

comparaciéon con el cloro. No

distribucion.

Es un fuerte oxidante y un
desinfectante altamente
efectivo comparado con el
o cloro.
Ozonizacién .
Destruye micro —
contaminantes organicos
(pesticidas, componentes
del sabor y olor).

El bromato subproducto y el
incremento de carbono organico
asimilable (AOC) pueden impactar
en la regeneracion en la
distribucion. El equipo es
complejo, de alto consumo
energético y de mayor costo en
comparacion con la cloracién. El
residual no es lo suficientemente

duradero para la distribucion.
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3.6 Desinfeccion de agua con ozono

A principio de los afios 60 en Francia la necesidad de un desinfectante al menos
tan efectivo como el cloro, pero sin el aroma y el sabor desagradables que éste
deja en el agua, se vuelve la principal razén para aplicar la ozonizacion en el agua
para consumo humano (Langlais et al., 1991). Actualmente la aplicacién de ozono
en el tratamiento de agua potable es usada en todo el mundo, principalmente por
su efectividad en el proceso de desinfeccion debida a su gran capacidad oxidante
(Casasola, 2012).

3.6.1 El ozono

El cientifico aleman Van Marum describi6 al ozono como “el olor de la
electricidad”, cuando en 1785 realizd experimentos con descargas eléctricas en
presencia de oxigeno, en la maquina mas grande de electricidad estatica de ese
entonces. Por mucho tiempo el aroma del ozono fue asociado con tormentas
eléctricas, pues en la naturaleza dicho compuesto es producto de las descargas

eléctricas de los relampagos (Gottschalk et al., 2010).

Sin embargo, no fue sino hasta 1839 que el cientifico aleman Christian Schonbein,
al también identificar un aroma proveniente del anodo de una celda electrolitica,
postuld por primera vez la produccion de una nueva sustancia, a la cual
posteriormente le asigné el nombre en griego para el olfato: “ozein” (oCeiv)
(Gottschalk et al., 2010).

El ozono es un gas toxico con un marcado olor irritante. La exposicion a
concentraciones de entre 0.1 y 1.0 ppm, es capaz de generar dolor de cabeza,
ardor en los ojos e irritacion de las vias respiratorias. EI O3 es un componente
importante de las capas altas de la atmésfera, donde impide el paso de la
radiacion ultravioleta. El ozono es un agente oxidante mas fuerte que la molécula
de oxigeno por si sola, de hecho oxida todos los metales comunes. En la Figura 9
se muestra la estructura y caracteristicas fisicas de la molécula de Os (Brown et
al., 2004).
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Figura 9 Molécula de ozono

El ozono es una molécula metaestable por lo que su producciéon presenta
aspectos conflictivos desde el punto de vista termodinamico. La reaccién de
formacion del ozono es endotérmica y se describe de manera general a

continuacion:

k
30, & 20, (AH" alatm = +284.5 —])
mol

Ademas el valor de la entropia de formacion es alto y desfavorable:

J
AS®(a 1 atm) = —69.9 M
grado

Por otra parte el valor de la energia libre de Gibbs nos indica que el ozono no

puede ser generado a partir de la activacion térmica del oxigeno:

k
AG°(a 1atm) = +161.3—]
mol

En conclusion, el ozono se puede descomponer facilmente por calentamiento, por
lo que la temperatura es un aspecto fundamental a controlar en la produccién del

mismo (Langlais et al., 1991).

La produccion de ozono a nivel industrial se lleva a cabo por medio de descargas
eléctricas, en un proceso conocido como “Descarga Corona”, capaz de producir

altas concentraciones de ozono a un bajo costo.
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El efecto corona se basa en la produccion de una descarga eléctrica en un campo
eléctrico de alta energia con oxigeno o bien aire seco; la reaccion se inicia cuando
los electrones libres de la corona, disocian a las moléculas de oxigeno formando
iones; el choque de uno de estos iones con otra molécula de oxigeno forma una
molécula de ozono (Roman, 2013). En la Figura 10 se puede observar un

esquema general de la formacion de ozono por medio de la descarga corona.
0,
olo
(o] o
(@) ;» O(o
A8 (%

o)
o ;

o o
o) 2

Descarga

Corona
N\ .
/O)o,
-
olo
0.
Figura 10 Descarga corona para la formacion de ozono
A la temperatura y presién del ambiente, el ozono es un gas inestable que se
descompone rapidamente para formar nuevamente moléculas de oxigeno; es
debido a esta caracteristica que se vuelve imposible almacenarlo o envasarlo, por
lo que debe generarse in situ y emplearse al momento (Roman, 2013). Por otra
parte la estabilidad del ozono disuelto se ve afectada por diversos parametros
como el pH, la luz ultravioleta, la propia concentracién del ozono, asi como la
concentracion de radicales libres. Segun Hoigné, Staehelin y Bader existe un
mecanismo de descomposicion del ozono, que se expresa mediante las siguientes

reacciones en cadena (Langlais et al., 1991):

K
1. 03+ OH™ = HO, + 05; ky = 7.0 x10' M~'s~%; HO,: radical hidroperéxido
k
HO, & 05 + H*; ky(cte de ionizacion) = 10™*%; 05:ién radical superéxido
k
2. 05+ 05 S 03 + 0,; ky, = 1.6 x10° M~1s71; 03 : ionradical ozénido

k3
3. 05 + Ht* & HO3; ks = 52x10° M~1s71; k_, = 2.3 x10% 571

32



—_

()7 |Marco Tedrico F"' e

UNAM

ke
HO3; - OH + 05; k, = 1.1 x105 s71

k
OH + 05 = HO,; ks = 2.0 x10° M~1s71

ke
H04_ 4 HOZ + 02, k6 =2.8 x104 S_l

7. HO, + HO, » H,0, + 205
8.

Como toda reaccion en cadena, cuenta con tres diferentes etapas caracteristicas:

la iniciacion, la propagacion y el rompimiento. La iniciacion se puede identificar

como el paso 1, la propagacion se lleva a cabo de los pasos 2 a 6, mientras que el

rompimiento se da en los pasos 7 y 8. El patrédn general del mecanismo de

descomposicion del ozono se muestra en la Figura 12 (Langlais et al., 1991).

0:  H,0
OH /
"y
0; ==
HO,

Rompimiento

Hy0 de la cadena

Figura 11 Mecanismo de descomposicion de ozono

3.6.2 Cinética de la desinfeccion

La cinética quimica es el estudio de la velocidad y el mecanismo por medio de los

cuales una especie quimica se transforma en otra; depende de distintos

parametros de operacién como la temperatura, la presién y la composicion de una

mezcla reaccionante. En la cinética es importante el calculo preciso de las
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velocidades de reaccion, las constantes de velocidad y las energias de activacion,

ademas de determinar los errores en las mediciones (Smith, 1991).

Por su parte la cinética de consumo de ozono en el agua, es un parametro que
depende de diversos factores, como las pérdidas de ozono por oxidaciéon de la
materia organica contenida en el agua, la temperatura, el pH del agua, la presion
parcial del gas sobre el liquido o la difusion del ozono (Roman, 2013; Langlais et
al., 1991).

En el caso particular de la desinfeccion, la cinética generalmente se describe con
los parametros principales de la misma desinfeccion: la dosis del desinfectante, el
tiempo de contacto, la concentracion microbiana y dependiendo del caso los
demas parametros fisicoquimicos habituales, como la temperatura o el pH. Para
lograrlo se han propuesto diversos modelos matematicos, con la finalidad de
describir la inactivacion de los microorganismos bajo la accién de los

desinfectantes. Estos modelos se muestran en la Tabla 3 (Azzellino et al., 2010).

Tabla 3 Modelos matematicos de desinfeccion

Modelo Ecuacion
. N¢
Chick — Watson In (—) = — AC™t
Ny
Hom In (ﬂ) = — kC™t™
NO
. —-d
Selleck Ne _ (2>
Ny b
| N, kC™
S — Model NN T T T ™
0
1+ (775)

3.6.2.1 Ley de Henry
El ozono no reacciona con el agua, por lo tanto forma una solucién, con la

capacidad de oxidar gran cantidad de compuestos organicos e inorganicos
presentes en el agua. Generalmente en la literatura se encuentra reportado que la
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disolucién del ozono en agua obedece la Ley de Henry (Roman, 2013; Casasola,
2012).

