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CA = Con agitacion
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Resumen

La ineficiencia para inactivar organismos de alta resistencia por medio de cloro, ozono y
luz UV han llevado a la exploracion de alternativas en materia de desinfeccion, que
permitan asegurar su eliminacion. El control biolégico es fundamental para evitar
problemas de salud pudblica, principalmente en regiones con condiciones precarias, de
economias emergentes y de infraestructura escasa. La carga biologica contenida en el agua
ha constituido histéricamente padecimientos recurrentes asociados directamente con
estrategias de control y reisos no adecuados.

El presente trabajo se enfoco en explorar el efecto de inactivacion de la plata, cobre, hierro
y dos agregados minerales (AM) extraidos de minas sobre huevos de helminto de Toxocara
canis y Ascaris lumbricoides (como modelos de organismos de alta resistencia), sugiriendo
también los mecanismos involucrados en la pérdida de viabilidad (PV) de los mismos.
Igualmente, exploré el uso de AM como material de empaque dentro de un sistema
experimental para retener e inactivar a los HH; su dimensionamiento, construccién y
operacion, asi como la viabilidad que representa dicha tecnologia, empleando para ello:
analisis fisicos, quimicos y bioldgicos.

En primera instancia de forma independiente se evalu6 la capacidad de inactivacion que
poseen los metales y los agregados sobre los HH por contacto directo a concentraciones
(0.01, 0.05,0.1, 0.5, 1y 2 mg L™) y tiempo de exposicion progresivos (30, 60, 90, 120, 150
y 180 min), empleando dos técnicas (tincion diferencial por exclusion y por larvado in
vitro), Los compuestos con plata registraron una inactivacion de entre 4 y 92%, mientras
con hierro registraron 10 y 91% y finalmente con cobre entre un 65 y 94%, resultando con
mayor poder de inactivacion las especies oxidadas en ambos casos. Por otro lado, los
agregados estudiados AM; y AM, obtuvieron entre 64 y 93% y 73 y 96%, respectivamente.
No obstante, la totalidad de los casos referidos anteriormente evidenciaron sensibilidades
especificas por especie.

En complemento, una memoria fotografica conformada por microscopia éptica (MO) y
electronica de barrido (MEB) sugirié que los mecanismos involucrados en la pérdida de
viabilidad (PV) en HH derivada del contacto con agentes con Fe, Cu y Ag se basa en la
combinacion de eventos de interaccion con los constituyentes del huevecillo, tales como
proteinas, compuestos lipidicos y material genético, cambios en la capacidad homeostética,
eventos oxidativos y de intervencién metabolica, que en conjunto intoxican e impiden las
condiciones de homeostasis necesarias para fomentar su capacidad de larvado. Por otro
lado, en los AM ocurre por estrés quimico, derivado del contenido de los agregados con
capacidad biocida, tal como lo sefialan los ensayos de contacto directo y sin agitacion (SA),
el cual se lleva a cabo por eventos similares a los presentados con otros metales. No
obstante, los ensayos efectuados con agitacion (CA) encontraron que también puede ocurrir
la inactivacion por estrés de tipo mecanico, que se asocia al efecto abrasivo de las
estructuras del material pétreo, tal como lo sefiala la evidencia fotografica. En conjunto, el
analisis de ambos ensayos indica que los agregados pueden ejercer pérdida de viabilidad de
manera independiente, asi como por la combinacion de ambos, derivando también en
efectos sinérgicos para ambos AM.

El filtro experimental resultante contd con una profundidad de 200 cm por % in de
diametro, con segmentos progresivos de 10 cm para dar seguimiento a las tasas de
inactivacion y de filtracion ofrecidas por cada seccion para cada empaque (AM; 0 AM,). El

10
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sistema se operé de forma continua en dos condiciones: a) operacion de disefio (OD):
durante 15 dias, a un gasto de 1.33 L d™* y un TRH de 120 minutos y b) operacién maxima
(OM): durante 3 dfas a un gasto de 60.5 L d* y un TRH de 1.5 min para el AM; y 1.9 min
para el AM, En ambos casos se logré la eliminacion y retencion de todos los HH
introducidos, requiriendo 100 cm de lecho efectivo para ello, siendo los primeros para la
primera operacion y los ultimos para la segunda, evidenciando en los organismos
fenomenologias de tipo mecéanico y quimico, similares a los evidenciados en las pruebas de
contacto directo.

El uso de AM constituye una tecnologia alternativa innovadora contra HH al presentar
resultados en bajas concentraciones y tiempos de contacto. Asimismo cumple con algunas
de las caracteristicas econdmicas, quimicas y ambientales y que hace factible su uso, tales
como ser de bajo costo, alta durabilidad, facil obtencion, aplicacién, manejo, transporte y
disponibilidad.
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1 INTRODUCCION

La morbilidad asociada a las helmintiasis constituye un problema de salud publica
acentuado en los paises con economias emergentes y en situacién de pobreza. Dicho
padecimiento es responsable de un estimado de tres millones y medio de muertes por afio,
asi como patologias en una tercera parte de la poblacion mundial (Papale et al., 2008;
Jiménez, 2007; Mintz et al., 2001). Las condiciones prevalentes de infraestructura, higiene
y el establecimiento del redso de agua con calidad no adecuada constituyen factores que
contribuyen de manera determinante a su prevalencia (Maya et al., 2012; Rojas et al., 2004;
De Victorica y Galvan, 2003).

Los métodos con mayor uso en desinfeccion de agua residual en plantas de tratamiento son:
cloro y el ozono con 80%, seguidos de luz UV con 10% Yy solar con el 5%. Ellos basan su
poder germicida en procesos oxidativos, asi como en la desestabilizacion macromolecular
del organismo por penetracion. Sin embargo, ninguno de ellos resulta con suficiente poder
para inactivar organismos que cuentan con estructuras de alta resistencia, tales como:
quistes, oocistos, virus y huevos de helminto (HH), entre otros (Rojas y Orta, 2009; Rojas
et al., 2008; Gross y Farrell-Poe, 2004). En Sobsey (2002) se enfatiza particularmente sobre
los HH como los organismos de mayor resistencia en una escala de microorganismos de
interés sanitario. Los padecimientos que ocasionan requieren de una particular atencion, al
constituir un problema grave de salud publica en algunas regiones del mundo.

Ello radica en la baja eficiencia de inactivacion que presentan los desinfectantes antes
mencionados ante los HH y la prevalencia en la poblacion local. Los mismos resultados
ineficientes se han observado ante diversos tratamientos de tipo aerobios, anaerobios,
térmicos, de pH variable y filtracion fina de membrana (Jiménez y Maya, 2007). No
obstante que su aplicacion dirigida resulta méas efectiva, aunque en ocasiones de
complicada implementacién, debido a las condiciones de infraestructura prevalentes in situ,
asi como los costos asociados. Lo anterior ha derivado en la imposibilidad de asegurar la
inocuidad absoluta del efluente tratado de las plantas de tratamiento.

Con el objeto de inactivarlos, agentes quimicos "no convencionales” han sido explorados,
dentro de los cuales se encuentran: fenoles y derivados aromaticos, alcoholes, aldehidos,

acidos y haldgenos, entre otros (Agencia de proteccion ambiental (EPA), 2010; Alonso et
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al., 2004), aunque con resultados similares. Asimismo, una vertiente de reciente
exploracion se constituye por el uso compuestos con contenido metalico con accion
biocida, tales como Zn, Al, Ag, Cu, entre otros, ya sea de manera independiente o en
conjunto. Lo anterior, al demostrar que los metales tienen capacidad sinérgica, asi como un
efecto oligodindmico sobre virus, bacterias y hongos (entre 50-90%) (Miranda et al., 2011;
Orta et al., 2008; Ruparelia et al., 2008; Dubas et al., 2006; Panacek et al., 2006). De igual
manera, se exploran en combinacion con luz UV (Kim et al., 2008), como matrices
conformadas (Rivera-Garza et al., 2000), inmersos en materiales ceramicos (Kim et al.,
2004) y en silicatos (Kawashita et al., 2003), por solo mencionar algunos. No obstante, la
exploracién sobre HH ha sido nula.

En este contexto, se buscd explorar el efecto independiente producido por metales,
empleando compuestos con contenido de plata, cobre y hierro, asi como de agregados
minerales (AM) con contenido metalico sobre HH. Asimismo, pretende emplear el material
pétreo a manera de lechos filtrantes, para promover la pérdida de viabilidad en un sistema
experimental de filtracion. Se plantea usar en ambos casos como modelos a los huevecillos
de Ascaris lumbricoides y Toxocara canis, por poseer estructuras de resistencia y por ser
microorganismos que no se eliminan en su totalidad por los métodos antes mencionados.
De manera adicional, por presentar la mayor prevalencia en agua residual doméstica, asi
como ser el helminto con mayor zoonosis con el humano, respectivamente (Romero—Nufiez
etal., 2013; Jiménez y Maya, 2007).
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HIPOTESIS

Alteraciones en los componentes estructurales del huevo de helminto derivados del
contacto directo con plata, cobre, hierro y con agregados minerales en medio acuoso
ejercen un efecto sobre la viabilidad del huevo de helminto.

Para ello se generaron las siguientes hipdtesis particulares para cada especie de helminto
estudiado.

Hipotesis para Ascaris lumbricoides

Ho= Compuestos con hierro, plata, cobre y los agregados minerales no tienen influencia
sobre la potencial viabilidad del huevo de helminto de Ascaris lumbricoides suspendido en

agua destilada, desionizada y esterilizada.

H,;= Compuestos con hierro, plata, cobre y los agregados minerales si tienen influencia
sobre la potencial viabilidad del huevo de helminto de Ascaris lumbricoides suspendido en

agua destilada, desionizada y esterilizada.

Hipdtesis para Toxocara canis

Hocrc) = Compuestos con hierro, plata, cobre y los agregados minerales no tienen influencia
sobre la potencial viabilidad del huevo de helminto de Toxocara canis suspendido en agua

destilada, desionizada y esterilizada.

Hirc)= Compuestos con hierro, plata, cobre y los agregados minerales si tienen influencia
sobre la potencial viabilidad del huevo de helminto de Toxocara canis suspendido en agua

destilada, desionizada y esterilizada.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la plata, cobre, hierro y agregados minerales sobre los huevos de

helminto y su potencial uso en un sistema de filtracion, a través sus porcentajes de

inactivacion y de filtracion.

Objetivos particulares

Seleccionar la técnica de estimacion de viabilidad que permita identificar la
inactivacion de HH derivada del contacto con los agentes metélicos evaluados,
entre larvado in vitro y tincion diferencial por exclusion mediante

Caracterizar la accion desinfectante ocurrida en los huevos de helminto derivada
del contacto directo con compuestos con contenido de plata, cobre, hierro y dos
agregados minerales, mediante los porcentajes incubacién por las técnicas in
vitro y tincion diferencial por exclusion.

Proponer los mecanismos responsables de la inactivacion en huevos de helminto
derivados del contacto con compuestos con contenido metélico de plata, cobre,
hierro, con base en sus respuestas morfoldgicas, analizadas con ensayos de
incubacion in vitro y tincion diferencial por exclusion, por microscopia optica y
de barrido.

Proponer los mecanismos responsables de la inactivacion en huevos de helminto
derivados del contacto con dos agregados minerales, con base a sus respuestas
morfoldgicas ocurridas en ensayos en matraz y en el sistema experimental,
reforzado por su incubacion in vitro y tincién diferencial por exclusién, por
microscopia éptica y de barrido.

Evaluar el uso de agregados minerales como empaque de un filtro para eliminar
los huevos de helminto, mediante su tasa de filtracion y de pérdida de viabilidad
evaluada por su tasa de incubacion in vitro y tincion diferencial por exclusion.
Explorar a los agregados minerales como una alternativa en desinfeccion en
base a algunas propiedades que deseablemente debe poseer un agente empleado
para dicho fin.
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2 ALCANCESY LIMITACIONES

El presente trabajo pretende explorar una nueva propuesta en materia de desinfeccion, al
emplear compuestos metélicos para lograrlo, asi como el uso de agregados minerales con
contenido metalico que combinan la inactivacion por efectos mecanicos y quimicos, lo cual
constituye un estudio sin precedente. Para ello se emplearon como modelo huevos de
helminto, que representan a organismos resistentes a otros agentes (cloro, ozono y luz UV).
Asimismo, busca proponer los mecanismos involucrados en su pérdida de viabilidad con
los agentes explorados. De manera adicional, plantea la idea y evaluacion de un “filtro
desinfectante” experimental que separe e inactive a los organismos del influente.
Finalmente, explora a los agregados minerales como una alternativa tecnoldgica en

desinfeccion de agua con base en algunas propiedades que posee.

Algunas particularidades a considerar dentro del presente trabajo:

e Se evaluaron y caracterizaron dos agregados minerales provenientes de dos minas
de extraccion de plata con contenido de cobre, hierro y silice, ubicadas en
Zacatecas, México.

e Los ensayos de inactivacion para huevos de helminto se determinaron empleando
como modelo bioldgico dos especies de neméatodos (Toxocara canis y Ascaris
lumbricoides).

e La recuperacion de los lotes de huevecillos empleados en los ensayos se efectud en
ambos casos a partir de hembras gravidas adultas obtenidas por purga del hospedero
definitivo.

e La capacidad de inactivacién ofrecida por los diferentes compuestos evaluados, asi
como la de los dos agregados minerales se estimd de manera independiente por
medio de pruebas de contacto directo sobre ambas especies de HH empleando
concentraciones de 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00 y 2 g mL™ de cada agente a 30, 60,
90, 120, 150 y 180 minutos como tiempos de contacto.

e Latotalidad d los ensayos efectuados se evaluaron en agua destilada, desionizada y
esterilizada para estimar solo la interaccion de los huevos de helminto con los

agentes de prueba.
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Los mecanismos de inactivacion se propusieron a partir de los cambios
morfologicos sufridos por los organismos como consecuencia de los ensayos
efectuados en el presente trabajo, asi como con lo ocurrido en otros organismos
expuestos a agentes metélicos.

El sistema experimental se evalud solo mediante el porcentaje de filtracion y el de la
pérdida de viabilidad obtenida a partir de dos tipos de operacidn propuestos..

El potencial uso que representan los metales y los agregados minerales como
alternativa en materia de desinfeccion se analiz6 con base en los resultados de
inactivacién obtenidos en el presente trabajo.

Se analiz6 la viabilidad del uso de agregados minerales como alternativa
desinfectante considerando algunas caracteristicas que deseablemente deberia

presentar un agente para dicho fin.

Aporte cientifico

v
v

Generar conocimiento relativo a la inactivacion en organismos de alta resistencia.
Explorar la desinfeccion de manera novedosa con la exploracion de agentes y
formas de interaccion con los organismos para lograr dicho fin.

Obtener las condiciones de larvado en HH para la técnica de incubacion in vitro,
que ofrecen los mejores resultados

Proponer los mecanismos involucrados en la inactivacion de huevos de helminto
derivados del contacto con agentes con contenido metélicos.

Desarrollar el concepto de un “filtro desinfectante”, el cual no existe en la
actualidad.