La relacién entre la presién y la solubilidad de un gas, se expresa mediante la Ley
de Henry; la cual establece que la solubilidad de un gas en cualquier disolvente
aumenta al incrementar la presiéon del gas sobre el disolvente. Cuando se
establece el equilibrio, la rapidez con la que las moléculas del gas entran en la
disolucién es igual a la rapidez con que moléculas del soluto escapan de la
disolucion, para entrar en la fase gas. Por lo tanto la solubilidad del gas aumenta

en proporcion directa a su presion parcial sobre la disolucién (Brown et al., 2004).

La expresion de la Ley de Henry para la disolucion de ozono en el agua se

muestra en la Ecuacion 1:
Cc=FMxP,

Doénde:

.y . kgo
e C.:Concentraciéon de saturacion (—=-
s m3H20

k
e M:Masa volumen de ozono (m—‘i>

e [:Coeficiente de absorcion, volumen de ozono disuelto por unidad de
volumen de agua

e B,:Presion parcial del ozono en la fase gas

El valor de Cs para el ozono es de 1.400 para valores de 3 de 0.64, de Py de 1y
de M de 2.14 (Langlais et al., 1991).

Ademas de la disolucion fisica del ozono en el agua, existen otros parametros que
tienen la capacidad de afectar el equilibrio en su solubilidad, como por ejemplo el
pH. Sin embargo, el parametro mas importante es probablemente la temperatura,
pues se han encontrado reportados en la literatura diversos valores que indican la

relacion termodinamica existente entre la temperatura y la solubilidad del ozono
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A partir de la solubilidad obtenida a diferentes temperaturas y la grafica del In(S)
versus temperatura, se obtuvo la Ecuacion 2 para el calculo de la constante

aparente de Henry:
In(H,) = 22.3 — (4030 T

Esta ecuacion expresa la alta solubilidad del ozono en el agua a bajas

temperaturas (Langlais et al., 1991).

3.6.2.2 Modelo Chick — Watson
La Ley de Chick se expresa con la Ecuacién 3 (Langlais et al., 1991):

N, = Nye~kt

Donde:

N;: Conteo microbiano final

Ny: Conteo microbiano inicial

k: Constante de velocidad (Depende del microorganismo y del desinfectante)

t: Tiempo de contacto

La forma mas usual para expresar y representar la Ley de Chick es mediante la
Ecuacion 4:

1 (Nt) =kt

n NO =
Esta forma de expresar la Ley de Chick facilita su uso e interpretacién pues

normalmente los resultados se representan en graficas del In(N;/ Ny) versus

tiempo.

En el modelo de Chick — Watson se incorpora un parametro mas, denominado
“Coeficiente de letalidad” y se expresa mediante la Ecuacion 5:

ln(&)=—AC"-t
N

(o]
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Doénde:

o A:Coeficiente de letalidad (Depende del microorganismo y del desinfectante)
e (:Concenctracion del desinfectante
e t:Tiempo de contacto

e n:(Constante conocida como Coeficiente de dilucién y se relacionanal C - t

En la desinfeccion, la relacion dosis — respuesta es determinada por una
concentracion residual y su decaimiento, por lo que la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados unidos (EPA por sus siglas en inglés) ha especificado un
término denominado “C-t” para asegurar la adecuada desinfeccion, donde C
corresponde al valor de la concentracion del desinfectante (en miligramos por
litro), mientras que t corresponde al tiempo de contacto (en minutos).

Relacionando el concepto de “C-t” con la Ecuacién 5, tenemos varios casos:

» Si n=1, Ct se mantiene constante, independientemente de Ila
concentracion del desinfectante.

» Sin>1, Ct se incrementa bruscamente cuando la concentracion del
desinfectante se incrementa, en este caso la variable de la concentracién
del desinfectante es la variable predominante, mientras que el tiempo de
contacto es menos importante.

» Sin <1, Ct se incrementa cuando la concentracién del desinfectante se
incrementa sin embargo no lo hace de manera tan dramatica como en el
caso anterior, pues ahora el tiempo de contacto se vuelve la variable

predominante.

Sin embargo en la mayoria de los casos el valor del coeficiente de dilucién o n es
igual a 1, este valor nos indica que el proceso de desinfeccion es una reaccion de

primer orden (Casasola, 2012).

A diferencia de la Ley de Chick, el modelo de Chick — Watson se expresa en

graficas de In(N;/ N,) versus C-t.
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La EPA desarroll6 un método para calcular la inactivacién microbiana y asi evaluar
la eficacia del sistema de desinfeccion en un sistema de agua. El método consiste
en tablas con diferentes valores de C-t que se relacionan con distintos niveles de
desinfeccion, bajo diferentes condiciones de operacion. El C-t y por lo tanto el nivel
de inactivacion se puede extender mediante la aplicacion de mayores dosis de
desinfectante o incrementando el tiempo de contacto. Existen tablas para cada

desinfectante.

El nivel de desinfeccién obtenido con el C-t aplicado, generalmente se expresa en
términos de “inactivacion log” y la inactivacién log es una medida del porcentaje de
microorganismos que son inactivados durante el proceso de desinfeccion, la
inactivaciéon se mide en una escala logaritmica, esto debido a la reduccién en las
ordenes de magnitud, por lo que la inactivacion log y el porcentaje de desinfeccion

se relacionan como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4 Relacion de la inactivacion logaritmica con el porcentaje de desinfeccion

Inactivacion log % de desinfeccion

0.0 00.000
1.0 90.000
2.0 99.000
3.0 99.900
4.0 99.990
5.0 99.999

Por lo tanto los principales parametros de control en el proceso de la desinfeccion

con ozono son la dosis de ozono a aplicar y el tiempo de contacto (EPA, 1999).

En todas las aplicaciones el ozono se consume, sin embargo se debe tener en
cuenta que no reacciona unicamente con los organismos — objetivo, por lo tanto la
dosis requerida de ozono debe disefarse adecuadamente para logar cubrir la
demanda y alcanzar el objetivo de la desinfeccion. Por otra parte el tiempo de
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contacto puede variar dependiendo del objetivo del ozono y debe tener la

caracteristica de ser el minimo requerido (Langlais et al., 1991).

3.6.3 Ingenieria de la desinfeccién con ozono

En la planeacién de las instalaciones para llevar a cabo el tratamiento de aguas
una parte de suma importancia es la desinfeccion. El disefio adecuado de esta
etapa debe integrar la informacion correspondiente al proceso con la ingenieria
necesaria que permita alcanzar los objetivos de calidad establecidos para el

efluente de la planta de tratamiento.

La obtencion de dicha informacion se lleva a cabo mediante estudios de
tratabilidad, las consideraciones generales dentro de los estudios de tratabilidad
contemplan la localizacion de los aplicadores de ozono, los requerimientos en la
dosis de ozono, el tiempo de contacto, asi como el efecto del ozono en el

desempefio del proceso subsecuente (Langlais et al., 1991).

Un sistema de desinfeccidon con ozono se compone de tres partes fundamentales:
la preparacion del gas de alimentacion, la generacion del ozono y la disolucién del
ozono en el agua a tratar. Mientras que los componentes auxiliares son la unidad
destructora de ozono, los sistemas de control, los materiales de construccion asi
como los sistemas de seguridad (Langlais et al., 1991). En la Figura 12 se muestra

un esquema general de un sistema de desinfeccidn con ozono (EPA, 1999).

<+ Destruccion del <
0zono

Gases de
escape

cReclelalet s s e i
|
!
Preparacion de gas de alimentacion . v
e Produccién de oxigeno Generacion de .
¢ Almacenamiento de oxigeno  f————p» 0zZono P Camara de contacto Descarga
* Tratamiento con aire/oxigeno de 0zZono R

Entrada del agua
residual

Figura 12 Sistema de desinfeccién con ozono
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3.6.3.1 Preparacion del gas de alimentacién
Cada tipo de gas de alimentacion posee diversos atributos dependiendo de los

objetivos de aplicacién de la ozonizacién (Langlais et al., 1991). Los tipos de gas

de alimentacion son:

a)
b)

c)
d)

e)

Aire.

Oxigeno de alta pureza (general, de generacion criogénica o de separacion
de aire de adsorcion por oscilacion de presion).

Oxigeno liquido de alta pureza.

Oxigeno de alta pureza reciclado (externamente o internamente).

Aire enriquecido con oxigeno.

Los factores que se deben considerar en la seleccién del gas de alimentacion son:

1)

2)

La produccion proyectada para la instalacion de ozonizacion en el periodo
operativo anual.

Los aspectos de aplicacién a las caracteristicas especificas del agua a
tratar (demanda inicial de ozono, compuestos de facil oxidacion, una
concentracion residual).

La capacidad inicial y proyecciones futuras de crecimiento en la instalacion.
La capacitacion del personal encargado de la operacion y del
mantenimiento.

La filosofia operativa de la empresa.

En la calidad del gas de alimentacion los parametros a considerar son la humedad

pues el gas debe estar extremadamente seco para evitar la formacion de

compuestos indeseables como acidos, ademas de evitar la presencia de particulas

u otros contaminantes. Los sistemas de preparacion del gas de alimentacion

pueden trabajar a diferentes presiones: a la presién ambiental, a baja presion (<1

bar — 14.5 psi), a media presién (<4 bar — 58 psi) o a alta presion (>4 bar — >58

psi) (Langlais et al., 1991).
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3.6.3.2 Generacion del ozono
Los generadores de ozono se pueden describir en base al tipo de dieléctrico, la

frecuencia y el tipo de refrigeracion del generador.

Los dieléctricos pueden ser platos de cristal, tubos de cristal metalizados o platos
de ceramica. Mientras que la frecuencia se puede clasificar en baja (50 a 60 Hz),
media (60 a 1000 Hz) o alta (>*1000 Hz) (CONAGUA, 2000). Por su parte el tipo de

refrigeracion es agua generalmente o incuso aceite o Freon.

El ozono empleado en la gran mayoria de plantas de tratamiento de agua es
provisto mediante el proceso denominado “Descarga Corona”, el cual es generado
por electrodos tubulares concéntricos, dieléctricos de cristal y con agua como
sistema de enfriamiento (CONAGUA, 2000). En la Figura 13 se muestra un
esquema con las partes que integran un generador de ozono por medio de la

descarga corona (Langlais et al., 1991).

Oxigeno (Airg) ===p- <t Ozono

.......................................

% ¥\ Electrodo de alto potencial

Gas =—rp <4 Ozono

% ¢ o Electrodo de acero inoxidable

\'\/ Dieléctrico de vidrio
Figura 13 Generacion de ozono por descarga corona
Los parametros de disefio de los generadores de ozono son los siguientes:

1) Tasas de produccion de ozono requeridas.
2) Temperatura y flujo de agua de enfriamiento disponible.

3) Condiciones ambientales de temperatura y humedad.
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4) Consumo de energia requerido.

5) Espacio disponible y capacidad de espera requerida.

6) Experiencia, entrenamiento y disponibilidad del departamento de operacién
y mantenimiento.

7) Confiabilidad del sistema.

8) El manejo adecuado y prudente del oxigeno.

3.6.3.3 Camara de contacto
El ozono debe ser transferido de la fase gas a la fase liquida para que sea capaz

de desarrollar su funciéon en el tratamiento de aguas, por lo tanto es de suma
importancia el disefio de una unidad de disolucion que maximice dicha
transferencia de ozono. Para llevar a cabo la transferencia se emplea una unidad
denominada camara de contacto (CONAGUA, 2000).

Una camara de contacto se encuentra definida en funcion del disefo, el tipo, las
condiciones de operacion, del tipo de difusor de ozono y de la funcién del ozono

en cada uno de los puntos de aplicacion (Langlais et al., 1991).

En lo respectivo a la disolucion del ozono existen diversas técnicas, entre las
cuales se encuentran la difusion de burbujas finas, los mezcladores de turbina, los
inyectores, las columnas empacadas o las camaras de spray; sin embargo el mas
empleado es el difusor de burbujas convencional pues no requiere de un consumo
de energia adicional (CONAGUA, 2000).

Mientras que en lo respectivo a las condiciones de operacion, el tipo de difusor y la
funcion del ozono, las camaras de contacto se encuentran definidas con base en
éste ultimo parametro, el objetivo de la ozonizacién (CONAGUA, 2000; Langlais et
al., 1991):

e Si el objetivo de la ozonizacién es una reacciéon para oxidar compuestos de
hierro y manganeso existe una transferencia de masa limitada, se
recomiendan al menos dos etapas y el uso de un difusor poroso de burbuja

fina.
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e Si el objetivo de la ozonizacion es la desinfeccion primaria la velocidad de
reaccion es limitada, por lo que se recomiendan al menos tres etapas y un
difusor de burbuja fina multietapas o un difusor estatico de turbina.

e Si el objetivo de la ozonizacion es alcanzar un C-t requerido, el numero de
etapas recomendadas se incrementa, se deben minimizar los cortos

circuitos y un tiempo recomendable igual al valor de t1o.

Mientras mas etapas se usen, la hidraulica dentro de la camara de contacto se
aproxima a un reactor de flujo pistéon (PFR por sus siglas en inglés) por lo que se
vuelve necesario anadir deflectores que nos permitan alcanzar la eficiencia

adecuada (Langlais et al., 1991).

Los cortos circuitos se producen por tiempos de residencia no ideales que se
desarrollan a causa de la hidrodinamica dentro de la camara, se ha descubierto
que los cortos circuitos son capaces de afectar severamente la eficiencia de la
desinfeccion sobre todo cuando se requiere un alto nivel de inactivacion, por lo
que se vuelve de suma importancia considerarlos en el disefio de la camara. Con
la finalidad de solucionar el problema de los cortos circuitos, la EPA establece el
t10, que es el valor del tiempo de retencion en el que 10% del flujo ha pasado a

través de la camara de contacto (Van Dijk, 2001).

Por ultimo en lo respectivo al disefio de las camaras de contacto, existen diversos
tipos (CONAGUA, 2000):

e Camara de contacto en multietapas con difusor poroso de burbujas finas:
Es la mas empleada en plantas de tratamiento de agua, esta hecha de
concreto, con minimo una y maximo seis etapas, el gas se aplica al fondo y
a contracorriente con una presion de entre 0.7 y 1.05bar y con recirculacion
de gases Figura 14.

e Camara de contacto tipo Kerag con mezclador de turbina con presion
positiva o negativa: Utiliza un propulsor giratorio rapido con base perforada,
a través de la cual se introduce el ozono al fondo. Es empleada en camaras

de contacto multiples Figura 15.
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Figura 14 Camara de contacto con difusor Figura 15 Camara de contacto tipo
de burbujas. Kerag.

e Camara de contacto con lecho empacado y sistema de difusion por
inyeccion: El ozono es introducido a contracorriente y se usa para facilitar la
transferencia Figura 16.

e Sistema de contacto y difusion en tubo profundo en “U”. Consta de dos
tubos concéntricos, el ozono es inyectado en la parte superior del tubo

interno Figura 17.

Figura 16 Camara de contacto con Figura 17 Camara de contacto y
lecho empacado. difusién en tubo profundo en "U".
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e Camara de contacto con difusor de plato poroso: Este sistema combina la
ozonizacién y la flotacion, por lo que principalmente se emplea en la
remocion de algas antes de la filtracion Figura 18.

e Camara de contacto con difusor de turbina radial estatico sumergido:
Consta de una turbina sumergida sin partes méviles. Una parte del agua de
alimentaciéon es mezclada con el ozono y presurizada en la cabeza de la
turbina, para ser inyectada a contracorriente a través de orificios,
generando cierta turbulencia que favorece la transferencia. Es un equipo

costoso Figura 19.

, en el gas de salida

A: Camara descendente de ozonizacion

B: Camaras de flotacion.

C: Platos porosos de difusion.
D: Corriente de barrido (agua inyectada a

través de orificios). 1: Cabeza del difusor.

E: Camara de remocién de espuma. 2: Camara de difusion.

F: Entrada de agua a tratar. 3: Bomba de corriente parcial.

G: Salida de agua tratada. 4: Derramadero

Figura 18 Camara de contacto con Figura 19 Camara de contacto con
difusor de plato poroso. difusor de turbina radial sumergida.

e Sistema tipo Venturi: Es un sistema econémico sin embargo solo se aplica
a pequefas instalaciones. Presenta inconvenientes por corrosion,

sobresaturacion por oxigeno y nitrogeno.
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3.6.3.4 Unidad destructora de ozono residual
A pesar de que la unidad destructora de ozono residual no es considerada como

parte fundamental del sistema de ozonizacion, debe tomarse muy en cuenta sobre

todo en sistemas que no cuentan con recirculacion de los gases, pues ya que la

eficiencia de transferencia del ozono es menor al 100% y que el ozono es un gas

altamente contaminante, no debe ser lanzado a la atmosfera.

Existen tres formas de tratar el ozono antes de ser expulsado al ambiente:

Descomposicion térmica: Se lleva a cabo en un intercambiador de calor
eléctrico, el cual incrementa la temperatura entre 300 y 350°C durante 5
segundos, este método es el mas seguro y facil.