Ofrecer una alternativa Util en materia de control de organismos para los paises que
presentan problematicas de salud publica, que pueda ser implementada en las

condiciones de infraestructura que usualmente prevalecen en dichos sitios.
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3 MARCO DE REFERENCIA

El Fondo de Poblacion de las Naciones Unidas (UNFPA), (2012) sefala, que
historicamente los asentamientos urbanos se han desarrollado cerca de zonas de
abastecimiento de recursos basicos. Sin embargo, la sobreexplotacion in situ ha derivado en
un consumo no sostenible, lo cual, ha llevado a tomar medidas para mantener los aun
existentes (ONU, 2012). Lo anterior se fundamenta en el manejo responsable e integral de
los recursos, disminuyendo con ello una sobreexplotacion del sitio. Ello, centra la
problematica en su tipo de uso, tratamiento o disposicion final del recurso.

En el caso particular del agua, se han implementado procedimientos, asi como lugares
especializados capaces de manejar su contenido quimico y bioldgico, asi como el volumen
generado. Sin embargo, limitaciones tecnoldgicas, econdémicas y de espacios determinan la
calidad prevalente del efluente, que en ocasiones no es la recomendada y/o la adecuada
para su redso o disposicion. Con ello, la necesidad de explorar técnicas efectivas, viables y
adecuadas a cada sitio para alcanzar dicha meta.

Un ejemplo de mal uso corresponde al factor de carga bioldgica, el cual ha protagonizado
repetitivamente eventos tragicos a lo largo de la historia, tal como el sucedido en Inglaterra
en 1854, que derivé en muertes masivas por consumo de agua contaminada con organismos
patdgenos. No obstante, en la actualidad se han caracterizado mas de 20 padecimientos
asociados con la carga bioldgica del agua. Los estudios evidenciados John Snow sentaron
las bases del estudio formal de la ingenieria sanitaria y permitié un avance fundamental en
el estudio de la desinfeccion misma, asi como de la ingenieria ambiental, dejando con ello
el empirismo que prevalecia hasta entonces.

Lo anterior impulsé la exploracion de agentes que promovian la eliminacion de
organismos, asi como el modelo de infraestructura relativo a tratamiento, y que prevalece
hasta nuestros dias, ha complicado el control del contenido. Desde entonces se ha
mencionado, que la efectividad dependia directamente de la limitacion del desinfectante
mismo, de la reactividad con el medio donde son aplicados, del mecanismo de accion que
emplean e inclusive de las caracteristicas de los organismos objetivos (Metcalf, 1996). Por

ello, la construccion del concepto de calidad microbioldgica se modific hacia la busqueda

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Marco de referencia

poSCRAR!

Ingenieria

de una relacion adecuada entre calidad de agua y sanidad (concepto que se tiene en la

actualidad).

3.1 Organismos relevantes en la desinfeccion

En la actualidad, la calidad del agua limita su uso, por ello puede enfocarse en retirar
elementos especificos, 1o que conlleva a contener en mayor o menor cantidad de virus,
bacterias, protozoarios, huevos de helminto y hongos, particularmente la no destinada para
contacto humano. La patogenicidad constituye el criterio para considerar a un organismo
como “de cuidado”. Sin embargo, su biologia, su baja capacidad infectiva, morbilidad de la
mayoria de ellos y costo de deteccion asociado, hacen que no sean monitoreados. Por ello,
se deberian considerar factores bioldgicos, ambientales, ecoldgicos e inclusive, de usos y
costumbres para el establecimiento de la normatividad en la materia, conllevando inclusive
a una normatividad local.

Lo anterior se ejemplifica en la NOM-003-SEMARNAT-1997, la cual solo considera como
“contaminantes patdgenos y parasitarios” a organismos coliformes (totales y fecales) y
huevos de helminto. Sin embargo, otros que eventualmente pueden ser patdgenos y no
formar parte de dicho grupo, son: virus de la hepatitis, Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia y Balantidium coli, por mencionar algunos, los cuales no se contienen en ella. De
igual manera, la existencia de algunos otros asociados a mascotas, tales como
Criptosporidium sp., Toxocara canis, y Toxocara cati, entre otros, tampoco lo son.
Ciertamente, la mayoria no constituyen problema para los desinfectantes actuales, ni para la
poblacion humana en general, aunque si lo es para la denominada “poblacion sensible”,
correspondiente a nifios y adultos (mayores a 60 afios), asi como individuos con el sistema
inmunolégico comprometido. No obstante, los métodos de desinfeccion comunmente
empleados (cloro, ozono y luz UV) no son eficientes contra organismos que poseen
estructuras que permiten condiciones de baja permeabilidad e intercambio con el medio, asi
como resistencia mecanica, tales como en quistes, esporas y huevos de helminto, por
mencionar algunos.

De hecho Sobsey (2002), refiere una escala para microrganismos en agua residual
domeéstica, dentro de los cuales ubica a los huevos de helminto como los mas resistentes
ante procesos de tratamiento de remocién o eliminacion cominmente empleados en

ingenieria ambiental, seqguidos de quistes y oocistos de protozoarios>bacterias acido-
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alcohol resistentes (Mycobacteria sp., Corynebacterium sp. y Nocardia sp.)>Virus
entéricos>bacterias enteropatogenas. De hecho en Aquino, (2007), se registran mas de 20
padecimientos relacionados de manera directa o indirecta con el agua tratada que impactan
en términos de morbilidad y mortandad humana, donde todos los grupos antes mencionados
se encuentran representados, para los cuales no existe normatividad. Ello manifiesta la

importancia de una desinfeccion efectiva en matrices ambientales.

3.1.1 Eleccidn del organismo de prueba

» Se emplearon como organismos representativos de helmintos a los neméatodos A.
lumbricoides y T. canis debido a tener mayor dispersion, prevalencia a nivel
mundial dentro del agua residual, asi como a la asociacion del organismo a
padecimientos parasitarios en asentamientos humanos (De la Fé et al., 2007;
Jiménez y Maya, 2007; Rojas et al., 2004).

» La propuesta de emplear T. canis, obedece a que dicha especie presenta una mayor
cantidad de capas (cinco) (Aycicek et al., 2001), en comparacion con A.
lumbricoides que presenta cuatro (Jiménez, 2007; Quiles et al., 2006).

» Dentro de los sistemas filtrantes se empled T. canis como organismo de prueba, ya
que presenta una menor capacidad infectiva por manipulacion y por contacto
accidental que presenta. Asimismo, ya que suele ser una infeccion tratable

facilmente con antihelminticos.

3.1.2 Estructura de los huevos de helminto

En Jiménez, (2007) se sefiala, que éstos son altamente resistentes por contar varias capas
(de tres a cinco) que funcionan como proteccién ante el estrés ambiental y quimico, aunque
cada capa se encuentra estructurada de manera diferente, ya que cumple una funcién

especifica, tal como se detalla en la Tabla 3-1.
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Tabla 3-1 Estructuracion general de los huevos de helminto

Capa Composicion { Funcion
Lipidos (75%)(En ascaridos; 3,6
didesoxi-L-arabinohexosa, vinculada
a una larga cadena de OH, manoles y
dioles)

Proteinas (25%)

Permeabilidad y
proteccion al embrion

Lipidica-Proteica
(interna)

Quitina (N-acetil-D-glucosamina,
unidos por enlaces  en una matriz
polimérica)

Proteinas

Quitinosa Estructura de resistencia

Adhesion, rigidez y

Vitelina Lipoproteinas . . L
resistencia mecanica

Mucopolisacaridos
Proteinas
Lipidos

Uterina (externa) Adhesién e intercambio gaseoso

Tomado de Quiles et al., (2006)

Su conformacidn general, se constituye de una cubierta externa de naturaleza lipoprotéica y
de forma irregular (Aycicek et al., 2001), la cual cumple las funciones de adhesion,
irritabilidad, barrera fisica y quimica, asi como osmoregulacion ionica, gaseosa y nutricial.
Posteriormente, posee una de tipo vitelina que le confiere proteccion contra desecacion,
acidez extrema, agentes oxidantes, detergentes, entre otros. Como Gltima, se ubica una capa
quitinosa con grosor variable responsable de la resistencia mecénica. (Tay, 1993). Al centro
de éstas existe una capa lipidica (liquida) que se encarga de confinar y separar las capas del
el nucleo, el cual se ubica en el centro, que se encuentra compuesta de acido nucleico, que
da origen al embrién, tal como se menciona en la Figura 3-1. Es importante sefialar, que
aunqgue algunas especies no presentan la capa uterina, ni vitelina, presentan resistencia a
estrés ambiental y quimico. Lo anterior es solucionado por los huevecillos mediante el

aumento de grosor en sus capas existentes (Tay, 1993).
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post ARG

Capa Uterina

Capavitelina

Capa quitinosa

Capainterna

Cl

Huevo de T. canis Esquema de huevo de helminto Huevo de A. lumbricoides

Iméagenes de elaboracién propia
N=Nucleo; CU=Capa Uterina; CV=Capa Vitelina; CQ=Capa Quitinosa; CI=Capa Interna
Figura 3-1 Estructuras principales de los Huevos de helminto estudiados observados a MO 40x

Dicho estadio limita la permeabilidad solo a funciones homeostaticas. Sin embargo, el
requerimiento de un mayor espacio incrementa su interaccion con el exterior (Buendia,

2001), lo cual resulta relevante para el presente trabajo.

3.1.3 Helmintiasis y morbilidad en humanos

Las helmintiasis se consideraron como un problema especial importancia dentro de los
paises con economias emergentes a partir de la década de los 70s (Organizacién Mundial de
la Salud (OMS, 2009). Con dicho nombre se definié a la infestaciébn por uno o mas
organismos de tipo gusanoide (helminto) desarrollados en un hospedero particular. Los
nematodos, céstodos y trematodos fueron los grupos incluidos dentro de dicha
clasificacion, al ser principalmente los responsables del padecimiento (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Ciencia, la Educacién y la Cultura (UNESCO), 2009).

El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) y la Secretaria de Salud de México,
puntualizan sobre su ocurrencia en la denominada poblacion sensible (nifios, personas
mayores y en la poblacion con sistema inmunoldgico disminuido). También a las
condiciones de pobreza, carencia de servicios y limitada sanidad, que en conjunto fomentan
indices de prevalencia superiores al 90% (WHO, 2009; Jiménez, 2007; Bratton y Nesse,
1993). A pesar de ello, la patogenicidad no necesariamente se encuentra ligada a estos
factores, sino que también ha sido relacionada con habitos, costumbres, higiene y factores
socioecondémicos (Vasquez-Garibay et al., 2002). Lo anterior sugiere que la combinacién

de ellos influye en su morbilidad.
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A nivel mundial, se estima que cinco millones de personas lo presentan a niveles extremos

(hiperhelmintiasis e hiperparasitosis), mientras que entre 800 y 1100 millones lo hacen de
forma moderada (con sintomatologias tipicas) (WHO, 2009; Jiménez, 2007; Vasquez et al.,
2002). De hecho, el 80% restante de la poblacion lo padece a un nivel menor (sin
patologia), ya que las condiciones de sanidad, asi como los usos y costumbres relacionados
con el agua propician que inclusive con la respiracion sea suficiente para adquirir al
huevecillo. Algunas de las especies prevalentes dentro del agua residual son Taenia solium,
Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Necator
americanus, Onchocerca volvulus, Schistosoma sp. y Trichuris trichiura (Jiménez, 2007,
Warren, 1990).

Sin embargo, la sintomatologia mostrada por cada especie es diferente y frecuentemente se
confunde con otros padecimientos, al presentar cuadros clinicos comunes. Algunas de las
manifestaciones tipicas son: hemorragias, coagulacion deficiente, reacciones alérgicas a
medicamentos, comida o ambiente, fiebre, urticaria, asma, dolor abdominal, meteorismo,
nausea vomito, diarrea y cuadros de anemia. A pesar de que la mortalidad es baja, sus

consecuencias disminuyen la calidad de vida del hospedero.

3.1.4 Toxocara canis

Es un nematodo perteneciente a la familia Ascaridae, del género Toxocara (Anderson et al.,
1979; Brusca, 2002). A nivel mundial se encuentran reportadas 24 especies (De la Fé et al.,
2007). Su variabilidad tiene como base la morfologia de los labios, la forma de las aletas
cervicales, la longitud de las espiculas y algunas caracteristicas del aparato reproductor
femenino, asi como el hospedero definitivo (Nestor et al., 2000; Duménigo y Lao, 1994).
En particular para T. canis suelen ser canidos, aunque existen registros en humanos, felinos,
conejos, murciélagos y bufalos, como paraténicos o accidentales. Un factor importante para
la dispersion del género, se relaciona con la capacidad infectiva del helminto y su ciclo de
vida particular. No obstante, ambos favorecen la infestacion por las costumbres y practicas
particulares del humano. En De la Fé et al., (2007), se menciona, que existen tres especies
ampliamente distribuidas, tales como T. canis, T. cati y T. vitulorum, que suelen infestar a
canidos, felinos y caprinitos; que ocasionan la mayoria de las infecciones a nivel mundial.
Asi mismo, existen reportes de prevalencia en humanos, de entre 3% a 46% en diferentes

paises latinoamericanos. En complemento, estudios realizados a nivel mundial por el
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Institute for International Cooperation in Animal Biologics en 2008, donde se analizaron

muestras de suelo en parques publicos, resultaron en incidencias de Toxocara spp., hasta en
el 88% de los parques publicos estudiados, constituyendo asi uno de los padecimientos
parasitarios zoon6ticos con mayor frecuencia.

Lo anterior se explica, ya que el perro (hospedero definitivo) es un componente importante
dentro de la sociedad humana, al igual que ocurre con otras especies, ya sea de compafiia o
para explotacion, tal como se especifica en la Figura 8-1, contenida en el ANEXO I. En
particular, estos se emplean en medios rurales para labores de seguridad y trabajo de
pastoreo, en tanto que, en el ambiente urbano se encuentra como animal de compafiia. Por
otro lado, la combinacion de una estrecha convivencia, una poblacion canina en franco
incremento, las formas de crianza y normas de higiene deficientes (referidas al manejo de
las excretas), constituyen por si mismas un mecanismo altamente efectivo de supervivencia

y diseminacion para el helminto (Reyna et al., 2007).

3.1.4.1 Larvas

Miden aproximadamente 0.3 a 0.4 mm de longitud y 0.1 a 0.3 mm de didmetro (De la Fé et
al., 2007). El desarrollo del gusano expande las cubiertas, ocasionando la pérdida de
sfericidad (Figura 3-2) asemejando una estructura cilindrica cuando ésta llega a algln

estado larvario (Ly, L, 0 Lg).

MO;40x MEB 3500x; 15 KV

MO= Microscopia 6ptica; MEB= Microscopia electrénica de barrido

Iméagenes de elaboracién propia
Figura 3-2 Huevos de T. canis a diferentes microscopias

3.1.4.2 Huevos
De acuerdo con De la Fé et al. (2007), los huevos poseen forma esférica, son de color pardo

obscuro o grisiceo, con una circunferencia de 40 a 90 um de didmetro y cuatro capas. La
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primera ubicada en el nucleo, la siguiente interna de naturaleza lipidica, seguida de una

quitinosa (triple) y finalmente una exterior de tipo proteica; principalmente compuesta por
albumina. Al exterior se observa un entramado con depresiones denominadas “fosetas”.