Descomposicion catalitica: Se lleva a cabo por medio de catalizadores de
paladio, manganeso u o6xidos de niquel sobre diversos soportes. Los
catalizadores son reversibles y pueden ser reactivados cada cinco afios con
oxidos de nitrégeno, compuestos de cloro o sulfitos, y bajo las condiciones
que establezca el fabricante. Aunque es el método mas reciente y comun
representa un problema ambiental debido a la disposicion de los
catalizadores gastados.

Descomposicion por carbon activado: El ozono reacciona con el carbon
activado seco generando una cantidad considerable de calor, sin embargo
de esta combustion se generan particulas finas de carbdén que son
explosivas, por lo que éste método se vuelve peligroso, dificil de monitorear

y de intenso mantenimiento.
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4. METODOLOGIA

La metodologia seguida en el trabajo de investigacidon se dividi6 en cuatro

bloques, dependiendo de la actividad a desarrollar (Figura 20).

MICROBIOLOGIA:

Obtencién de H. pylori en sus dos estados
metabdlicos (Viable y VNC).

DESINFECCION:

Establecimiento de los parametros de
disedio y desarrollo del ensayo de
desinfeccion.

ANALISIS g-PCR:

Procesamiento de muestras por medio de la
técnica molecular q - PCR.

CINETICA Y CAMARA DE CONTACTO:

Célculo de las constantes cinéticas de
desinfeccion con ozono y disefio de la
camara de contacto para desinfeccion de
agua contaminada con H. pylori.

Figura 20 Esquema de metodologia
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Los bloques de Microbiologia y de Analisis q-PCR se llevaron a cabo en los
laboratorios de Infectologia, en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ). Mientras que el bloque correspondiente
a la desinfeccion se llevo a cabo en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental (LIA)
del edificio 5 en el Instituto de Ingenieria de la UNAM, el cual cuenta con
certificacion de la calidad ISO 9001:2008 otorgada por el Instituto Mexicano de

Normalizacion y Certificacion, A.C.

4.1 Microbiologia

El aspecto microbioldgico se enfoco en la preparacion de la bacteria H. pylori y su
obtencion en los dos estados metabdlicos necesarios para llevar a cabo la

experimentacion: Viable y Viable no Cultivable.

Las condiciones de cultivo de la bacteria H. pylori fueron: incubacién en una
atmosfera de CO2 dentro de una camara de anaerobiosis Oxoid™ (Figura 21), con

agitacion constante y a una temperatura de 37°C.

Figura 21 Camara de anaerobiosis
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Inicialmente se requiri6 determinar el punto de crecimiento logaritmico, para asi
comenzar el desarrollo experimental con la bacteria H. pylori en su estado viable
exponencial. La determinacion de dicho punto de crecimiento se llevé a cabo por
medio de una siembra de la bacteria y la medicion de su absorbancia a través del
tiempo. La siembra se realizé en un caldo BHI (Brain — Heart Infussion) con
polienriquecimiento al 1%, ademas de 6mg/L de dos antibidticos (anfotericina y
vancomicina), mientras que la medicion de la absorbancia se realizé en el
espectrofotometro BIO — RAD Smart Spec™ 3000 (Figura 22).

Figura 22 Espectrofotometro BIO — RAD Smart Spec™ 3000

Posteriormente se realizaron dos nuevos cultivos en un medio de caldo Luria con
el polienriquecimiento y los antibiéticos correspondientes, durante tres dias (los

necesarios para alcanzar el punto de crecimiento logaritmico).

Durante los tres dias de crecimiento también se realizaron cultivos en agar
Carnero, esto con la finalidad de verificar que no existiera contaminacion alguna y

asi garantizar la pureza en el cultivo de H. pylori.

Una vez que se obtuvieron los dos cultivos desarrollados de la bacteria, uno fue
destinado a la obtencidén de H. pylori en su estado viable, mientras que el otro se

destind a la obtencion de H. pylori en su estado VNC.
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4.1.1 H. pylori en estado viable
El caldo destinado a la obtencidn de H. pylori en su estado viable fue centrifugado

a 15 000 rpm y 10°C durante 15 minutos, con el objetivo de recolectar el material

celular de la bacteria.

Después de la recoleccion de la bacteria desde el caldo, se llevaron a cabo dos
lavados. Cada lavado consistié en resuspender el material celular de la bacteria en

25mL de solucién salina estéril (SSE) y su correspondiente centrifugacion.

Por ultimo se realizd6 una resuspension del material celular limpio en 40mL de

SSE. Esta nueva resuspension se empled en el ensayo de desinfeccion.

4.1.2 H. pylori en estado VNC
El caldo destinado a la obtencion de H. pylori en su estado VNC fue centrifugado a

15 000 rpm y 10°C durante 15 minutos, con el objetivo de recolectar el material
celular de la bacteria. Después de la recoleccion de la bacteria desde el caldo, se
llevaron a cabo dos lavados. Cada lavado consistié en resuspender el material

celular de la bacteria en 25mL de SSE y su correspondiente centrifugacion.

La ultima resuspension del material celular limpio se llevo a cabo en 40mL de
SSE, en esta nueva resuspension de la bacteria se inicio el proceso de induccion
hacia el estado VNC.

Para llevar a cabo la induccion de H. pylori a su estado VNC fue necesario
verificar la morfologia de la bacteria por medio de tincion de Gram (BD™ Gram
Stain Kits and Reagents). EI monitoreo del estado VNC se realizé durante 10 dias,
bajo tres controles diferentes: el cultivo en placa, la tincion de Gram y g—PCR
(PMA), con el fin de determinar la pérdida en la capacidad de cultivo pero no la
viabilidad.

Las suspensiones finales de la bacteria en ambos estados fueron colocadas cada
una en un tubo Corning™ de 50mL, como se muestra en la Figura 23. Cada
suspension se estandarizé en una concentracion aproximada de 3 en la escala
nefelométrica de McFarland (9x108 células-mL™"), esto se determind por medio de

un equipo denominado Nefelébmetro como el mostrado en la Figura 24.
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Figura 23 Suspensiones de H. pylori Figura 24 Nefeldmetro

4.2 Desinfeccion

4.2.1 Diseino experimental
Los parametros de disefio para llevar a cabo el proceso de desinfeccion son los

siguientes:

e Concentracion residual del ozono.

e Seleccion de un rango de valores de C-t.

e Unidades experimentales aplicadas a la bacteria en su estado viable y
VNC.

e Triplicado de cada unidad experimental.

Se determiné emplear una concentracion residual constante de 0.6mg/L de ozono
en la fase liquida. Este valor se determiné gracias a diversas pruebas realizadas
en el equipo de ozonizacion, con la unica finalidad de verificar que la
concentracion del ozono en la fase acuosa a lo largo del tiempo permaneciera lo

mas estable posible.
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Por su parte el rango de valores de C-t fue seleccionado con base en datos
reportados por la EPA 1999, para la inactivacion de diversos microorganismos
(Giardia C-t=0.72mg/L min y Virus C-t=0.50mg/L min), asi como el dato reportado
por Baker et al., 2002 para H. pylori (C-t=0.24mg/L min). Asi el rango de valores
de C-t se establecio entre 0.2 mg/L min y 2 mg/L min, ademas se incluyeron dos
puntos extras: uno en el que no se aplicod desinfectante y otro en el que se aplico

el desinfectante por un tiempo prolongado.

Asi, conociendo el valor de la concentracion residual y los valores de C-t, se

calculd el tiempo de contacto requerido para cada uno de los experimentos.

De manera estandar se establecieron 10 unidades experimentales como se
observa en la Tabla 5, dichas unidades experimentales se aplicaron a la bacteria
H. pylori en su estado Viable y VNC, por lo que se extendieron a 20 unidades
experimentales; aunado a esto, el triplicado en las unidades experimentales dio

como resultado un total de 60 unidades experimentales.

Tabla 5 Disefo de las unidades experimentales

Cr Tiempo C-t
Experimento
(mg/L) (min) (mg/L min)

1 - 0 0
2 0.6 0.33 0.2
3 0.6 0.66 0.4
4 0.6 1 0.6
5 0.6 1.33 0.8
6 0.6 1.66 1.0
7 0.6 2.33 1.4
8 0.6 3 1.8
9 0.6 3.33 2
10 0.6 oo oo
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4.2.2 Unidad de oxidacion
La unidad de oxidacion empleada en la preparacion de la solucion stock de ozono

se muestra en las Figura 25, mientras que el generador de ozono se muestra en la
Figura 26.