Sin embargo Aycicec et al. (2001) sefiala, que las tres estructuras realmente se pueden
dividir en cinco. Adicionalmente, sefiala la existencia de una pequefia capa vitelina,
modificando la conformacién como sigue:

a) Una zona lamelar formada por la superposicién de cuatro o cinco capas fibrosas 0.60 um
en promedio de espesor.

b) Una capa granular electro-densa con un ancho promedio de 0.35 pum, exteriormente es
regular, pero en su parte interior se observa dentada.

¢) Una pequefia capa vitelina la cual sigue el contorno de las crestas y las depresiones de la
capa subyacente.

d) Una membrana delgada; ocasionalmente con “fosetas” de hasta 0.5 um. En De la Fé et
al., (2007) se concluye, que el huevo de T. canis si posee una cubierta vitelina y también
una adicional que le proporciona una alta proteccién en contra del estrés ambiental. Lo
anterior se relaciona directamente con la exposicion en condiciones adversas y el aumento
de la viabilidad evaluada en condiciones silvestres, que oscila de entre cuatro y diez afios.
La Figura 3-3 muestra foto-micrografias de un huevo “tipo” observado en a) microscopia
electronica de barrido (MEB) y b) microscopia 6ptica (MO). En él se evidencian: el nucleo,

las cubiertas homogéneas tonificadas y definidas, asi como su forma caracteristica (esférica

y lisa).

Cubierta
a) i Solucién hialina externa
_

Cubierta externa 10 pm

MO; 40x MEB 3500x; 15 KV;

MO= Microscopia optica; MEB= Microscopia electronica de barrido

Iméagenes de elaboracién propia
Figura 3-3 Huevo de T. canis visualizado por medio de microscopia
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3.1.5 Ascaris lumbricoides

Es un neméatodo perteneciente a la familia Ascaridae, del género Ascaris (Anderson et al.,
1979 y Brusca, 2002). su diseminacion y su ciclo de vida se encuentran intimamente
ligados al ser humano (Figura 8-2). El adulto posee una coloracion blanca-marfil o con
tintes rosados, con anillacion cuticular. Las especies mas estudiadas son A. lumbricoides y
A. suum, por ser hospederos de humanos y cerdos, respectivamente.

Los adultos Figura 3-4 se caracterizan por tener los labios desarrollados con el extremo
cefalico, poseen esdfago claviforme simple o seguido por un ventriculo sencillo y carecen
de alas cefalicas. Existe dimorfismo sexual, donde las hembras miden entre 20-40 cm de
longitud por 4-6 mm de diametro, mientras que los machos son aproximadamente de 15-30
cm x 2-4 mm. Se distinguen por su apice ligeramente atenuado y romo. La vulva se sitda
ventralmente en una banda anular constrefiida, la cintura genital se ubica en el primer tercio

de su cuerpo Yy los sacos uterinos suelen tener hasta 30 millones de huevos.

A. lumbricoides extraida de un paciente con hiperparasitosis
con la aplicacién de un vermifugo.

Imagen de elaboracién propia
Figura 3-4 Hembra gravida de A. lumbricoides

3.1.5.1 Larvas

Las larvas presentan distintos organulos, tales como aparato bucal, es6fago, anillo nervioso,
glandulas esofagicas, células excretoras, intestino y primordio genital.

Las alas laterales son muy pequefias y se extienden unos 15 mm en los extremos anterior y
posterior. La cuticula carece de estriaciones, los nicleos ganglionares ocupan toda la
cavidad corporal ocultando la mayor parte del eséfago, excepto la porcion terminal. El
intestino carece de lumen y se estructura en siete células poseedoras de granulos retractiles.
El nacleo de la célula excretora es una estructura oval de unos 6 mm de longitud y pueden

observarse pequefias columnas secretoras (Sanchez, 2002) (Figura 3-5).
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lfarvé dentro eI’nT:?‘vecﬁlo
Microscopia 6ptica 10x Microscopia 6ptica 40x

Tomado de (Sanchez, 2002)

Figura 3-5 MO de un huevo larvado de A. lumbricoides

3.1.5.2 Huevos

Los huevos fecundados presentan forma ovalada, suelen ser de color pardo obscuro o de
tonalidad grisacea (De la Fé et al. 2007), con cépsula gruesa y transparente (Figura 3-6). Se
encuentran formados por tres capas, la interna vitelina es lipoide, la media derivada del
glucdégeno y la externa se encuentra conformada principalmente por albumina con
depresiones sobre la superficie llamadas “mamelones” (Figura 3-6(a)).

El interior presenta una masa amorfa de citoplasma. Su tamafio es de entre 40 a 80 um de
largo por 25-50 um de ancho. Por otro lado, los huevecillos no fecundados, son depositados
por las hembras que no se aparearon, ellos son mas largos y estrechos. No poseen
membrana vitelina, la cubierta es delgada y carecen de mamelones (Figura 3-6 (b)) y

poseen tamafio 40-70 um longitudinalmente y 30-40 um transversalmente (Tay, 1993).

Huevo fecundado Huevo sin fecundar
40x 40x

Imagenes de elaboracién propia
Figura 3-6 Huevo de A. lumbricoides visualizado mediante Microscopia optica

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Marco de referencia

posCRARE

Ingenieria

3.2 Desinfeccién
La normatividad mexicana la define dentro de la NOM-127-SSA1-1994 como: “la

destruccidn de organismos patdgenos por medio de la aplicacion de productos quimicos o
procesos fisicos”. Sin embargo, dentro de las plantas de tratamiento de agua residual
(PTAR) se considera como la eliminacion de los organismos presentes (sean 0 no
patdgenos). Lo anterior con el proposito de proteger la calidad del agua y posibilitar sus
usos posteriores basados en el concepto del Limite maximo permisible (LMP), el cual
busca una relacién entre calidad y sanidad. No obstante, la medicion solo se encuentra
dirigida hacia organismos coliformes.

A pesar de ello, no todos los métodos cominmente empleados actlan sobre los organismos
patdgenos, particularmente en el caso de los HH, para los cuales han resultado con baja
efectividad. En Jiménez (2007) se sefiala, que en agua residual su contenido en México va
de 1 298 HH L-1 en &reas rurales. Sin embargo, la misma autora refiere hasta 3000 HH L™
(Figura 3-2) en algunos otros sitios, siendo los paises emergentes los que presentan los

niveles mas altos.

Tabla 3-2 Contenido de huevos de helminto en agua residual y en lodos en diferentes paises

Paises emergentes 70-3000 70-735
México 6-98 73-177
Brasil 166-202 75
Egipto * 67-735
Ghana * 76
Marruecos 214-840 *
Jordania 300 *
Ucrania 60 *
Estados Unidos 1-8 2-13
Francia 9-10 5-7
Alemania <40 <1
Reino Unido * <6
Pakistan =710 *

(*)= No sefialado; HH=Huevos de Helminto Tomado de Jiménez (2007)

Por su parte, la NOM-001-SEMARNAT-1996 para las descargas en aguas Yy bienes
nacionales, sefiala que al ser vertidas al suelo (uso agricola) permite <1 HH L™ para riego
no restringido y <5 HH L™ en el caso de restringido. Por su parte la NOM-003-
SEMARNAT-1997 establece como LMP <1 HH L™ para redso en servicios ptblicos con
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contacto directo y <5 HH L™ para servicios al publico con contacto indirecto u ocasional.

Cabe destacar que solo un huevo viable para inducir una parasitosis, lo cual pone de
manifiesto la necesidad de asegurar su inocuidad.

3.2.1 Mecanismos de accion de los desinfectantes

El ozono, cloro y la luz UV basan su poder de accion en la capacidad de oxidacion, que
suele ser mayor a la del oxigeno, asi como en la desestabilizacion macromolecular que
puede inducir sobre los organismos.

Sin embargo, la seleccion del agente desinfectante obedece a factores tales como: el tamafio
del organismo, calidad del caudal a tratar, ubicacion, costos, tipo de operacion,
disponibilidad del agente, dimension del proceso, eficiencia del tratamiento previo, por
mencionar algunos (Metcalf, 1996). El Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico
del Agua (CIDTA), (2010) se recopila los mecanismos de accién que explican el fendmeno
de desinfeccion. A continuacion se detalla cada una de ellos:

a) Dafio a la pared celular

Se presenta mediante la interaccion entre el agente desinfectante y algin compuesto
objetivo. Lo anterior provoca una alteracion (fisica, quimica o metabdlica) que altera vias
de homeostasis del organismo.

b) Alteracion de la permeabilidad

Ocurre por la alteraciéon de la membrana. Las principales afecciones son: la permeabilidad
selectiva y la alteracion de la homeostasis. Dichos trastornos impactan en los mecanismos
osmoregulacién, liberando compuestos esenciales y derivando eventualmente en la ruptura
por presion osmotica.

c) Alteracién de la naturaleza coloidal del protoplasma

El calor, ambientes estresantes, la presencia de sales y el pH (&cidos o bésicos) afectan
irreversiblemente al protoplasma, al desnaturalizar, coagular o inhibir a las proteinas y a los
acidos nucléicos. Dichas modificaciones impactan en las estructuras encargadas de la
regulacién (vacuolas, plastidos), asi como en las sustancias ergasticas (sustancias de
deshecho o almacenamiento)

d) Inhibicion de la actividad enzimética

Los agentes desinfectantes pueden alterar la estructura quimica de las enzimas, dando lugar

a una inactivacion que puede ser explicada por el modelo de encaje inducido. Ellos pueden
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describirse como ataques en las estructuras de proteccion, intervencion a las vias

metabdlicas, asi como en la sintesis y desempefio macromolecular.

3.2.1.1 Mecanismo de accion en la pérdida de viabilidad en helmintos

Las explicaciones particulares sobre los mecanismos de accion relacionados con metales
resultan escasas o nulas para HH. De hecho, la Unica existente corresponde al uso de plata
se encuentra en Orta et al., (2008). En ella se menciona, que los iones del agente atacan a
los radicales de la superficie de la cubierta del organismo, dafiando la respiracion celular
mediante el bloqueo de la transferencia electronica y con ello el impedimento del
intercambio de energia metabdlica. No obstante, se desconocen los mecanismos para otros

metales.

3.2.2 Desinfeccion convencional de huevos de helminto

Los agentes desinfectantes usualmente empleados para tratar agua residual consisten en la
aplicacion de cloro, ozono o luz UV. Sin embargo, desde las publicaciones de Northington
et al., (1970) y Mujeriego, (1998), refieren la resistencia de algunos organismos ante ellos.
Lo anterior se debe a las multiples cubiertas que poseen y que le atribuyen alto soporte a
esfuerzos mecanicos, asi como al bajo intercambio con el medio, donde la combinacion de
ambas dificulta la penetracion. Sin embargo, en Ayala, (2007) se reporta, que el ozono es
efectivo contra helmintos, bacterias y amibas al eliminarlos hasta en un 80%. No obstante,
también sefiala que el mecanismo de interaccion no es claro. Por otro lado, Litter et al.,
(2005) reporta que la luz UV obtiene una efectividad promedio de 45% contra los mismos
organismos, siempre y cuando exista una calidad adecuada en el proceso previo a su
aplicacion. Por su parte, Laurent, (2005) y Sobsey, (2002) sefialan que, la radiacion solar es
efectiva para algunas especies (hasta en un 85%), siempre y cuando se alcancen
temperaturas cercanas o superiores a 50 °C.

En Jiménez y Maya, (2007) y Rojas et al., (2008) se sefiala, que la sedimentacion, la
filtracion, digestion, radiacion, composteo (post-tratamientos en lodos) han sido empleados
para removerlos, aunque con amplia dispersion de efectividad (30-80%). No obstante, los
autores mencionan lograr hasta el 99% de efectividad, aunque bajo condiciones
particulares, orientadas especificamente a eliminar a dichos organismos. Sin embargo,

Aguilar et al., (2006), enfatiza en los altos insumos relacionados a la aplicacion de dichas
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condiciones y lo dificil que resulta costearlas; en comparacién con las condiciones estandar
aplicadas. Por ello, la mayoria de los procesos se enfocan en la remocion y no en atentar
contra la posterior viabilidad del organismo. Los trabajos de desinfeccién reportados en
literatura especializada emplean en todos los casos como modelo a A. lumbricoides y A.
suum, desconociendo los comportamientos para otras especies. En la Tabla 3-3 se sefialan
los procesos cominmente empleados, asi como los porcentajes de las eficiencias promedio
obtenidas en cada uno de ellos. Lo anterior manifiesta la necesidad de explorar alternativas
que permitan asegurar su inocuidad de una manera econémica en comparacion con otros

métodos comunmente empleados.

Tabla 3-3 Eficiencias de la PV en HH reportados para diferentes tratamientos de lodos

Proceso Condiciones Eficiencia (%
Digestién mesofilica 15-60 d y 35-55 °C 30
Composteo 70°C 80
Digestion a,e_roblca 30dy4.5+3.2°C 78
termofilica
Tratamiento 46-48 °C 90-93
térmicos
Radiacion 750 Gy 100
Post-estabilizacion Partiendo de 8 h L 100
con cal
Ry Con cal apagada calentada a 50 °C
EStablllzaflon con durante 48 min con un contenido inicial 100
ca de 70 Ascaris sp/g ST
Post —estabilizacion A un pH de 12 por 12 horas, usando cal 65-92
rapida con cal 20-40% (w/w)
Digestion aerobia 1
phe HH de al hg'sT -
termofilica (48 °C) Con HH de alrededor de 80 h g™ S 75-78
Irradlac(g/n a 1000 Con contenido inicial de 80 h g'ST 100
Pasteurizacion A 70° C con un valor inicial de 8 h ST 100
Trgtamlentq con Con contenido inicial de 100 h g™ST 95
4cido peracético
Con contenido inicial de 22-83 h ST
Co-composteo (huevos con 20% de viabilidad) 70-100

ST= Sélidos totales (Tomado de Jiménez y Maya, (2007)

3.2.3 El uso de metales como agentes desinfectantes

El Centro Panamericano de proteccion e Ingenieria Sanitaria (CEPIS), (2008) se menciona,
que el uso de diversos metales y aleaciones se utilizaron de manera comun por
civilizaciones antiguas como persas, griegas, romanas, chinas y aztecas en utensilios
contenedores y de manipulacion. Su empleo era principalmente para transportar agua,

liquidos frescos y alimentos en conserva. La frecuencia de dicha costumbre permitié notar
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que los contenidos permanecian “frescos” por mayor tiempo. De ahi, creencias,

supersticiones y recetas “misticas” fueron derivadas, como: “El agua debia ser expuesta a la
luz del sol por dos dias sin nubes”, “el agua debe ser pasada por carbén siete veces”, “el
agua debe ser hervida con la inmersion de un trozo de cobre o plata bendita”, entre otras.