Figura 25 Unidad de oxidacion Labo 76 Figura 26 Generador de ozono.
Emery Trailigaz.

La unidad de oxidacion se encuentra conformada por un Separador de Aire
(Airsep modelo AS-12, USA), un Generador de Ozono (Labo 76 Emery Trailigaz,
USA), un Medidor de flujo gas, una Columna de Burbujeo, un Filtro, un Analizador
de Ozono Fase Gas (Ozone Monitor 465H, Teledyne Instruments) y un Destructor
de Ozono (PCI Ozone & Control Systems Inc.). El diagrama de la unidad se

muestra en la Figura 27.
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Figura 27 Diagrama del sistema de ozonizacion

El generador de ozono emplea aire proveniente de la atmosfera, el cual es
enriquecido con oxigeno en el Separador de aire. Una vez que el ozono es
producido, circula por un medidor de flujo para después entrar a la columna de
burbujeo. La columna de burbujeo es de cristal con 5cm de diametro, 110cm de
altura y una capacidad de 2L, ademas se encuentra equipada al fondo con un
difusor de vidrio poroso cuyo tamafo de poro es de 10um. Una vez que el ozono
no disuelto sale de la columna de burbujeo, se hace pasar por un filtro para retirar
la humedad, un analizador de ozono y por ultimo una unidad destructora de ozono,

para expulsar aire libre de ozono hacia la atmésfera.
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4.2.3 Proceso de desinfecciéon
Dentro de la columna de burbujeo (Figura 28) fue preparada la solucion stock de

ozono con 1.5L de agua destilada y un flujo en el generador de ozono de 0.5L/min

durante un tiempo de saturacién de 30 minutos.

Figura 28 Columna de burbujeo de ozono

El calculo de la concentracion de ozono en la fase liquida se realizé mediante el
“Método colorimétrico de indigo” (Bader and Hoigné, 1981), el cual relaciona la
disminucién de la absorbancia con el incremento de la concentracion de ozono,
debido a que el oxidante actua sobre el reactivo indigo triosulfonato de potasio
(C16H7K3N2011S3) decolorando la solucion, llevandola de azul a incolora. La
disminucion de la absorbancia fue determinada mediante un espectrofotometro
HACH DR3900 (Figura 29) a una longitud de onda de 600nm.

Figura 29 Espectrofotémetro HACH DR900
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Una vez obtenida la absorbancia en el espectrofotometro la concentracion residual

se calculd mediante la Ecuacioén 6:

- (A, — Ay * 100
T 0425V, xC

Doénde:

e C, = Concentracién residual del ozono en la fase acuosa.

e A, = Absorbancia del blanco.

e A, = Absorbancia de la muestra.

e 0.42 = Factor de sensibilidad de 20000/cm para el cambio de absorbancia
(600nm) por mol de ozono anadido por litro.

e V., =Volumen de la muestra (mL).

e (C=Recorrido de la luz en la celda (cm).

Una vez que se obtuvo la concentracion residual de la solucion stock de ozono, se
procedié al calculo de la cantidad de solucion stock requerida para alcanzar la
concentracion residual requerida por el experimento (0.6mg/L), esto mediante la

Ecuacion 7:

Cl*V1:C2*V2

Donde:

e (,: Corresponde al valor de la concentracién residual requerida por el
experimento (0.6mg/L).

e V,: Corresponde al valor del volumen en nuestro reactor (40mL).

e (,: Corresponde al valor promedio de la concentracion residual dentro de la
columna de burbujeo. (el valor obtenido con la Ecuacion 6)

e V,: Corresponde al valor de la solucion stock de ozono necesario dentro de

cada reactor (la incognita).
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El proceso de desinfeccion en cada una de las unidades experimentales, se llevo
a cabo en reactores por lotes (tubos Corning™ de 50mL) como se muestra en la
Figura 30. En cada reactor se coloco 1mL de la solucion bacteriana
correspondiente, el volumen de solucion stock calculada con la Ecuacion 7,

ademas de SSE hasta alcanzar un volumen de 40mL dentro del reactor.

Figura 30 Reactores de desinfeccion

Una vez transcurrido el tiempo de desinfeccion establecido para cada unidad
experimental se agregaron 2mL de una solucién de Na2S0Os3 (1M) y asi detener la

accion del ozono sobre las bacterias.

4.3 Analisis q — PCR

4.3.1 Recuperacion de las muestras
Una vez que se llevd a cabo el proceso de desinfeccion se procedido a la

recoleccion del material celular de la bacteria contenido en cada uno de los

reactores.

Dicha recolecciéon se llevé a cabo por medio de filtracion en vacio con equipos
estériles (Figura 31) y filtros de policarbonato Millipore™ con tamafio de poro de

2um y diametro de 47mm (Figura 32).
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Figura 31 Equipo de filtracién al vacio Figura 32 Filtros de policarbonato
Millipore™

Una vez que se llevd a cabo la filtracién, cada uno de los filtros empleados fueron
colocados por separado en un tubo Falcon nuevo de 15mL, al que se le agregaron

3mL de SSE para obtener una nueva resuspension (Figura 33).

Figura 33 Tubos Falcon

4.3.2 Extraccion de ADN
El desarrollo de las pruebas moleculares requiere de un pretratamiento en las

muestras, pues al ser técnicas altamente especializadas y precisas, requieren
llevarse a cabo directamente sobre el ADN de la bacteria.
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Por lo tanto el primer paso fue la extraccion del ADN contenido en cada una de las
unidades experimentales. Dicha extraccion se llevd a cabo en un equipo
automatizado denominado NucliSENS® easyMAG® (Figura 34). Este equipo es

capaz de realizar 24 pruebas en cada corrida.

Figura 34 Equipo de extraccion de ADN NucliSENS® easyMAG®

El proceso de extraccion dentro de en este equipo se basa en particulas de silice
magnéticas, las cuales permiten la captura dinamica de los acidos nucleicos asi
como lavados que no presentan pérdida de materia. Dicho proceso consta de

cuatro etapas (Figura 35):

A. Incubacién: En esta etapa todo el acido nucleico lisado es capturado por las
particulas magnéticas de silice.

B. Lavado: El dispositivo magnético dentro del equipo atrae toda la silice,
permitiendo al sistema purificar los acidos nucleicos.

C. Elucién: Por medio de calentamiento se liberan los acidos nucleicos de la
silice.

D. Purificacién: En esta ultima etapa las particulas magnéticas son separadas

con el dispositivo magnético
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A. Incubacidn B. Lavado C. Elucién D. Purificacion

Figura 35 Etapas en el proceso de extraccion de ADN

Como se observa en la Figura 35 cada una de las pruebas se lleva a cabo en
pequeios contenedores; dentro de cada contenedor se colocaron 2mL de una
solucion compuesta por 1.5mL de solucién buffer de lisis y 0.5mL de la
resuspension contenida en los tubos Falcon, ademas de 200uL de silice. En la
Figura 36 se pueden observar ocho de los 24 contenedores que el equipo es
capaz de procesar, ya con la preparacion de la muestra y la silice lista, mientras
que en la Figura 37 se puede observar los contenedores dentro del equipo una

vez que las muestras fueron procesadas.

0 [0 LTV LR AN AN

Figura 36 Contenedor de muestra para ~ Figura 37 Equipo de extraccion de
extraccion de ADN ADN con las muestras procesadas

60



(17 [Metodologia 0 hace

4.3.3 Ensayo de q — PCR
Una vez que se llevd a cabo la extraccion del ADN se procedié al desarrollo de la

prueba molecular denominada q — PCR. Inicialmente se agregé una mezcla de
reaccion directamente sobre la muestra de ADN obtenida, para posteriormente

llevar a cabo el proceso de q — PCR.

Dicha mezcla de reaccion estuvo compuesta por secuencias de cebadores y
sondas especificas de una subunidad del gen ureA encontrado en la bacteria H.
pylori; la cantidad de reactivos, asi como de ADN empleados para cada una de las

muestras se presenta en la Tabla 6:

Tabla 6 Composicién de reactivos de PCR para cada muestra

Reactivo Cantidad (uL)
Taq Man universal master mix 2x 12.25
Primer HpyF 0.25
Primer HpyR 0.25
Sonda HpyP1 0.25
H20 7

ADN 5

Total 25

Cada muestra se colocé dentro de uno de los pozos en una placa como la

mostrada en la Figura 38:

Figura 38 Placa para muestras de PCR
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El desarrollo del g-PCR se llevd a cabo en un equipo denominado Applied
Biosystems™ Fast 7500, como el mostrado en la Figura 39. Este equipo es capaz
de procesar un total de noventa y seis muestras en cada corrida, sin embargo
dentro de cada una de esas corridas es necesario colocar material genético para
construir una curva estandar de cinco puntos y tomando en cuenta que cada una
de las muestras se lleva a cabo por ftriplicado, al final sélo se procesaron 27
muestras en cada corrida, por lo que fueron necesarias tres corridas para procesar

todas las muestras del experimento.