El avance del conocimiento microbiologico permitié conocer a los organismos causantes de
la mayoria de los padecimientos de la época y terminar con las creencias asociadas a dichas
costumbres. La busqueda de alternativas para eliminarlos fue un tema recurrente entre los
investigadores. EIl Botanico suizo Karl Wilhelm von Négeli durante el siglo XI1X exploro y
explicé someramente los efectos letales del Ag, Al. Au, Bi, Cu, Fe, Hg, Zn y algunos otros
metales sobre bacterias, algas, esporas, hongos y virus. Dicho investigador introdujo lo que
al paso del tiempo seria denominado como “oligodinamia” (actividad biocida a bajas
concentraciones), propiedad usual en los metales, que de hecho retoma el presente trabajo.
Davies y Etris, (1997) sugieren, que la accion desinfectante del metal se debe
principalmente a la liberacion de iones y su interaccion a nivel proteico, enzimético y
genético dentro de los organismos (Lee et al., 2013; CDC, 2012; Rodriguez, 2008).

3.2.3.1 Inactivacién por plata

Se presenta de manera estable como Ag’ y Ag*, es altamente electronegativo, lo cual
favorece a la interaccion con la superficie del organismo. La Ag** reacciona en particular
con los grupos amino (-NHy), carboxilo (-COOH) y sulfhidrilo (-SH), siendo potenciada
por su acumulacion, alcanzando un mayor poder oxidante al combinarse con oxigeno. Esta
interaccion modifica los mecanismos de transporte de membrana y promueve la formacion
de compuestos complejos con la plata e inactiva enzimas superficiales que interfieren con
la respiracién del organismo. De hecho en Orta et al., (2008) se menciona, que los iones
plata actlan como venenos protoplasmaticos que al unirse con las proteinas forman enlaces
R-S-S-R, que interrumpen la transferencia de electrones, ya que el enlace S-Ag es estable.
Dicha interaccion afecta al metabolismo en la asimilacion de nutrientes y provoca
envenenamiento enzimatico. Su inhibicion promueve el flujo de iones (fosfato, por
ejemplo), causando anormalidad en el tamafio celular, alteraciones en el contenido
citoplasmatico, membrana celular y en las capas externas. En combinacion provocan la
muerte celular y eventualmente una citolisis. (Miranda et al., 2011: Chaloupka, 2010;

Aguilar et al., 2006; Davies y Etris, 1997). En particular en los HH, los iones de plata
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forman complejos insolubles con el ADN y el ARN, ligandose a sitios, tales como la

metionina que indica el inicio de la transcripcion. Dicho enlace inhabilita al material

genético para replicarse (Aguilar et al., 2006).

3.2.3.2 Inactivacién por cobre

Los Cu’ Cu*t y Cu™ acuosos poseen propiedades bariostaticas (inhibidores) y
oligodinamicas. Loa iones tienden a formar compuestos coloidales que atraen y fomentan la
fijacion de particulas en suspension de distinta polaridad. Con ello se modifica la
permeabilidad de la pared celular y los intercambios i6nico-osmoticos y de nutrientes
(Silbergeld, 2012). La muerte celular se ocasiona por la disminucion del nivel de oxigeno
en la célula al atrapar los grupos amino (-NH,), carboxilo (-COOH) y sulfhidrilo (-SH) de
las enzimas respiratorias de la membrana celular. Por otro lado, los cationes de cobre que
atraviesan la pared celular interfieren con los cationes presentes en el protoplasma. Su
mayor afinidad, en comparacién con algunos otros que se desempefian de manera natural
dentro de los procesos metabolicos, resultan sustituidos (tal es el caso del zinc), con ello,
alterando mecanismos metabolicos al interior del organismo. Los lisosomas almacenan las
metalotioneinas cargadas del metal libre ionizado, con el objeto de evitar su toxicidad. No
obstante, en ocasiones el cobre suele ser reincorporado al plasma, ya que es importante
dentro del engranaje metabdlico. Adicionalmente, el cobre facilita la hidrélisis y las
reacciones de desplazamiento nucleofilicas en cadenas de péptidos y de acidos nucléicos,
siendo capaz de formar quelatos con los grupos fosfato, resultando en la apertura del DNA
(Aguilar et al., 2006).

El transporte del cobre en todos estos procesos se realiza gracias a las chaperonas clpricas
(proteinas especializadas) y por varias ATP-asas cuprodependientes, mientras que el cobre
en exceso es eliminado por diversas vias. En Carrasco, (2000) se sefiala, que existe una
relacion directa entre la cantidad de cobre absorbido y la metalotioneina dentro del
organismo. En resumen, el cobre desnaturaliza proteinas, altera grupos que forman parte de
los centros activos de enzimas y proteinas, el de los grupos funcionales de los acidos
nucléicos, el de los componentes de la pared y de la membrana celular. (Aguilar et al.,
2006)
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3.2.3.3 Inactivacién por hierro

Constituye parte esencial del metabolismo, ya que participa en todos los procesos de oxido-
reduccion. Se puede encontrar como parte esencial de las enzimas en el ciclo de Krebs, en
la respiracion celular, como transportador de electrones en los citocromos e interviene en el
mantenimiento de la integridad celular (en catalasas, peroxidasas y oxigenasas). Su
regulacion se debe al elevado potencial redox junto con su facilidad para promover
compuestos toxicos altamente reactivos (Alberts, 2002). No obstante, un exceso de éste
resulta toxico para el organismo.

De hecho, el hierro inorganico (Fe+2) es la forma soluble capaz de atravesar la membrana
sin complicacion alguna, ya que algunos aminoacidos y azlcares pueden formar quelatos,
aumentando con ello su absorcion. ElI mecanismo es explicado en Morales (2010), donde,
se menciona que la celuloplasmina (endoxidasa) oxida el hierro en el interior del organismo
para que sea captado por la transferrina como (Fe+++) (dicha forma posee un mayor poder
germicida). Por ello un mecanismo de regulacion consiste en su liberacion, en caso de
presentar un excedente dentro del organismo. Sin embargo, dicho proceso también resulta
peligroso para el organismo a causa del microambiente que genera a su alrededor (oxidante
y toxico). En el exterior, la combinacion con el oxigeno y los radicales hidroxilos pueden
causar la oxidacion de los lipidos de la membrana y otros constituyentes celulares (CSA,
2012).

3.2.4 Desinfeccion no convencional

La exploracion en materia de desinfeccién se desarrolla actualmente buscando combinar la
efectividad, ser funcional para un amplio espectro de accién, bajo costo brindado por los
agentes propuestos y considerar los posteriores usos que deba tener el agua tratada, por
mencionar algunos. Dichas premisas han llevado a evaluar agentes como: fenoles y
derivados (triclosan, hexaclorofeno, clorocresol, parabenos), alcoholes, aldehidos
(formaldehido y glutaraldehido), acidos, haldgenos y metales, entre otros, tal como lo
menciona el Ente Nacional de Obras Hidricas de Saneamiento (ENOHS), (2010).

La exploracion de procesos de oxidacion avanzada (POA) que han resultado utiles inactivar
HH son: el TiO, que reporta un hasta un 72% para Ascaris sp, Himenolepis sp., Toxocara

sp., Y Trichuris sp., procesos tipo “Fenton” con un 66% (Morales, 2010; Aranda, 2001),
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inactivacion con plata, logrando la inhibicion total del desarrollo de los estados larvarios
(Rodriguez, 2009; Garcia et al., 2008) y el uso de &cido peracético con un 95% de
eficiencia (Rojas et al., 2008; Jiménez, 2007).

3.2.5 Inactivacion sinérgica

El término “sinergia” implica una interaccién y actividad combinada de dos 0 mas agentes.
El resultante es cualitativa y cuantitativamente distinto a la sumatoria de las capacidades
individuales de cada agente. En caso contrario seria una nueva sustancia con mayor poder
desinfectante con propiedades de “sinergia de desinfeccion”. Algunos ejemplos lo
constituyen: plata/peréxido de hidrogeno, plata/cobre, plata/cobre/cloro, yodo/cloro,

ozono/perdxido de hidrégeno y ozono/UV (Pancobro, 2012).

3.2.6 Factores fisicoquimicos que deben considerarse en la desinfeccion

En Metcalf, (1996) se sefialan algunos factores a considerar dentro del proceso de
desinfeccion, dentro de los cuales destacan: la materia orgénica presente en el caudal, las
particulas suspendidas, los constituyentes inorganicos, el pH y la temperatura modifican la
capacidad de un agente desinfectante. En la Tabla 3-4 se mencionan algunos de ellos, asi
como su implicacién. No obstante, a la fecha no existe ningun desinfectante que cumpla

con todos los requerimientos.
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Tabla 3-4 Factores a considerar dentro de la desinfeccion

Factor \ Implicacion

. Las particulas en suspensiéon interfieren con el agente
Turbidez P P 9
desinfectante.

Compuestos como aminoacidos y proteinas tienden a formar
Materia organica disuelta compuestos complejos. Lo anterior resulta en la formacion de
subproductos conocidos como proteinatos (sin capacidad
desinfectante) (CIDTA, 2010).

Algunos iones Ca’*, Mn*, Fe**, NH,", NO; , PO, y CI
suelen ser reactivos y en presencia de otros compuestos su
disponibilidad disminuye (Wang et al., 2003).

Compuestos inorganicos y iénicos

Los organismos se pueden encontrar en diferente lugar de la

Concentracion y distribucion de los columna de agua, con lo cual una aplicacién adecuada debe
organismos asegurar su llegada al objetivo con la concentracion suficiente
para obtener el efecto desinfectante esperado (Bloomfield,
1991).
La resistencia dada por la fisiologia de cada organismo es
Tipo de organismos diferente, por lo cual la permisibilidad del intercambio con el

medio son factores importantes a considerar dentro del proceso
de inactivacion.

PH Incide en el estado de oxidacion del agente (UDLAP, 2010).

Tiempo de exposicion Debido a que la reaccion es a nivel proteinico se necesitan
tiempos especificos para que ello ocurra.

Influye en la ionizacion del desinfectante empleado al
Temperatura modificar la relacién de intercambio liquido-desinfectante
(Gaudy y Gaudy, 1981 y UDLAP, 2010).

A partir de UDLAP, (2010)

3.2.7 Desinfectante ideal

Su busqueda se basa en algunas de las caracteristicas mencionadas en Metcalf, (1996),
dentro de las cuales se mencionan: la eliminacion de organismos para el cual se emple6
(objetivo o blanco), efectividad (nimero de organismos eliminados por dosis), una alta
practicidad y no ser perjudicial para los usos posteriores del caudal tratado, entre otros
(Tabla 3-5). Por otro lado, los mecanismos de accion, modos y lugar de aplicacion deben
ser especificos. Adicionalmente un factor importante a considerar son las caracteristicas

bioldgicas, quimicas y las estructuras a las que se desee impactar.
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Tabla 3-5 Caracteristicas que deseablemente debe poseer un desinfectante para su uso

Caracteristica |

Toxicidad

Propiedad
Debe ser toxico o letal a las concentraciones definidas
previamente.

Toxicidad a temperatura ambiente

Debe ser efectivo en el intervalo de temperatura ambiente.

Toxicidad para otros organismos

No debe ser tdxico o letal para otros organismos en las mismas
dosis.

Solubilidad

Debe tener una solubilidad adecuada de acuerdo a los
mecanismos de accion ya sea en el agua o directamente en el
tejido celular.

Estabilidad

Debe mantener su poder germicida por un periodo de tiempo
Debe persistir en una concentracion razonable en el agua
desinfectada para proveer una proteccion residual contra
posible contaminacion antes de su redso.

No debe modificar el pH considerablemente, de acuerdo al uso
posterior del liquido.

Homogeneidad

La disolucién debe ser uniforme en su composicion y soportar
posibles fluctuaciones de composicion y concentracion.

Interaccion con materia ajena

No debe ser absorbido por otra materia diferente a las células
objetivo.

No corrosivo y no colorante

No debe atacar los metales y no debe tefiir el agua.

Capacidad desodorante

Debe desodorizar y a su vez desinfectar

Debe estar disponible en grandes cantidades y a un costo

Disponibilidad
razonable.
Manejo y transportacién aE)pel?cearser seguro y facil de guardar, transportar, manejar y

Determinacion de concentracion Debe ser determinada facil y rapidamente.

A partir de Metcalf, (1996)

3.2.8 Cinética de la desinfeccion quimica

Describe la forma mediante la cual ocurre la accion del agente. De manera general, la
destruccién de los organismos sucede gradualmente como en la mayoria de los procesos
fisicoquimicos (Bitton, 1994). La inactivacion se desarrolla mediante diferentes etapas, las
cuales son caracteristicas de la interaccién del agente con el organismo. Ellas pueden tener
implicaciones sobre su morfologia, los componentes estructurales, o bien intervencion en
las vias metabolicas. Sin embargo, es probable que mas de una de ellas determine el modo
en el cual se comporte la desinfeccion (ENOHS, 2010). Las velocidades globales
empleadas en las reacciones de desinfeccidn se han modelado a partir del uso de curvas de
tiempo-sobrevivencia, ajustadas a expresiones de cinéticas quimicas simples (Guadagnini et
al., 2013).
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La curva tipicamente se compone de tres fases: a) una inicial “lag”, que expresa la

velocidad de penetracion del agente suministrado (brindado por la primera manifestacion
del efecto germicida). Se relaciona directamente con el concepto de resistencia poblacional.
Sin embargo, al no ser constante para todos los organismos puede ser expresado por la
distribucion del valor promedio (Begon et al., 1990). Es influenciado por factores como
temperatura, mezclado (difusivo o mecanico) y miscibilidad del desinfectante con el
disolvente, b) una fase donde la velocidad de inactivacion consistente con una reaccion de
primer orden, segun lo descrito por Chick y Watson y c) un efecto de decrecimiento que
representa la muerte de los organismos residuales (con resistencia mayor a la promedio o
para aquellos en los cuales el acceso del desinfectante fue lento). Sin embargo, puede 0 no
contener las fases descritas anteriormente, lo que da origen a una generalidad que puede

describirse en tres cinéticas de inactivacion (Figura 3-7).

Supervivencia

Tipo 111

Tiempo

Tomado de Miranda (2007)

Figura 3-7 Curvas de desinfeccion-sobrevivencia para microorganismos

Las curvas “Tipo I” (convexas) caracterizan a las especies con baja tasa de mortalidad. Las
de “Tipo II” muestran una curva descendente, normalmente con forma parabola clbica
(sigmoidea). Las de “Tipo III” representa especies r-estrategas sufren una elevada
mortalidad en las primeras etapas de vida, larvaria o juvenil, teniendo luego una mayor
probabilidad de supervivencia. La curva muestra un pronunciado descenso inicial seguido
de una fase més estable.

Dentro de las consideraciones en un sistema de desinfeccion se incluye: la velocidad a la
cual se inactivan los organismos de interés o indicadores (velocidad de inactivacion), el

maximo poder desinfectante, el efecto gradual sobre el organismo y las concentraciones
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correspondientes a las cuales ocurren. Todos ellos derivan en dosis a aplicar, volumen del

contenedor, tiempo de contacto necesario, eficiencia, capacidad de disefio, filtracion y
pérdida de viabilidad, por mencionar algunos.

Sin embargo, por simplicidad, practicidad y conveniencia no se consideran las
peculiaridades ocurridas en cada proceso (de tipo fisico-quimico) y que modifican la curva
derivada de eventos estocasticos y probabilisticos relacionados con la accion germicida
(Bloomfield, 1991).

3.2.9 Modelos de desinfeccion quimica

La cinética de destruccién de los microrganismos se expresada comunmente por una
ecuacion de primer orden conocida como “la Ley de Chick”. El modelo describe la relacion
existente la inactivacion microbioldgica ocurrida al aplicar un desinfectante y el tiempo que
toma en que ocurra. El modelo plantea la cuantificacion de microrganismos sobrevivientes

“N”, a un tiempo “t” en presencia de una concentracion “C” de un desinfectante como:

L AL kCnt
Ny = n

Donde:

Nt= Microrganismos sobrevivientes al tiempo de contacto “t”; No= Microrganismos al
tiempo t=0 (en el inicio de la prueba); k= Coeficiente especifico de letalidad (caracteriza la
sensibilidad de un microrganismo en presencia del desinfectante de estudio); C=
concentracion remanente de desinfectante; n= coeficiente de dilucién, que es funcion de la
calidad del agua representa el nimero promedio de desinfectante que se combina con el
microrganismo Yy es necesario para inactivarlo; t= tiempo de contacto.

El parametro “n” para valores menores a la unidad, indican que el tiempo de contacto es
mas relevante que la dosis de desinfectante. Si “n” es igual a la unidad; el tiempo de
contacto y la concentracién tienen la misma importancia y por ultimo “n” es mayor a la
unidad; la concentracion de desinfectante es mas importante que el tiempo de contacto
(Gyurek y Finch, 1998).

No obstante, se han generado diversos modelos para describir la inactivacion de los
organismos, debido a que no todos los desinfectantes, ni todos los mecanismos funcionan
de la misma manera. Inclusive algunos han introducido elementos estadisticos como se

sefiala en la Tabla 3-6.
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Tabla 3-6 Algunos modelos cinéticos empleados en desinfeccion

Modelo
Chick-Watson

Relacién de sobrevivientes
-kC"t

Observaciones

Cinética de primer orden cuando n=1, propuesta
por Chick y Watson (1908).

Hom

-kC"t"™

Generalizacion de la ley de Chick- Watson toma en
cuenta las diferentes fases de las curvas de
sobrevivencia (1972). Funcion no lineal de C y t
puede ajustarse a las curvas que cominmente
ocurren en desinfeccion. Si m>1, la curva presenta
una fase lag inicial, aumentando k con el tiempo. Si
m<1, la curva presenta un efecto de decrecimiento,
disminuyendo k con el tiempo.

Racional

_logft+ Ny (x—LkC"t]

(x-1)

Puede describir el fendémeno de la fase lag para x<1
y de decrecimiento para x>1.

Ley de poder
de Hom

_logfL+Nj*(x—LkC"t" |

(x-1)

Provee un mejor ajuste que los modelos anteriores,
para organismos con curvas de sobrevivencia del
tipo C (Metcalf, 1996).

Selleck

Ct
“nlog 1+ =
nog{+k}

Modelo empirico generado a partir de la
desinfeccion por aplicacion de cloro en agua
tratada, que describe las curvas de sobrevivencia
logradas en dicho proceso (Metcalf, 1996). Los
valores de k y n se relacionan con la razdn de las
dosis de cloro empleado en la prueba propuesta por
Selleck (1978).

Mdltiples
objetivos

oo o)

Modelo estadistico, no adecuado para describir la
cinética de inactivacién microbiana. Propone que
cada microorganismo tiene un total de n, objetivos
criticos (todos idénticos), los cuales deben ser
tocados una sola vez para ser inactivados. (1953)

Series de
eventos

_ K
_kctein S CY

In(;OO)

Kl

Modelo donde se idealiza el dafio que ocasiona el
desinfectante a los microorganismos, suponiendo
una serie de reacciones sucesivas que logran
inactivarlos. “I”” es el nimero de reacciones o
eventos letales y K es la velocidad de destruccion
de algun sitio en el mismo. (1975)

Multiples
series de
eventos

_ K
log 1- 1—e"°‘|zl(kCtl)
o Kl

Basado en el modelo de serie de eventos, donde
supone una serie de reacciones de primer orden con
respecto a la concentracion. Por ello se requieren
“[” eventos letales para inactivar a un organismo
(1984)

Donde: “n” “m

Tomado de Miranda, (2005)

99 66,
X

son parametros del modelo; C= concentracion remanente del

desinfectante; No=Organismos al tiempo “0”; t= tiempo de contacto; k= Coeficiente
especifico de letalidad.

3.3 Filtracién

El mecanismo obedece histéricamente a la imitacion de un proceso natural de depuracion

de agua en manantiales. En McCabe et al., (1985) se sefialan, los fundamentos sobre los
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cuales descansa la operacion y consiste en que alguno de los componentes de la mezcla no

es soluble en otro, en la diferencia de didmetros entre el medio y los elementos a filtrar y en
un espacio poroso e intersticial que promueva la separacion por medios fisicos.

Bajo ese concepto, inicialmente se construyeron algunos sistemas de caracter doméstico,
empacados con rocas porosas de diferente origen. Durante el siglo XVIII y XIX, Francia
exploré diversos tipos de empaques, como: esponjas, pafos, rocas, lana y materiales
fibrosos, entre otros que ofrecieran las caracteristicas deseadas en el efluente.

A inicios del siglo XIX, en Inglaterra se profundizé el estudio de la operacion unitaria. En
particular los medios de soporte, siguiendo la corriente desarrollada en Francia. Su mayor
avance consistié en encontrar remociones de: sélidos en suspension, organismos, ciertos
productos quimicos y con ello: sabores, colores e inclusive olores.

Lo anterior condujo a asentar que: la filtracion, no solo lleva a cabo una operacion de
cribado, sino que también ocurrian reacciones quimicas entre el contenido caudal y el
medio filtrante. Por ello, se ha optado por extender el concepto a la separacion de particulas
de naturaleza fisica, con interacciones quimicas e inclusive bioldgicas. Con ello, a
modificarlo a ser estudiado como un proceso, y no como operacion unitaria (Sparks y
Chase, 2012).

3.3.1 Mecanismos que intervienen dentro de la filtracién

En Metcalf, (1996) se sefiala, que el espacio de poro determina y limita el libre paso de
particulas con mayor diametro. Sin embargo, de manera practica, el proceso de filtracion
ocurre en dos etapas (transporte y adherencia), que ocurren casi simultaneamente y que se
mencionan a continuacion:

1. Transporte de particulas dentro de los poros

Los mecanismos a considerar para la realizacion del transporte son: a) cernido, b)
sedimentacion, c) intercepcion, d) difusion y e) impacto inercial

2. Adherencia a los granos dentro del medio

Los mecanismos que promueven la adherencia son: a) fuerzas de Van der Waals, b) fuerzas
electrostaticas, ¢) puente quimico, asi como otros asociados al material mismo, tales como

la friccion y la rugosidad.
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Sin embargo en Army Corps of Engineers (ACE), (2010) se puntualiza sobre la dificultad
que implica determinar cuél de ellos controla el proceso de filtracién, ya que es indudable

que mas de uno actla de manera simultanea, alternada o intermitente.

3.3.2 Tipos de filtros

A partir de 1856 en Francia aparecieron dos tipos de filtros de agua: a) Fonvielle y b)
Souchon (Reynolds y Richards, 1996).

a) Constituidos por un cono truncado de hierro fundido con tapa semiesférica en el cual
habia un lecho filtrante compuesto de esponjas marinas, roca caliza y arena de rio.

b) Constituidos por tres lechos de pafio de un maximo de dos metros de profundidad. Dicho
modelo y dimensionamiento se emplean actualmente (Metcalf, 1996).

A partir de ello, en ambos casos formaron dos escuelas de filtracion: a) descendente y b)
ascendente.

a) Planteaba que el proceso (de arriba hacia abajo) obtenia una mayor resistencia en
operacion. Dentro de las ventajas se citaban: la eliminacion de energia eléctrica en el
proceso Y la facilidad de limpieza por desempaque del sistema. Sin embargo, presentaba la
aparicion de zonas muertas y saturadas, requiriendo con ello de filtros de gran longitud, lo
cual representa un problema en lugares con espacio reducido.

b) Sostenia que el peso producido por el asentamiento de la mayoria de las particulas en el
fondo del filtro facilitaria su lavado con un simple cambio direccional de flujo. Sin
embargo, en los sistemas biol6gicos, o con varios lechos y granulometrias se veria
desfavorecida por la formacién de la biopelicula. Algunas otras desventajas son: el
requerimiento de energia eléctrica para su funcionamiento, la generacion de altas presiones
hidraulicas, dependencia de calidades adecuadas en los procesos previos, saturaciones a
corto plazo, mayor mantenimiento y la necesidad de personal especializado. (Metcalf,
1996).

Con el tiempo se impuso la primera escuela (filtracién descendente) y el uso de los filtros
lentos de arena se popularizé en Europa y en América. El auge de la Microbiologia nacida a
mediados del siglo XIX promovid el estudio del factor microbioldgico. A finales del siglo,
la construccion masiva de las PTAR considerd la pertinencia de incluir sistemas de

filtracion y desinfeccion para efectuar la remocion de diferentes compuestos.
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Con un mayor conocimiento del proceso se disefiaron filtros mas rapidos, bajo patente a los

que llamaron filtros mecanicos o americanos. Los anteriores de mayor eficiencia, pero con
una clara dependencia de los procesos previos, La carga superficial fue uno de los criterios
para separarlos, ya sea con baja carga (filtros lentos) o con alta (filtros rapidos), en medios
porosos (pastas arcillosas, papel de filtro), granulares (arena, antracita, granate o
combinados), con flujo ascendente de abajo hacia arriba o descendente y mixto (parte
ascendente y parte descendente) (Metcalf, 1996) (Tabla 3-7).

Tabla 3-7 Clasificacion de filtros seglin algunas caracteristicas operativas

Segun la

3 Segun el medio filtrante Segun el sentido Segun la carga sobre el
velocidad de .
- i usado del flujo lecho
filtracion
1.-Arena (h=0.65-0.75m) Ascendentes Por gravedad
2.-Antracita (h=0.50 0.60m) Descendentes Por presién

Répidos (120-

360) m3/m2/d|'a 3.-Mixtos: Antracita (h:50-

60cm) y Arena (h=0.15-0.20m) Flujo mixto

4.- Mixtos: arena, antracita y
granate

Descendente y
ascendente

A partir de Auvinet, (1982) y ACE (2010) y Metcalf, (1996)

Lentos

(7-14) m3m?dia 1.-Arena (h=0.60-1m)

Por gravedad

3.3.3 Tipos de empaques
Su seleccidn se relaciona directamente con el tipo de filtrado, tamafio de particula, tipo de
filtracion e interaccion (ciclo operacional). Algunos de los medios filtrantes cominmente
empleados son:
e Telas metélicas de varias tipos de tejido en acero, aluminio, bronce, cobre, laton,
niquel y otras aleaciones.
e Medios fibrosos no tejidos en fieltros prensados, naturales y sintéticas
Lechos granulares: arcilla, arena, calcita, carbon, granate, silicio, tierra de diatomeas
y algunos sintéticos como: corosex, AGL, resinas de intercambio ionico (anionicas,
catidnicas y mixtas) como: Green sand, Pyrolox; MTM, TGP, KDF.
e Lechos no granulares (membranas), en los cuales se desarrolla microfiltracion: de
0.04 a 2 um, ultrafiltracion: de 0.05 a 0.1 pum, nanofiltracion: de 10 a 100 A,

osmosis inversa: (hiperfiltracion): de 1 a 10 A.
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3.3.4 Cinética de filtracién

Consiste en describir la remocion de uno o varios iones, elementos 0 compuestos, ya sea de
manera independiente 0 en conjunto. Un balance de masa resume en gran parte su
comportamiento, permitiendo determinar la eficiencia de un filtro. Entre la concentracién
de entrada (Ci) y de salida (Ct) (Figura 3-8). Para ello, se emplea el coeficiente 3, que
refleja el porcentaje de organismos retenidos en el medio y de manera indirecta infiere la
distribucion de los depositos retenidos. Ello, en funcion de la posicion, tiempo u operacion.
La determinacion de la saturaciéon se efectia primordialmente mediante la colmatacion
progresiva de los poros o bien, mediante el desgaste fisico o quimico del medio filtrante.
Auvinet, (1982) y ACE, (2010) sefialan, que un filtro teoérico retiene particulas con
comportamiento de tipo exponencial decreciente, el cual se atenuard en funcion de la
profundidad del medio filtrante, que en experimentos reales se alejara de un
comportamiento grafico de tipo lineal, con coeficiente de correlacion (R?) igual a 1; a

medida que otras fuerzas fisicas o quimicas intervengan.

4 Fase inicial (mayor tasa de filtracion) . A
Capacidad de
c remocion
o GCj Disminucion gradual de la tasa de filtracion ofrecida por el
‘S sistema
£ \ J
2 K_Y_)
c
7]
(8]
5
O Ct >
\_ Profundidad del lecho filtrante Y,

Ci=Concentracion inicial; Cf=Concentracion final

Imagen de elaboracion propia
Figura 3-8 Comportamiento de filtracion en un lecho empacado ideal

De igual manera mencionan, que algunos comportamientos que ocasionan un desvio de la
curva durante el transcurso de la operacion a lo largo del tiempo son: a) retencion y arrastre
de particulas, y b) coeficiente de filtracion modificado (Maldonado, 2010).

a) Las particulas retenidas en los poros causan el estrechamiento de los canales, provocando
el incremento de la velocidad del flujo en el interior. Dicho aumento ocasiona que parte de
las particulas retenidas sean arrastradas a las capas inferiores.

b) Parte del mismo supuesto (inciso anterior), solo que manifiesta la importancia de las

variaciones de la geometria de los poros en relacién con la retencién de las particulas. De
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ese modo, la superficie especifica es un factor importante que debe ser considerado, pues la

velocidad intersticial aumenta debido al estrechamiento de los canales por los que escurre
la suspension. Lo anterior considera tres casos individuales, donde su posterior
combinacion y modificacion genera el resultado global del proceso.

1.-Considera al medio filtrante como un conjunto de esferas individuales.

2.-Supone que el medio filtrante esta representado por un conjunto de capilares cilindricos
individuales.

3.- Considera que la velocidad intersticial es modificada por la cantidad promedio de

depdsito en cualquier elemento de volumen del medio filtrante.

3.3.5 Modelos de filtracion

A pesar de que se tiene conocimiento de los mecanismos que intervienen en la filtracién, no
se ha encontrado un modelo matematico que describa con precision y exactitud el
comportamiento de sus diferentes parametros de operacion. Hasta ahora, ninguna ecuacion
0 conjunto de ellas pueden calcular los diferentes parametros que inciden en su
funcionamiento (Maldonado, 2010). Lo anterior, ya que el proceso es usualmente
consecuencia de una combinacién de eventos que pueden actuar en un momento en
particular (ya sea por zonas, en solitario, o en sinergia) (Metcalf, 1996).