Figura 39 Equipo de g-PCR Applied Biosystems™ Fast 7500

Las condiciones de operacion en el equipo fueron: 10 minutos a 95°C y 50 ciclos

de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C.

En este ensayo se realizaron triplicados de cada una de las unidades
experimentales, es decir que de las 60 unidades experimentales iniciales se
obtuvieron un total de 180, por lo que se requirieron tres corridas en total para

procesar cada una de las muestras.
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4.4 Cinética y camara de contacto

4.4.1 Cinética

En la seccion 3.6.2 Cinética de la desinfeccion, se menciona el uso de distintos
modelos para obtener los valores de la cinética, la obtencidon de dichos valores es
unica y corresponde a cada par desinfectante — patégeno, en este caso el par de
interés es ozono — H. pylori y los modelos matematicos empleados fueron la Ley

de Chick y el modelo chick — Watson.

La ley de Chick en su forma descrita por la Ecuacion 4 nos permite conocer la

constante cinética de desinfeccion.

1 (NO) =kt

n Nt =
Mientras que el Modelo Chick — Watson en su forma descrita por la Ecuacion 5
nos permite conocer el valor del coeficiente de letalidad. En este caso el valor del
coeficiente de dilucion n tiene un valor de 1 (el valor del C-t se mantiene
constante, independientemente de la concentracion del desinfectante).

In (ﬁ) =AC"-t

N

Tanto la Ley de Chick como el modelo Chick — Watson fueron empleados en su

forma lineal por lo que el manejo de los datos se llevd a cabo por medio de

regresiones lineales.

4.4.2 Camara de contacto
Como parte del calculo de la camara de contacto es necesario determinar el

decaimiento de ozono. Dicho decaimiento se determind midiendo el ozono residual
sucesivamente en una muestra de agua que fue ozonizada lo suficiente para
satisfacer cualquier demanda inicial que pudiera existir y ademas establecer un
residual. En este caso el decaimiento del ozono se determin6é en agua destilada,
ozonizada con la unidad de oxidacién Labo 76 Emery Trailigaz USA, a una

temperatura de 23°C y con un pH de 7.
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Una vez obtenida la constante de decaimiento del ozono se procedi6 al calculo de
cada etapa, el cual debié llevarse a cabo por separado, pues cada una de ellas
cuenta con caracteristicas especiales que deben ser tomadas en cuenta. En la
Figura 40 se muestra un esquema general de las caracteristicas y metodologia

abordada para el calculo de cada una de las etapas.

¥

*Se suministra ozono buscando satisfacer la demanda inicial de ozono. )

*Se calcula un tiempo de residencia hidraulico (TRH) a partir del C-ty de
la concentracion.

*Se aplica una correccion al TRH para favorecer la hidrodinanica.

*Se calcula el volumen de esta primera etapa.

J
o , )
*Se lleva a cabo la inactivacion del patogeno.
*Se calcula un nuevo C-t a partir del TRH y de la constante de
decaimiento del ozono.
*Con el nuevo C-t se calcula un nuevo TRH y se corrige .
*Se calculan el volumen de la segunda etapa.
J
\
*Se suministra mas ozono
*Se calcula un nuevo C-t a partir del TRH.
*Con el nuevo C-t se calcula un nuevo TRH y se corrige
*Se calculan el volumen de la tercera etapa.
J
\
*Se considera una concentracion residual minima
*Se calcula un nuevo C-t a partir del TRH.
Eta pa 4 *Se calculan el volumen de la cuarta etapa.
J

Figura 40 Esquema de calculo de las etapas de la camara de contacto
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados se dividen en tres secciones: la primera corresponde a la bacteria
H. pylori en el estado viable, la segunda corresponde a la bacteria H. pylori en el
estado VNC vy la ultima corresponde a la propuesta de disefio de la camara de
contacto con ozono para la desinfeccion de agua sintética contaminada con H.
pylori. En las dos primeras secciones se llevaron a cabo los calculos que
permitieron determinar la cinética: la constante de velocidad (Ley de Chick) y el

coeficiente de letalidad (Modelo Chick — Watson).

5.1 H. pylori en estado viable

En la Tabla 7 se pueden observar los resultados obtenidos para la bacteria H.
pylori en su estado viable. En la primer columna se muestran los valores de C-t
que fueron aplicados a cada muestra, en la segunda columna se muestran los
tiempos de contacto, en la tercer columna se muestran los resultados de la
cuantificacion arrojados por el equipo de g-PCR Applied Biosystems™ Fast 7500,
en la cuarta columna se muestra el promedio del triplicado de las cuantificaciones,
por lo que en la quinta columna se muestra el valor de la desviacidn estandar para
el triplicado de las cuantificaciones en cada uno de los C:t's correspondientes, por
ultimo en la sexta columna se muestra el valor del logaritmo del cociente entre el

numero de bacterias cuantificadas y el numero de bacterias iniciales.
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Tabla 7 Resultados de g-PCR para H. pylori en estado Viable

INSTITUTO

C-t
(min-mg-L"")

t (min)

Qty

Promedio Desv. Est. Log (No/N)

0

0.00

8.80E+08
8.50E+08
8.10E+08

8.47E+08

3.51E+07

0.00

0.2

0.33

3.16E+06
3.27E+06
4.01E+06

3.48E+06

4.62E+05

2.39

0.4

0.60

1.99E+06
2.34E+06
2.74E+06

2.36E+06

3.75E+05

2.56

0.6

1.00

1.01E+06
1.33E+06
1.42E+06

1.25E+06

2.15E+05

2.83

0.8

1.33

2.26E+05
3.09E+05
3.12E+05

2.82E+05

4.88E+04

3.48

1.65

1.34E+05
1.39E+05
1.63E+05

1.45E+05

1.55E+04

3.77

1.4

2.33

1.02E+05
1.06E+05
1.30E+05

1.13E+05

1.51E+04

3.88

1.8

3.00

5.34E+04
5.12E+04
5.89E+04

5.45E+04

3.97E+03

4.19

3.32

2.82E+04
2.79E+04
2.56E+04

2.72E+04

1.42E+03

4.49

9.90E+03
9.35E+03
9.00E+03

9.42E+03

4 .54E+02

4.95
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5.1.1 Ley de Chick
Con la Ley de Chick en su forma lineal (Ecuacion 4) y con resultados de la Tabla 7

se llevo a cabo la Grafica 1, en la cual podemos observar que la regresion lineal
llevada a cabo por Excel 2013 arroja una constante de velocidad de k = 1.4352
min', con un coeficiente de correlacion de 0.9728 y un valor de desviacién
estandar de 0.30.

5 -
L 3
4 4
3 4
Log No/N y-=1.4352x
2=0.9728
2 4
1 4
0 T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
t (min)

Grafica 1 Log Ny/N vs t de H. pylori en estado viable

5.1.2 Modelo Chick — Watson
Con el Modelo Chick — Watson (Ecuacion 5) y con resultados reportados en la

Tabla 7 se llevé a cabo la Grafica 2, en la cual podemos observar que la regresion

lineal llevada a cabo por Excel 2013 arroja un coeficiente de letalidad de A
2.3865 min-mg-L', con un coeficiente de correlacion de 0.9718 y un valor de

desviacion estandar de 0.31.
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Log No/N 3 - y = 2.3865x

R?=0.9718

0 0.5 1 1.5 2 2.5
C-t (mg/L min)

Grafica 2 Log N/N, vs C-t de H. pylori en estado viable

Por lo tanto la ecuacion de Chick — Watson para H. pylori en su estado viable,

segun la Ecuacion 5 es la siguiente (Ecuacion 8):

Ny . _
ln<ﬁ)=(2.3865L-mln Lomg ™)« C-t
t

Esto quiere decir que para lograr una desinfeccién 2—Log (99%) se requiere de un

valor de C-tgg de 0.84 min-mg-L-".