Con ello se concluye, que el alcance dado como una descripcion fina del proceso puede ser
efectuado con base en el comportamiento general del filtro. Sin embargo, la operacién
arroja algunos parametros particulares de la relacion del filtro con el caudal a tratar que
deban ser considerados. Sin embargo, los modelos resultan Utiles para la mejor
comprension del proceso de genérico. Algunas de ellas, se refieren de Metcalf, (1996),
donde se relacionan elementos importantes al interior del sistema y que se muestran en la
Tabla 3-8.
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Tabla 3-8 Ecuaciones cominmente empleadas para describir la filtracion

Modelo (cronoldgico) Ecuacion planteada Observaciones

A 1= concentracion de sélido por &rea
lwasaki (1937) a_ AL A=Mddulo de impedimento o eficiencia de

dL la capa dL del filtro
C= concentracion volumétrica de particulas

dc L= Profundidad e la capa o lecho
— = -)\C I=Mddulo de impedimento o eficiencia de
| 1 2 dL la capa dL del filtro
Ves ( 96 ) 0 2 C= concentracién volumétrica de particulas
% =A1*Ko — (6 +0) K=coeficiente empirico
p-o o= deposito especifico

pO= porosidad inicial del lecho filtrante

A=Mddulo de impedimento o eficiencia de
la capa dL del filtro
o c o 0= porosidad inicial del lecho filtrante
Ives (1969) A=A (1 + E_O) y* (1 + ;) zx (1+ ;)X pp= gorosidad del lecho filtrante a un tiempo
determinado
o= depbsito especifico
B= constante

C= concentracion volumétrica de particulas
v dc dc pO= porosidad inicial del lecho filtrante
(_> <_) o= depbsito especifico
dL dt L= Profundidad e la capa o lecho
t=tiempo de operacién
v=volumen introducido

Deb (1970) -

F = capacidad del
filtro
. at J = gradiente
Adin y Rebhun (1970) =K CF - - Ky ‘ Khidréu"fcp_ )
1, K, = coeficiente
de adherencia
y desprendimiento
t= temperatura

d = didmetro del
grano
. ac _ _po n, = eficiencia de
Ginn (1992) ar 15 (1 dc) *an,C remocién del colector
o = factor de eficiencia
de las colisiones

Tomado de Metcalf, (1996) y Miranda, (2007)

3.3.6 Propuesta para contribucién al conocimiento

Lo anterior apunta a la necesidad de alternativas en desinfeccion Utiles para organismos de
alta resistencia que contribuyan a resolver la problematica de salud publica que ocasionan,
y que el presente trabajo pretende resolver mediante la propuesta de una tecnologia
aplicable en las condiciones prevalentes en el pais. En ese sentido, se plantea la
implementacién de filtros descendentes que funcionen por gravedad, abatiendo con ello la
necesidad requerimientos energéticos o accesorios adicionales. La exploracién de dicha
tecnologia es adecuada para la infraestructura que usualmente presentan las areas rurales de
México, asi como las comunmente encontradas en paises emergentes y en situacion de

pobreza. De manera adicional se busca los sistemas propuestos también desinfecten, lo cual
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constituye un nuevo concepto, el de “filtro-desinfectante”, que nunca se habia concebido

como tal, ya que histéricamente los filtros solo retienen o retiran elementos en su interior,
sin que con ello se implique un efecto especifico sobre la viabilidad del organismo. En
relacién al medio de empaque se propone el uso de agregados minerales provenientes de
minas de explotacion metalica. No obstante la metodologia empleada para su seleccion,
caracterizacion y uso son de caracter innovador, al brindar de manera adicional un valor
agregado a éste, ya que a la fecha no tenia ninguno asociado como consecuencia de su baja
rentabilidad.

Por otro lado, la exploracion de metales dicho contexto no ha sido abordada, como tampoco
uno que involucre la afectacion de la viabilidad por efectos mecanicos-quimicos, tal como
se plantea con el uso de los agregados, No obstante en ninguno de los casos se han
abordado los posibles mecanismos involucrados en el proceso de inactivacion. Finalmente
se exploran y analizan de manera contrastiva las técnicas cominmente empleadas a nivel

mundial para estimar la pérdida de viabilidad.
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4 METODOLOGIA

El trabajo se conformd por tres etapas:

Primera etapa: Tuvo como fin seleccionar el lugar de la obtencion del material a
emplearse durante el experimento, recolectarlo, acondicionarlo y caracterizarlo. Asimismo,
planteo la conceptualizacion y disefio del sistema filtrante.

Segunda etapa: Buscoé evaluar el efecto de los agentes con contenido metélico (plata, cobre
y hierro, asi como el de los AM sobre los HH, tanto en ensayos en matraz, como el sistema
filtrante.

Tercera etapa: Pretendidé caracterizar la pérdida de viabilidad en HH derivada por las
pruebas de contacto (con agentes metélicos y AM) y dentro de un proceso de filtracion.
Finalmente, pretendio evaluarlos como una tecnologia direccionada a la desinfeccion de

organismos. Lo anterior se esquematiza en la Figura 4-1.

PRIMERA
ETAPA

del medio filtrante del sistema filtrante helmintoldgico

[ Obtencién J [ Conceptualizacién ] ‘Obtencién del materiaIJ

Disefio del

A —3 ;
CONISHEISTED {sistema filtrante

y caracterizacion
del medio filtrante

Ensayos de
validacion del lote

Construccion

del sistema filtrante matraz con

agentes metalicos y AM

SEGUNDA (Ensayos de viabilidad

Pruebas de contacto en J

ETAPA
[Ensayos en columna J Caracterizacion de la ]
empacada pérdida de viabilidad
Obtencién de resultados
experimentales
TERCERA
ETAPA

Analisis de resultados )

Conclusiones )

Figura 4-1 Esquema general de trabajo
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4.1 Primera etapa
Se compone por tres partes:

1. Obtencion, recoleccion, acondicionamiento y caracterizacion del material
filtrante.- Comprendio la obtencion, acondicionamiento y caracterizacion del
medio de soporte a utilizar.

2. Obtencion del material helmintoldgico.- Se conformd por la recoleccion vy
validacion de los T. canis y A. lumbricoides adultos, por la recuperacion de los HTC
y HAL, asi como por el acondicionamiento del lote de HH para las pruebas de
contacto y filtrado.

3. Conceptualizacion y disefio del sistema filtrante.- Se conform6 por la
concepcidn, establecimiento de los criterios de disefio y empleados para favorecer la

pérdida de viabilidad.

4.1.1 Obtencidon del medio filtrante

Un medio pétreo que brinde las caracteristicas diferenciales entre el influente y efluente se
selecciond. Se buscaron caracteristicas promotoras de la PV basados en conocimientos de
Helmintologia (estructura del HH y ciclo de vida de los organismos), Quimica
(composicion del AM y de los organismos), Bioquimica (probables rutas de acceso e
implicaciones metabdlicas al contacto), con los correspondientes a Ingenieria (operaciones
unitarias y procesos de separacion) e Ingenieria ambiental (tratamiento de agua,
problematica y fundamentos de desinfeccion (interaccion con los organismos), tal que

interviniera en la retencion e inactivacion de los huevos de helminto.

4.1.1.1 Acondicionamiento del material

El material recuperado de las minas se despedazd en una trituradora de mandibula marca
Zenith Shanghai JC250x1200 para generar los didmetros de particula propuestos 2 y 0.6
mm. Posteriormente, se tamizaron con ayuda de mallas Tyler No. 18 (2.00-2.10 mm) hasta
obtener en ambos casos un promedio efectivo correspondiente al 90% del material dentro
de dicho intervalo, el cual se emple6 como medio de empaque en el sistema de filtracion.
(Metcalf, 1996). Una vez recuperadas las secciones, se lavaron con agua corriente para

retirar el exceso de polvos y se secaron en una estufa a 150 °C. Dichas granulometrias se
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eligieron debido a las caracteristicas hidraulicas, de filtracion y de interaccion con el
organismo; sin sacrificar cuestiones operativas dentro del sistema.

Para filtros lentos, en Neftafim, (2008) se recomienda como empaque grava de un didmetro
de particula de 1.5-2.0 mm, el cual obedece al caudal maximo a tratar, mientras que para el
caso de la antracita para agua pre-tratada (con muy bajo contenido de particulas
suspendidas) se recomienda entre 0.6 y 1.2 mm. De manera adicional, las arenas (0.45y 0.6
mm) son efectivas para filtrar contaminantes organicos e inorganicos, eligiendo la cota
superior y la inferior. EI motivo obedece a evitar el azolve, asi como brindar una funcién de
pulimento (al aumentar el &rea de contacto con los huevos) y favorecer el factor mecénico
(ACE, 2010). No obstante, en este caso particular se empled solo la cota superior de mayor
granulometria, con miras a la inclusiéon de la tecnologia en otros campos de ingenieria

ambiental.

4.1.1.2 Caracterizacién del AM, SiOzy PP

Todos los medios empleados como lecho filtrante (AM;, AM;, SiO, y PP) fueron
caracterizados de manera fisica y fisicoquimica (r 42). Dichas propiedades brindaron
informacidn sobre los posibles comportamientos ofrecidos por el disefio, de tipo hidraulico,

mecanico, quimico, entre otros. Por otro lado, las PP se emplearon a manera de testigo.

| Planteamiento del sistema experimental |

| Obtencién del medio filtrante |
| Triturado |
g | Cernido |
1]
g v
(<]
E | Lavado y secado |
£ 4
=
a. /l Caracterizacién de los AM |\
Fisicas: Fisicoquimicas:
Densidad real Fluorescencia por Rayos X
Densidad aparente Espectroscopia de difraccién de
Porosidad abierta Rayos X
Conductividad hidraulica Absorcién atémica elemental
Capacidad maxima de saturacién
Capacidad promedio de saturacién

Figura 4-2. Acondicionamiento y caracterizacién de los AM y PP.
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Caracterizacion fisica

Las propiedades a estimar para cada medio se conformaron por: densidad real (p), densidad
aparente (psp), porosidad abierta (¢), capacidad maxima de saturacion de agua (Amax),
absorcion promedio de agua (Aprom) Y conductividad hidraulica (u). Las tecnicas empleadas
se detallan en el ANEXO Il'y el ANEXO IV.

Caracterizacion fisicoquimica

Consistio en un analisis cualitativo y cuantitativo de los medios, que se obtuvo mediante: a)
fluorescencia por Rayos X, b) espectroscopia de difraccion de Rayos X en polvos y ¢)
absorcion atomica elemental

Las técnicas empleadas se detallan en el ANEXO II.

Anélisis multielemental
La geomorfologia del lugar de recoleccion de los AM prevé una composicion
multielemental (Mengelle-Lopez, 2012). Por ello, se determind el contenido cuantitativo
(%) de los elementos quimicos (mayores y menores) que componen al AM, partiendo de
analisis de difraccién de Rayos X, absorcion atdmica y fluoresencia de Rayos X (FRX).
De manera adicional, se aplico una prueba no paramétrica de asociacion de Olmstead—
Tukey (Steel y Torri, 1981), la cual contribuy6é a la caracterizacion de los elementos
contenidos en el AM, clasificandolos como: dominantes, comunes, raros e indicadores. Se
eligio éste tipo de prueba, ya que estima la importancia relativa de cada una de los
componentes de la matriz mineral. La anterior toma el logaritmo de la abundancia méas uno
(log n+1), contra los valores de la frecuencia de aparicion o prevalencia de cada elemento y
considera la media aritmetica para trazar los ejes, que permiten obtener los cuadrantes:

I Elementos abundantes y frecuentes (dominantes)

Il Elementos poco abundantes y frecuentes (comunes)

I11 Elementos poco abundantes y poco frecuentes (raros)

IV Elementos abundantes y poco frecuentes (indicadores)
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Cuantificacion y caracterizacion de sulfuros

Es comdn encontrar sulfuros en las minas de extraccion metélica. La toxicidad asociada a
ellos se incrementa al entrar en contacto con agua. Por ello, es importante determinar su
contenido dentro del agregado. El anterior, se efectué por medio de la técnica de flotacion
por aireacion, la cual se detalla en el ANEXO II.

4.1.2 Obtencidén del material helmintoldgico

Los HH de ambas especies (Ascaris lumbricoides y Toxocara canis) se recuperaron e
identificaron a partir de la respectiva hembra gravida adulta (Figura 4-3), empleando
técnicas helmintoldgicas y claves taxondmicas para su determinacion (ANEXO III). La
obtencion de los huevecillos se efectu6 mediante la extraccion del Utero por diseccion
(Figura 10-1). Lo anterior, ya que su obtencion del ambiente no asegura la igualdad de
condiciones en los organismos en cuestion de un estado fisico, un valor confiable de
viabilidad y homogéneo para todos los organismos evaluados, que en conjunto limitarian lo

repetible del experimento.

ey ;
Imagen de elaboracion propia
Figura 4-3 Recuperacion de los huevecillos a partir de un espécimen de T. canis

4.1.2.1 Ensayos de viabilidad de los lotes (HTC y HAL)

Una vez recuperados los organismos, se sometieron a un ensayo de viabilidad in vitro para
determinar la viabilidad potencial del lote recuperado, empleando la técnica sugerida por
Oaks y Kayes, (1979), donde sugiere el empleo de un medio &cido H,SO, con
concentracion 0.01 N, durante un periodo de 28 dias. La prueba se efectud por triplicado
mediante la incubacion de 15 organismos por ensayo Yy obteniendo el porcentaje de
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huevecillos larvados en cada caso, o bien el porcentaje de los no tefiidos, segun lo sefialado
en De Victorica y Galvan, (2003).

Dicho parametro se estimé mediante tincion diferencial por exclusion, efectuandose como
sigue:

N—n
% de viabilidad = ( ;\?md“) % 100

Donde:
N = NUmero de huevos totales
Niarvados= NUMero de huevos larvados
% de viabilidad = 100 — (% de huevos larvados)

4.1.2.2 Conservacién

Una vez recuperados los huevecillos, se colocaron en la solucion de hibernacién sugerida
en Johnson et al., (2002) conformada por Formol 5%, en agitacion suave durante diez
minutos (con el objeto de permearlos y mantener su viabilidad inherente). Finalmente, se
introdujeron en un nuevo vial color ambar y se conservaron en refrigeracion a 2-4 °C hasta

su utilizacién, tal como se sefiala en Figura 4-4.

Planteamiento de la problematica

v

Obtencidn del material helmintoldgico

. / | Ascaris lumbricoides
Toxocara canis

v

Purga Adquisicion del lote

A

Identificacion y validaciéon

|

Diseccién

v

Extraccion de huevos 2 Conservacion

Figura 4-4 Metodologia de obtencion del material helmintoldgico

Primera etapa
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4.1.2.3 Ensayos de seleccion de condiciones de incubacion
El ensayo de incubacion fue el sugerido por Oaks y Kayes, (1979), denominado “in vitro”,
donde sugiere el empleo de un medio acido H,SO, con concentracion 0.01 N, en
condiciones de aireacion y ausencia de luz durante un periodo de 28 dias a 26-28 °C.
Asimismo, se efectud el mismo ensayo cambiando las condiciones de incubacion, tal como
lo emplean otros autores, donde mencionan el uso de: a) solucién salina fisiologica, b) agua
corriente, c) formol 2% y d) H,SO,4 0.1 N en diferentes proporciones y condiciones (sin y
con agitacion, asi como en presencia y ausencia de luz sugerida en Thompson y Crandall,
(1979) y Rojas et al., (2008), entre otros. Lo anterior, con el fin de encontrar el mejor medio
de incubacion. Las combinaciones resultantes evaluadas fueron:
a) Agua corriente: se empled agua proveniente del LMBE, UNAM.
b) Agua destilada: se empled agua destilada comercial.
c) Solucion salina: se emple6 solucién fisiologica (agua destilada + NaCl 8.5%).
d) H,SO4: se empled una solucion 0.1 N.
e) Formol: se empled una solucion de formol al 2%.
f) Solucion salina (10%) + Agua destilada (90% ) (vol/vol)
g) Solucién salina (10%) + Agua corriente (90%) (vol/vol)
h) Formol (10%) + Solucion salina (90%) (vol/vol)
i) Formol (10%) + Agua destilada (90%) (vol/vol)
j) Formol (10%) + Agua corriente (90%) (vol/vol)
k) H.SO4 (10%) + Agua destilada (90%) (vol/vol)
1) H,SO,4 (10%) + Agua corriente (90%) (vol/vol)
m) H,SO,4 (10%) + Solucion salina (90%) (vol/vol)
Todos los referidos anteriormente se evaluaron independientemente en:

e Incubadora/ cerrado

e Incubadora / abierto

e Cuarto caliente / cerrado / sin agitacion

e Cuarto caliente / abierto / sin agitacion

e Cuarto caliente / cerrado / sin agitacién

e Cuarto caliente / abierto / sin agitacion
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Algunos de los equipos y condiciones empleadas relevantes para evaluar la técnica fueron:
Incubadora: Marca AXON modelo 19-80, a una temperatura constante de 28 °C.

Cuarto caliente: Se emple6 el cuarto caliente ubicado en el Laboratorio de Microbiologia
Experimental bajo condiciones de 26-28 °C.

Apertura: Consistio en la apertura total de las cajas de Petri durante todo el ensayo.
Cerrado: Consistié en mantener las cajas de Petri cerradas durante todo el ensayo.

Sin agitacion: Las cajas de Petri fueron depositadas en un sitio donde presentaran la menor
perturbacion.

Con agitacion: La agitacion se efectu6 mediante un dispositivo de agitacion orbital, bajo
condiciones 40-50 rpm durante todo el ensayo.

De manera adicional, dicho parametro se estimé mediante tincion diferencial por exclusion,
segun la técnica sugerida por De Victorica et al., (2003), con el objeto de contrastar los
resultados obtenidos por cada técnica. Las anteriores se fundamentan en:

e Larvado in vitro: Considera la capacidad potencial de infeccién mediante el paso de
un HH un estadio larvario-infectivo. La anterior se evalu6 mediante la
contabilizacién de los organismos en estadio larvario.

e Tincion diferencial (por exclusion): Se fundamenta en la selectividad que posee la
estructura externa del HH con respecto a la capacidad homeostéatica. Lo anterior se
efectu6 con azul tripan (colorante). Donde, una capa intacta no incorpora el
colorante, mientras que un organismo muerto, pierde la capacidad de regulacion,
evidenciando asi los organismos inactivados (Rojas et al., 1998).

En el presente trabajo se establecié 15 HH por ensayo, ya que corresponde al promedio de
huevos de helminto tomado en el influente de una PTAR en la ciudad de México de
acuerdo con Jiménez, (2007) y Morales, (2010).

Una vez concluido el ensayo de estimacion de viabilidad, se procedié a extraer y colocar
los HH en una camara DONCASTER, donde se llevé a cabo la separacion, identificacién y
conteo necesario para determinar la viabilidad de los HH en cada caso, empleando la
ecuacion sefialada en el punto 4.1.2.1.
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Lo anterior sugiere el planteamiento de:

Ho= Las condiciones evaluadas no afectan la obtencion de la larva movil.

H,= Las condiciones evaluadas no afectan la obtencion de la larva movil.

El criterio de aceptacion del lote en ambas especies fue de 80% de viabilidad (organismos
larvados). Se emple6 la definicion sefialada en la NOM-004-SEMARNAT-2002, la cual
menciona que, “lo son aquellos HH susceptibles a desarrollarse e infectar, que pueden ser
identificados mediante la presencia de estadios larvarios (larva moévil)”. El valor antes
mencionado se consider0 para evitar falsos positivos (error o) en pruebas de contacto

(considerado dentro de las pruebas estadisticas).

4.1.2.4 Ensayos en matraz a testigos (PP y SiOz) y AM
Para determinar el efecto ejercido por los AM sobre los HH (HTC y HAL) se efectuaron
ensayos de contacto progresivo (30-600 min). Para ello, se adicionaron de manera
independiente 50, 100 y 150 g de AM (1 y 2) en un matraz de 0.5 L y colocados sin
agitacion (SA), asi como en agitacion (CA). Asimismo se emplearon bajo las mismas
condiciones, dos medios de soporte a manera de testigos para estimar el efecto mecanico y
quimico ejercido por los AM, constituidos por perlas plasticas (PP) y Cuarzo (SiO,),
respectivamente. Lo anterior, ya que se planted la hip6tesis de una inactivacion derivada
por efectos mecanicos y quimicos.
Para ello se efectuaron ensayos con:

e AM; / Con agitacion

e AM,/ Con agitacion

e AM;/ Sin agitacion

e AMy,/ Sin agitacion

e PP/ Sin agitacion

e PP/ Con agitacién

e SiO;/ Sin agitacién

e SiO;,/ Con agitacion

e Control / Sin agitacion

e Control / Con agitacion
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Una vez transcurrido el tiempo correspondiente a cada ensayo, se recuperaron los HH y se
colocaron en las condiciones de estimacion de viabilidad correspondientes, ya fuera
mediante incubacion para obtener su larvado in vitro, o bien, por tincion diferencial por
exclusion, empleando en ambos casos para calcular la pérdida de viabilidad la ecuacion
sefialada en el punto 4.1.2.1. Sin embargo, en el presente trabajo solo se incluyen los
resultados obtenidos a partir de 30 min, hasta 180 min. Lo anterior, al no obtener registros
significativos para los registros posteriores, de acuerdo a la prueba de ANOVA efectuada
para cada caso (con a=0.05).

De manera adicional se hizo un duplicado del ensayo, con el fin de obtener organismos para
ser observados y fotografiados en cada caso por Microscopia Optica y electrénica de
barrido. La recuperacion se efectud para cada periodo de evaluacién, que correspondio6 a 30

minutos, en todos los casos.

4.1.3 Sistema filtrante experimental

Se pretendié realizar un filtro que constituyera una alternativa para inactivar HH.
Adicionalmente, que fuera de bajo costo y también de mantenimiento, de fécil
construccion, reproducible, que no requiera del uso de equipos complementarios, que no
generara compuestos toxicos secundarios y por ultimo que su manejo y transportacion

fueran seguros.

4.1.3.1 Conceptualizacion del sistema filtrante

El sistema busca obtener resultados de la filtracion (retencidon) de HH y como promotor de
la PV. La conceptualizacion, disefio, dimensionamiento y construccion del sistema filtrante,
se efectud en funcién de los resultados obtenidos de los ensayos experimentales en matraz.
El sistema propuesto se secciond en tres partes (suministro, distribucién y filtro).

a) Suministro: Se conformd por un tanque de abastecimiento con Agua destilada,
desionizada y esterilizada (ADDE) para abastecer al sistema. Asimismo se incluyé una
bomba sumergible, regulada y calibrada mediante valvulas para asegurar las condiciones
cualitativas y cuantitativas de alimentacion durante el ensayo.

b) Distribucion: Se conform6 por una tuberia de alimentacién de PVC % in de diametro

conectado a cada filtro por la barra de soporte, la cual se ubicd en la parte superior del
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sistema experimental para efectuar la distribucién correspondiente. Con el objeto de regular
el influente, se incluyeron valvulas dosificadoras en cada caso.

c) Filtro: Se planted un sistema de 20 cartuchos para dar seguimiento en todo el ensayo,
contemplando asi la evaluacion a cada profundidad, con diferencia de 10 cm entre cada
sistema, evaluando desde el primer segmento, hasta el Ultimo, correspondiente a una
profundidad del lecho de 200 cm.

d) Tortuosidad: Tortuosidad: Consistid en el recorrido parcial o total que sigue una
particula en el lecho. Se define, como el cociente entre la longitud de los canales en el
medio poroso (L") y la longitud del lecho (L) (Metcalf, 1996). Se partié de la suposicion
teorica, en la cual dicho cociente es igual a la unidad. Sin embargo, se desconoce la
interaccion existente entre el HH y el AM, pudiendo tener implicaciones en desfasamiento
entre el tiempo de contacto del organismo y el de residencia hidraulica, lo que implicaria
ajustes operativos en cuanto al gasto que pueda manejar el sistema filtrante.

e) Material de empaque/arreglo: Se emple6 de manera independiente cada AM con
granulometria de 2 mm en ambos casos dispuestos en un solo lecho.

f) Alimentacion y funcionamiento: Se llevd a cabo de manera continua con ADDE, en
forma descendente (para evitar el uso de energia eléctrica.

g) ) Tipo de filtro: Es de naturaleza lenta, al manejar un caudal menor de 14 m®*m= d.

En OMS, (2009) se menciona que, dichos sistemas son efectivos, simples y econémicos.
Sus caracteristicas de aplicabilidad, costo y bajo mantenimiento, los direcciona como
factibles en areas rurales y carentes de servicios eléctricos.

Sin embargo, la diferencia existente en comparacién con los filtros comunes, radica en la
formacion de la biopelicula en el lecho, la cual se encontraria limitada para el sistema
filtrante propuesto, como consecuencia del contenido biocida del AM.

h) Longitud de los filtros: Auvinet, (1982) y ACE, (2010), sefialan, que por cuestiones de
mantenimiento y factibilidad no deben poseer una profundidad mayor a 2 m.

i) Muestreo: Con el objeto de dar seguimiento al efecto de filtracion y PV inducido por los
sistemas empacados con los agregados se ubicaron puntos de muestreo cada 10 cm, tal

como se sefiala en Felder y Rosseau (1986) y Auvinet, (1982)
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J) Estimacion de tiempo de contacto: Se determind a partir de las pruebas de contacto
directo de los AM con los HH.

k) Compuestos nocivos/concentracion en el AM: La seleccion de los AM se relaciond con
algunos compuestos que han presentado actividad biocida, en conjunto con lo buscado
dentro del presente trabajo. Por ello algunos de ellos fueron, Ag, Cu, Fe, Ti y Zn, por
mencionar algunos. Sin embargo, se desconoce el efecto del resto de los elementos
contenidos en el agregado sobre los HH. De hecho, se empled material recuperado de sitios
lejanos a la zona de extraccion, que no forman parte de la mina explotada, debido a su bajo
contenido y valor comercial, al no ser redituable su recuperacion.

I) Recoleccion del filtrado. El efluente se recuper6é con ayuda de un sistema de filtracion
marca Millipore acoplado a un filtro de policelulosa de 0.15 um para retener la parte sélida

del proceso, la cual podria estar constituida por restos de los HH y de AM.

4.1.3.2 Disenio del sistema filtrante
Los elementos antes mencionados se consideraron para efectuar los calculos relativos al
disefio del sistema experimental (Figura 4-5 y Figura 4-6). La memoria de calculo que

derivd en el sistema filtrante que se presenta en ANEXO VIII.
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Valvula de distribucion

Alimentacion —s=

Vélvula de regulacion —w=—
Tuberia PVC DN 1"_

Malla de Retencion DP 1 mm (MR)* 5,
>‘:;‘ Material de empaque
: Agregado mineral DP 2 mm
FILTRO EXPERIMENTAL
PARA LA INACTIVACION Y
& RETENCION DE HUEVOS
DE HELMINTO
Abrazadera___p. | ) ESCALA1:10
MR-
v 0 4 6 8 10cm
Filtro DP 0.45 mm
A1
(o
P ™ Sistema Milipore
N —
- Kitasato

Figura 4-5 Plano de un filtro desinfectante de huevos de helminto
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Figura 4-6 Plano del sistema experimental de filtracion
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4.2 Segunda etapa

Se compuso por dos partes:

1.- Ensayos de contacto directo con los agentes metalicos y con los AM.-
Comprendi6 las pruebas independientes de contacto directo de los HH (HAL y HTC)
con los compuestos de hierro, plata, cobre y los AM a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion. De manera adicional, se efectuaron ensayos empleando PP y
SiO, a manera de testigos para estimar el efecto mecénico y quimico, respectivamente.
2.- Pruebas de viabilidad para AM para ser considerados como alternativa
desinfectante.- Comprendié la evaluacion de las caracteristicas que deseablemente
debe mostrar un agente para ser empleado como desinfectante, y que se sefialan en
Metcalf, (1996).

3.- Construccion de los sistemas experimentales de filtracion.- Se generd el sistema

a partir de las consideraciones sefialadas el punto 4.1.3.

4.2.1 Ensayos de contacto en matraz con plata, cobre, hierro, AM, SiO, y PP

En

primera instancia, se efectudé un barrido de concentraciones para todos los metales

propuestos, dado que no existen referencias al tema en cuestion de inactivacion promovida

por metales sobre HH. Por otra parte, las metodologias existentes de evaluacién no se

adecuan a los objetivos del presente trabajo.

Las pruebas se efectuaron sobre HTC y HAL en cajas de Petri, mediante exposicion directa

a los agentes mencionados en a, b, ¢ y d, los cuales se detallan a continuacion:

a)

b)

c)

d)

Granalla de plata (Ag®), Plata coloidal (Ag® y Ag"), Nitrato de plata AgNO3 (Ag") vy
Oxido de plata Ag,O (Ag").

Granalla de cobre (Cu®), Oxido cuproso (Cu,0) (Cu*), Oxido ctprico (CuO) (Cu*™) y
Sulfato cuprico (CuSQg) (Cu™).

Limadura de hierro (Fe®), Sulfuro de hierro (FeS,) (Fe™), sulfato ferroso FeSO, (Fe*")
y Oxido férrico (Fe,03) (Fe*™™).

Dos tipos de AM recuperados de dos minas ubicadas en Zacatecas, México.

PP y SiO, se emplearon a manera de testigos del efecto mecanico y quimico, ya que
ambos AM contienen mayoritariamente SiO,.
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El presente trabajo evaluo para cada agente concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 05,1y 2g
mL™*, de manera progresiva cada 30 minutos, hasta llegar a 180 min, para identificar el
efecto sobre la viabilidad de los HH. Los organismos se recuperaron una vez cumplido el
tiempo de exposicién y su viabilidad se estimé mediante:

a) Larvado in vitro: Se efectu6 empleando la técnica de incubacion sugerida por Oaks y
Kayes (1979), con duracion de 28 dias, usando como medio de incubacion H,SO,, a una
concentracion 0.01 N, temperatura constante 28 °C, bajo condiciones de obscuridad, sin
agitacion y con aireacion (eventual). Las anteriores en conjunto correspondieron a la
combinacion de condiciones que ofrecieron los mejores resultados de larvado en ambas
especies. Una vez transcurrido el tiempo experimental, se recuperaron los organismos en
una camara DONCASTER vy se procedié a verificar la presencia de la larva movil,

calculando la viabilidad segun la ecuacion sefialada en 4.1.2.1.

b) Tincion diferencial: Se efectué mediante la técnica sefialada en De Victorica y Galvan,
(2003), que consiste en la aplicacion directa de un colorante vital. En el presente trabajo, se
empled ““azul tripan”, ya que ofrecia las mejores condiciones de identificacion por
contraste, con respecto a los agentes evaluados (Naranja de Metilo, Rojo Congo, Lugol,
Azul de Metileno, Hematoxilina y Safranina).