5.2 H. pylori en estado VNC

En la Tabla 8 se pueden observar los resultados obtenidos para la bacteria H.
pylori en su estado viable. En la primer columna se muestran los valores de C-t
que fueron aplicados a cada muestra, en la segunda columna se muestran los
tiempos de contacto, en la tercer columna se muestran los resultados de la
cuantificacion arrojados por el equipo de g-PCR Applied Biosystems™ Fast 7500,
en la cuarta columna se muestra el promedio del triplicado de las cuantificaciones,
por lo que en la quinta columna se muestra el valor de la desviacion estandar para

el triplicado de las cuantificaciones en cada uno de los C:t's correspondientes, por
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ultimo en la sexta columna se muestra el valor del logaritmo del cociente entre el

numero de bacterias cuantificadas y el numero de bacterias iniciales.

Tabla 8 Resultados de q-PCR para H. pylori en estado VNC

C-t
(min-mg-L"")

t (min)

Qty

Promedio Desv. Est. Log (Ny/N)

0

0.00

9.10E+08
9.35E+08
9.20E+08

9.22E+08

1.26E+07

0.00

0.2

0.33

8.96E+06
9.50E+06
8.70E+06

9.05E+06

4.08E+05

2.01

0.4

0.60

2.10E+06
1.97E+06
1.69E+06

1.92E+06

2.10E+05

2.68

0.6

1.00

2.50E+06
2.73E+06
2.90E+06

2.71E+06

2.01E+05

2.53

0.8

1.33

4.26E+05
6.09E+05
5.12E+05

5.16E+05

9.16E+04

3.25

1.65

2.54E+05
2.69E+05
2.93E+05

2.72E+05

1.97E+04

3.53

1.4

2.33

2.42E+05
2.66E+05
2.20E+05

2.43E+05

2.30E+04

3.58

1.8

3.00

7.24E+04
6.92E+04
7.99E+04

7.38E+04

5.49E+03

4.10

3.32

3.82E+04
3.79E+04
4.26E+04

3.96E+04

2.63E+03

4.37

9.50E+03
9.75E+03
9.10E+03

9.45E+03

3.28E+02

4.99
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5.2.1 Ley de Chick
Con la Ley de Chick en su forma lineal (Ecuacion 4) y con resultados de la Tabla 8

se llevo a cabo la Gréfica 3, en la cual podemos observar que la regresion lineal
obtenida mediante Excel 2013 arroja una constante de velocidad de k = 1.3805
min', con un coeficiente de correlacién de 0.9859 y un valor de desviacién
estandar de 0.21.

y=1.3805x

37 R2=0.9859
Log No/N
2 |
1 |
0 .
0 1 2 3 4
t (min)

Grafica 3 Log N/N, vs t de H. pylori en estado VNC

5.2.2 Modelo Chick — Watson
Con el Modelo Chick — Watson (Ecuacion 5) y con resultados reportados en la

Tabla 8 se llevo a cabo la Gréfica 4, en la cual podemos observar que la regresion

lineal llevada a cabo por Excel 2013 arroja un coeficiente de letalidad de A
2.2956 min-mg-L, con un coeficiente de correlacion de 0.9851 y un valor de

desviacion estandar de 0.22.
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Log No/N y = 2/2956x

R?=10.9851

0 0.5 1 1.5 2 2.5
C-t (mg/L min)

Grafica 4 Log N/N, vs C-t de H. pylori en estado VNC

Por lo tanto la ecuacion de Chick — Watson para H. pylori en su estado VNC,

segun la Ecuacion 5 es la siguiente (Ecuacion 9):

Ny . -
ln(ﬁ)=(2.2956L-mm Lomg™) = C-t

t

Esto quiere decir que para lograr una desinfeccién 2—Log (99%) se requiere de un

valor de C-teo de 0.87 min-mg-L™".

Los resultados se pueden resumir como se muestra en la Tabla 9:

Tabla 9 Cinética de desinfeccion de H. pylori

Cte de velocidad Coef. de letalidad Ctog
H. pylori .
(min) (L-min-'-mg™) (min-mg-L-)
Viable 1.44 2.39 0.84
VNC 1.38 2.30 0.87
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Langlais et al., 1991 reporta diversos valores de coeficiente de letalidad para los
diferentes tipos de patdgenos; para quistes de bacterias reporta 0.5 L-min-'-mg™’,
para esporas de bacterias 2 L-min-"-mg™', mientras que para virus 5 L-min-'-mg-'.
Los valores obtenidos de 2.39 y 2.30L-min""-mg-" para H. pylori en el estado viable
y VCN respectivamente, se encuentran por encima de los reportados para las

esporas de bacteria.

En la Tabla 10 se muestran los valores de C-tg9 para la desinfeccion con ozono de

los diversos microorganismos patdégenos reportados por la OMS:

Tabla 10 Valores de C-teg reportados por la OMS para diferentes patogenos.

Grupo de C-too
i Patégeno T (°C)
patogenos (min-mg-L")
Bacterias - 0.02 5
0.9 1
Virus -
0.3 15
1.9 1
Giardia
0.63 15
Protozoos
Crvpt i 40 1
osporidium
YpIosP 4.4 22

Los valores de C-tgg obtenidos para H. pylori (a 20°C) se encuentran por encima de
los valores tipicos reportados por la OMS para las bacterias, superando ademas a
los valores reportados para los virus, incluso se encuentran ligeramente por

encima de los valores reportados para Giardia.

Los parametros tanto de coeficiente de letalidad como de C-teg indican que la
bacteria H. pylori presenta cierto grado de resistencia a la desinfeccion, lo cual
probablemente ha influido en su propagacion, pues se estima que actualmente
alrededor del 50% de la poblacion mundial ha contraido la infeccion
(Wannmancher, 2011).
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Para determinar si existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos

de la velocidad de reaccién y del coeficiente de letalidad, se llevd a cabo una

prueba estadistica denominada “t de Student”, la cual nos permite comparar los

valores obtenidos para cada parametro en cada uno de los estados metabdlicos

de la bacteria H. pylori (el estado viable y el estado VNC).

> Velocidad de reaccion:

Estado viable: Cuatro puntos, promedio de -3.10min' y desviacion
estandar de 0.30.
Estado VNC: Cuatro puntos, promedio de -2.99min"! y desviacion
estandar de 0.21.

Resultados: No se encontrd diferencia significativa entre los valores

obtenidos de la velocidad de reaccidon en la desinfeccién con ozono de

la bacteria H. pylori en los dos estados metabdlicos (viable y VNC).

> Coeficiente de letalidad:

Estado viable: Cuatro puntos, promedio de -4.19 L-min-1-mg-1 y

desviacion estandar de 0.31.

Estado VNC: Cuatro puntos, promedio de -3.01 L-min-1'mg-1 y

desviacion estandar de 0.22.

Resultados: Se encontré un 98% de diferencia significativa entre los
valores obtenidos del coeficiente de letalidad en la desinfeccién con
ozono de la bacteria H. pylori en los dos estados metabdlicos (viable y
VNC).

Por lo tanto no existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos para la

velocidad de reaccion entre ambos estados metabdlicos de la bacteria H. pylori

con el ajuste lineal realizado, mientras que si existe diferencia significativa entre

los resultados obtenidos para el coeficiente de letalidad entre ambos estados

metabdlicos de la bacteria H. pylori con el ajuste lineal realizado.
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5.3 Propuesta de diseiio de la camara de contacto

Para la propuesta de disefio de la camara de contacto se seguiran los siguientes

criterios de disefo:

e Objetivo del proceso
e Cantidad de ozono requerida

e Disefo de la camara de contacto

5.2.1 Objetivo del proceso
El objetivo del proceso puede ser brindar un pretratamiento que permita eliminar el

hierro y el magnesio, asi como favorecer la coagulacidon o incluso incrementar la
biodegradabilidad de cianuros, nitritos, sulfuros o fenoles. Sin embargo no es el
unico, pues otro objetivo puede ser, llevar a cabo una desinfeccion que nos

permita eliminar bacterias, virus, hongos o incluso esporas en el influente de agua.

En este caso el objetivo del proceso es la desinfeccion de agua contaminada con
H. pylori en el estado VNC y la camara de contacto mas empleada en plantas de
tratamiento de agua para esta finalidad es la “Camara de contacto en multietapas

con difusor poroso de burbujas finas”.

5.2.2 Cantidad de ozono requerida
En la desinfeccién con ozono el factor mas importante a considerar es la velocidad

de inactivacion de los microorganismos y no la transferencia de masa, por lo que
es necesario aproximar el comportamiento del flujo de la camara de contacto al de

un reactor tipo pistébn o PFR para asegurar un tiempo de contacto adecuado.

Con el objetivo de mantener las condiciones hidrodinamicas adecuadas se
recomienda mantener la siguiente relacion entre el flujo de alimentacion de ozono

y el flujo de alimentacién de agua:

Yooy _ de 0.15 a 0.20

QL Hy0
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Si el flujo a tratar es de 1 m3-s (3600 m3-h") y si fijamos una relacion de 0.17, el

flujo de ozono debe ser de:

m3 m3
Q603 = (0.17) = <3600 T) = 6127

5.2.3 Diseino de la camara de contacto
Como ya se habia mencionado el tipo de camara de contacto a disefar es la

“Camara de contacto en multietapas con difusor poroso de burbujas finas”, la cual

puede tener desde 1 hasta 6 etapas divididas por mamparas.

En este caso la camara de contacto contara con 4 etapas y suministro de ozono a
contra corriente en las etapas 1 y 3 (Figura 40). Se estima alcanzar una
desinfeccion 4-Log (99.99%).

Entrada de gas

»

Valvula de control é Salida de gaST
o Medidor de flujo o | |
1 |
V— — V— — ¥ \/\
l T TN N
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa4
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burbujas
l A A A A
— ] il el 1=

Figura 41 Camara de contacto para desinfeccion de H. pylori con ozono

En la seccién 4.4.2 Camara de contacto, se sefala la importancia del desarrollo de
la constante de decaimiento del ozono. Las pruebas realizadas para determinar
dicho decaimiento arrojaron los resultados que se observan en la Grafica 5.
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Grafica 5 Decaimiento de ozono

Por lo tanto el valor de la constante de decaimiento para las condiciones de
laboratorio en que se trabajaron es de: k’= - 0.1241min"! con un coeficiente de

correlacion de 0.9367, obtenida con una regresion lineal en Excel 2010.

Una vez obtenida la constante de decaimiento de ozono se procedio al calculo de
las etapas correspondientes a la camara de contacto, segun la Figura 40 de la
seccion 4.4.2 Camara de contacto. Por lo tanto las condiciones de inicio para el

desarrollo de dichos calculos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11 Condiciones de inicio de la camara de contacto.

Patégeno H. pylori
Estado VNC
Desinfeccién 4-Log

Ct 1.74 min-mg-L"’
Flujo de agua 1 m3st

Relaciéon O3-H20 0.17

Una vez realizados los calculos de disefio correspondientes a cada una de las
etapas se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 12.
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Tabla 12 Resultados obtenidos por etapa de la camara de contacto.

Etapa Superficie Longitud Ancho Altura TRH Ct
(m?) (m) (m) (m)  (min)  (min-mg-L")
1 6.97 0.77 9.00 5.00 0.58 -
2 2.79 0.31 9.00 5.00 0.23 0.59
3 6.00 0.67 9.00 5.00 0.50 0.29
4 106.23 11.78 9.00 5.00 8.85 0.88

Por lo tanto los resultados globales correspondientes a la camara de contacto se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13 Resultados globales de la camara de contacto.

Longitud total 13.5m

Ancho total 9.00 m
Relacién L-A 1.5

Altura 5.00 m

C-t total 1.86 min-mg-L"’

Como se muestra en la Tabla 12 en cada una de las etapas debe calcularse un C-t
que sera acumulable hasta alcanzar el C-t requerido para la inactivacion del
microorganismo patdégeno en cuestion, H. pylori en este caso. Los C-t de cada

etapa se encuentran en funcion del tiempo de residencia.

Al final del proceso de desinfeccion el efluente tratado en la camara de contacto
habra sido sometido a un C-t de 1.87 min-mg-L-' el cual es ligeramente mayor al
requerido para llevar a cabo la inactivacion de H. pylori en el estado VNC (1.74
min-mg-L-1), esto debido a los tiempos de residencia empleados en los calculos,
pues al cambiarlos el valor de C-t se dispara o decrece (dependiendo de la etapa

en que se aplique la variacién), sin embargo aqui se presentan los resultados
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obtenidos con los tiempos de residencia que permitan obtener el C-t mas proximo

al requerido pero sin ser inferior.

La norma europea UNE-EN 1278 denominada “Productos quimicos utilizados en
el tratamiento del agua destinada al consumo humano. Ozono” sefiala que el
rango de C-t requerido para la desinfeccidn (incluyendo virus y parasitos) va de
1.6 a 2.4 min-mg-L-", aplicando una concentracién de 0.4 mg-L"' de ozono en un
tiempo de contacto de 4 a 6 minutos. Por lo tanto el C-t para inactivar H. pylori en
cualquiera de sus dos estados metabdlicos, asi como el C-t obtenido en el calculo
de la camara de contacto se encuentran dentro del rango contemplado por dicha
norma. Cabe mencionar que ésta norma es la Unica a nivel mundial que establece

las condiciones para llevar a cabo la desinfeccion con ozono.
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6. CONCLUSIONES

Los valores de C-tes obtenidos para la inactivacion con ozono de H. pylori
fueron 0.84 min-mg-L" para el estado viable y 0.87 min-mg-L' para el
estado VNC. Con base en estos valores de C-tog obtenidos, la bacteria H.
pylori en el estado VNC mostr6 mayor resistencia al proceso de
desinfeccion que en estado viable.

Los valores de coeficiente de letalidad obtenidos en la desinfeccion de H.
pylori con ozono fueron -2.39 L-mg'min-! para el estado viable y -2.30
L-mg"-min-! para el estado VNC. Segun los valores obtenidos de C-tos y del
coeficiente de letalidad, la bacteria H. pylori en cualquiera de sus dos
estados metabdlicos ha mostrado poseer mayor resistencia al proceso de
desinfeccion con respecto a otros patdégenos como Giardia.

Con base en las diferencias observadas entre los valores de C-t requeridos
para la inactivacién de H. pylori (Tabla 9) con respecto a otros patdogenos
como los mostrados en la Tabla 10, se puede apreciar una aparente
resistencia a la desinfeccién al demandar un mayor valor de C-t para su
inactivacion por lo que es mucho mas recomendable el uso de ozono.

Los valores obtenidos para la constante cinética de la desinfeccion con
ozono de H. pylori a 20°C fueron -1.44 min-! para el estado viable y -1.38
min-' para el estado VNC. En ambos casos el valor de la constante cinética

es mayor a 1, lo que significa que el proceso de desinfeccidn requiere de un

79



—

(/7 | Conclusiones F“ T

UNAM'

mayor tiempo de contacto para lograr la reduccion de un logaritmo en la
concentracion.

El analisis “t de Student” mostré que no existe diferencia significativa entre
los resultados obtenidos para la velocidad de reaccion entre ambos estados
metabdlicos de la bacteria H. pylori con el ajuste lineal realizado, mientras
que si existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos para el
coeficiente de letalidad entre ambos estados metabdlicos de la bacteria H.
pylori con el ajuste lineal realizado.

Una camara de contacto que permita inactivar en un 99.99% la bacteria H.
pylori en estado VNC, para un flujo de 1 m3.s' debe contar con 13.5 m de
largo, 9 m de ancho y 5 m de altura, un TRH de 10.1 minty un C-tde 1.77
min-mg-L-'. Para el disefio de la camara de contacto el parametro mas
importante es el C-t de inactivacién, el cual se encuentra en funcion del
patdgeno a tratar y del nivel de desinfeccion que se desee alcanzar. El flujo
es un parametro que puede ajustarse dependiendo del espacio disponible.
Mientras que las dimensiones de cada etapa se encuentran en funcion del

tiempo de residencia y de los puntos de suministro de ozono.

Recomendaciones:

Se recomienda realizar la propuesta de una normatividad ante las
autoridades correspondientes, que permita indicar los parametros
necesarios para llevar a cabo la desinfeccién con ozono en el pais; o que la
bacteria H. pylori sea incluida dentro de los parametros de caracteristicas
bacterioldgicas de la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994.

Se recomienda realizar un estudio a los pozos encargados de abastecer de
agua potable a los habitantes de México, con la finalidad de ubicar la(s)
fuente(s) de infeccion por H. pylori que permitan emprender acciones
focalizadas de desinfeccidn para erradicar a la bacteria y por ende disminuir
el alto porcentaje de infeccion provocada por ésta en nuestro pais donde se

estima que la prevalencia es de entre el 70 y el 90% (Torres et al., 2016).
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