Posterior al tiempo de exposicion, se recuperaron y colocaron los HH en portaobjetos en
condiciones acuosas, adicionando una gota de agua destilada, para evitar su adhesion.
Inmediatamente se afiadieron un par de gotas del colorante, manteniendo la muestra en
dichas condiciones durante 10 minutos, esperando detectar su aceptacion. Dicho signo es
referido por la técnica como estimador de la pérdida de viabilidad, donde, la adquisicion de
un color azulado por parte del huevecillo refleja la incapacidad de osmorregulacién tipica
de un organismo muerto. Los calculos correspondientes se efectuaron de acuerdo a la

ecuacion sefialada en el punto 4.1.2.1.

4.2.1.1 Capacidad de Inactivacion ofrecida por los compuestos metdlicos (Ag, Cuy Fe)
Se obtuvieron para cada agente: el promedio de pérdida de viabilidad, su maximo y
minimo particular, asi como el general. Para éste Gltimo, se establecié una escala de

referencia progresiva Tabla 4-1, que evidencia la inactivacion brindada por el agente, la
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cual se incrementa a una razén de 20% por cada grado y en 10% para los Gltimos dos. Lo

anterior, para ofrecer de una manera diferenciada la PV evidenciada por cada estimacion.

Tabla 4-1. Escala referencia propuesta, que sefiala el grado de inactivacion de huevos de helminto:

Escala % de inactivacion
+ 0-20
++ 20-40
+++ 40-60
++++ 60-80
+++++ 80-90
++++++ 90-100

4.2.1.2 Caracterizacion de la inactivacion ofrecida por los compuestos metalicos

Consistio en la descripcion e interpretacion de los efectos de inactivacion derivados del
contacto directo de los agentes con los HH, con respecto a la progresion del ensayo y las
concentraciones aplicadas. A partir de los resultados obtenidos se generaron en cada caso:
la curva de pérdida de viabilidad correspondiente para cada tiempo, concentracion y técnica
de estimacion. Dichos pardmetros fueron analizados de manera contrastiva para una mejor

comprension del fenémeno de inactivacion ocurrido en cada caso.

4.2.1.3 Tratamientos estadisticos aplicados a los ensayos de contacto directo para los
diferentes tratamientos con agentes metalicos
Para todos los casos, se efectué un tratamiento estadistico de analisis de varianza
(ANOVA) de Fisher para determinar la existencia del efecto promotor de la pérdida de
viabilidad de los HH. Para los casos inicial y final, asi como tiempo anterior y posterior.
Dicho resultado fue Gtil para establecer el tiempo de contacto necesario para promover la
inactivacion del HH. Es importante sefialar que en algunos casos se extendié el tiempo de
exposicion hasta no encontrar una diferencia significativa en comparacion con el resultado
previo, aungue ellos no se reportaron en el presente trabajo. Dicho criterio fue establecido

para dar por finalizada la prueba.
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4.2.1.4 Mecanismos involucrados en de inactivacién con Ag, Cuy Fe

Los trabajos referentes a desinfeccion no muestran imagenes de los efectos producidos por
agente en cuestion. Por ello, el presente trabajo emplearlas para mostrar lo ocurrido a los
organismos, y asi comprender su accion. Los mecanismos involucrados en la PV se
infirieron a partir de los cambios morfolégicos experimentados por el organismo. Para ello,
durante cada ensayo de contacto se efectud un registro fotografico por medio de MO y
MEB de manera progresiva para toda la prueba. Lo anterior, ya que el primero brinda una
visualizacion hacia el interior del huevo, pudiendo observar algin cambio sufrido en las
partes solidas y liquidas que componen al organismo, mientras que el segundo proporciona
una vision estructural de su parte externa.

De manera adicional se emplearon los resultados obtenidos por azul tripan (colorante vital)
para identificar algunos cambios de permeabilidad, los cuales fueron caracterizados
empleando MO, la cual permite identificar cambios fisioldgicos relacionados con la

permeabilidad de las cubiertas.

4.2.1.5 Caracterizacion de los parametros cinéticos

Consistié en la representacion de los valores que describen la pérdida de viabilidad en el
ambito de la desinfeccidén y son caracteristicos de la ecuacion empleada. En el presente
trabajo, se emplearon los sefialados en la ley de Chick, que se muestra en el punto 3.2.9 .
Ella considera: la interaccion del compuesto con el organismo, su sensibilidad ante él, la
importancia del tiempo de contacto, de la dosis, velocidad a la cual se inactivan los
organismos de interés o indicadores, maximo poder desinfectante, el efecto gradual sobre el
organismo y las concentraciones correspondientes a las cuales ocurren. Su combinacion

deriva en: la dosis a aplicar y tiempo de contacto necesario, por mencionar algunos.

4.2.2 Construccion del sistema filtrante

El sistema buscd obtener resultados de retencion (filtracion) e inactivacion de HH. La
conceptualizacién, disefio, dimensionamiento y construccién del sistema filtrante, se
efectud en funcidn a los resultados obtenidos de las pruebas experimentales y con base en
los criterios planteados en el punto 4.1.3.2. El sistema propuesto puede se conformé por

tres partes (suministro, distribucion y filtro).
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a) Suministro: Se conformo por un tanque de abastecimiento con capacidad de 100 L y que

abastecio agua destilada, desionizada y esterilizada, la cual se impulso hacia el sistema con
ayuda de una bomba sumergible con capacidad de desplazamiento de hasta 200 L h™,
asegurando asi las condiciones cualitativas de alimentacion durante el experimento. De
manera adicional se incluyeron valvulas reguladoras de flujo en cada seccion para asegurar

las caracteristicas cuantitativas a evaluar, tal como se observa en la Figura 4-7).

L aid

Tanque de almacenamiento Tuberias de distribucion

Imagen de elaboracion propia
Figura 4-7. Sistema de suministro

b) Distribucion: Se efectio mediante una tuberia de alimentacion de ¥ in @ conectado a
cada filtro por medio de la barra de soporte ubicada en la parte superior del sistema
experimental. Al final de cada elemento filtrante se implement6 una valvula dosificadora de
flujo embebida en un tapén de PVC de %2 in @. En ella, se realizé una perforacion al centro
para suministrar el gasto equitativo, asi como para disminuir el flujo del liquido por las
paredes del filtro. Lo anterior se muestra en la Figura 4-8.
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Valvula dosificadora Tapodn de filtro Efecto hidraulico producido

Imagen de elaboracion propia
Figura 4-8. Sistema de distribucion

c) Filtro: El sistema se conformo6 por 20 cartuchos de PVC de % in @ con diferencia
progresiva de 10 cm entre cada uno de ellos, midiendo el primero 10 cm y el ultimo 200
cm. El ensayo se efectué de manera independiente para cada agregado evaluado (AM; y

AM,) (Figura 4-9). La granulometria empleada como medio de empaqgue en todos los casos

fue de 2 mm, tanto AM (1y 2), como PP y SiO,, los cuales sirvieron como testigos.

Sistema experimental de filtracion Filtro unitario Empaque de AM en el interior
del filtro

Imagen de elaboracién propia
Figura 4-9. Sistema de distribucion
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4.2.3 Ensayos en columnas empacadas (sistema experimental de filtracion)
Se efectuaron dichas pruebas de manera independiente para HAL y HTC para evaluar el
efecto filtrante y de PV promovido por cada AM.

4.2.3.1 Operacion del sistema filtrante

El filtro se disefi6 con el criterio de un tiempo de residencia hidraulico idéntico al Tiempo
de contacto (TRH=TC), que simula el peor escenario ocurrido. Dicha condicidn presenta la
menor interaccion con el AM. Asimismo, se evaluaron dos condiciones de operacion, para
determinar la versatilidad y bondad que ofrece la propuesta de filtro, resultando:

a) Operacion de disefio (OD): Consistié en el manejo de un gasto de 1.33 L d™ y un TRH
de 120 minutos. La alimentacién al sistema se efectudé de manera continua durante un lapso
de 15 dias, correspondiente a la duracién total del ensayo, Asimismo, se efectuaron
mediciones de flujo volumétrico con una probeta, realizando calibraciones cuando fuera
necesario.

b) Operacién méaxima (OM): Se gener6 a partir de la apertura completa de las valvulas
reguladoras, logrando un gasto de 60.5 L d™* y un TRH de 1.5 min para el AM; y 1.9 min

para el AM.. Dicho ensayo tuvo una duracion de tres dias en alimentacion continua.

4.2.3.2 Ensayos de filtracion en columnas empacadas
A partir de las dos formas de operacién mencionadas en el punto 4.2.3.2, para cada AM, asi
como para cada organismo, se estimo la retencion de los HH en relacion a su longitud, asi
como al tiempo de operacion. Con el fin de dar seguimiento puntual se dividio el efluente
en “tandas”, correspondientes a los TRH calculados. La longitud de cada cartucho obedecio
a la ubicacion de cada punto de muestreo, correspondientes a 10 cm, tal como lo sefiala
Auvinet, (1982) y Felder y Rosseau, (1986). El ensayo se efectlo por triplicado para cada
longitud (10-200 cm) y en cada caso se calculé como:

% de Filtracion= ((HHfinates) X 100)/HHiniciales
Donde:
HHsinaies = NUmMero de huevos de helminto a la salida del caudal
HHiniciales = NUMero de helmintos a la entrada del caudal

A partir de la recuperacion de los huevecillos se genero:
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a) Porcentaje de filtracion Determino el porcentaje de retencion de HH por longitud de
cartucho. Asimismo se genero la ecuacion de ajuste que mejor describid el proceso en
ambas operaciones.

b) Perfil de filtrado: Dicha figura consistio en la representacion grafica del seguimiento de
cada HH introducido ofrecido por cada longitud del filtro.

¢) Eficiencia de los sistemas filtrantes: Su estimacion se efectué empleando la “Relacion
(Multi-pass testing). La anterior refleja el paso de un sélido a través del filtro, empleando
los HH como el solido en especifico. El calculo se efectto de la siguiente manera:

Donde:
b: Es la relacion beta ()

N.,= Es el nimero de particulas mayores de Xmm por unidad de volumen hacia arriba del
punto de medicion.

Ng=Es el nimero de particulas mayores de Xmm por unidad de volumen hacia abajo del
punto de medicién.

Por lo tanto, los filtros con una mayor relacion beta retienen mayores particulas y tienen
una mayor eficiencia. Dicha medicion se representa mediante la relacion existente del
didmetro de particula y la relacion  para cada seccion filtrante. EL célculo se efectud con

el uso de la siguiente ecuacion:

Donde:
b= es la relacién beta
E,= Eficiencia de un filtro

4.2.3.3 Tiempo de contacto y avance promedio

Constituye uno de los factores que permiten caracterizar a las rocas porosas Utiles como
lechos filtrantes. Dicho pardmetro se encuentra constituido por la interaccion entre el
material a filtrar, el fluido inmerso en el proceso y el medio filtrante. El desfase ocurrido, se

relaciona con las condiciones de operacion (Auvinet, 1982) y con el proceso general. No

7 [
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obstante, en todos los casos se obtiene después del ensayo. Su obtencion se efectud a partir

de la profundidad de recuperacion de los organismos con respecto al gasto suministrado.

4.2.3.4 Ensayos de inactivacion en columnas empacadas

El filtro buscoé promover la inactivacion de los HH. No obstante dicho fenémeno no se
evidencia de manera clara, ya que en ocasiones resulta imposible su determinacién de
manera directa; a menos que ocurra la destruccion total del organismo. Por ello en cada
seccion filtrante, se determino la potencial pérdida de viabilidad del HH a través de las
técnicas de LIV y TCE

Su célculo para LIV se efectué como se menciona a continuacion:

NE - HNlarv

% PV = x 100

E
Donde:

PV= Pérdida de Viabilidad
Ne= NUmero total de helmintos por muestra

Hniary = Huevos de helminto no larvados

Su célculo para TCE se efectu6 como se menciona a continuacion:

L Ng— H,
Yo PV = N x 100
E

Donde:
PV= Pérdida de Viabilidad
Neg= Numero total de helmintos por muestra

H: = Huevos tefiidos

En ambas pruebas se recuperaron los huevecillos del efluente del sistema, asi como del

empaque mismo al término el ensayo.

4.2.3.5 Caracterizacién de la inactivacion
A partir de la pérdida de viabilidad y el porcentaje de inactivacién ofrecido por cada
segmento se determinaron las causas de la pérdida de viabilidad (efectos mecénicos y/o

quimicos), asi como la ecuacion de ajuste que mejor describe el proceso en OD y OM.
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4.2.3.6 Efecto sinérgico

El presente trabajo pretende demostrar la existencia de inactivacion por efectos mecanicos
y la influencia del factor quimico de los AM. No obstante se desconoce la participacion de
cada uno de ellos. Por ello, para determinar la influencia de cada fenémeno y/o la
existencia de sinergia, se emplearon los resultados obtenidos en los ensayos SA y CA de

contacto en matraz entre los AM y los HH, que se detallan en el punto 4.1.2.4.

4.2.3.7 Tiempo de saturacién y agotamiento del sistema experimenta

Se determind mediante la cantidad de solidos retenidos en el sistema filtrante durante el
tiempo de operacién en cada caso. Posteriormente, con dichos datos se proyectd el tiempo
de saturacion del sistema empacado para cada agregado.

Por otro lado, el agotamiento de los AM consistio la estimacion del tiempo de liberacion
total de los agentes con capacidad biocida que persigue el presente trabajo. No obstante,
existen otros mas dentro de la matriz mineral que pudieran incidir en la inactivacion del
huevecillo. El anterior se determind mediante un ensayo de disolucion del agregado (1 6 2)
en: a) medio acido: con pH 2.1, generado mediante una solucion de H,SO,, b) medio
basico: con pH de 11.9, a partir de una solucién de KOH y c) neutro: que empled agua
destilada y desionizada (pH cercano a 7). El ensayo consistio en la colocacion
independiente de 50 y 100 g de cada agregado en matraces por un periodo de tres meses
con el medio correspondiente. Los recipientes se colocaron en agitacion constante a 60+10
rpm durante tres meses, empleando un agitador orbital de construccién propia. Finalmente
se efectuaron extracciones del sélido y del liquido a las 1, 3 y 24 horas, asi como, un mes 'y
tres meses para estimar la presencia de los elementos presentes en cada uno de ellos,
mediante EFRX, DFRX e ICP-Ms y absorcion atdmica. A partir de los resultados se
calcularon las isotermas y las ecuaciones de estimacion para su agotamiento.

d) Curva de operacién: Consiste en la representacion grafica de los comportamientos de los
filtros de diferente longitud (AL) propuestos para cada operacion (OD y OM). Ella

relaciona, la longitud del lecho contra la inactivacion de los HH.
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4.2.3.8 Dario morfolégico en ensayos de columnas empacadas para AM1y AM;

A partir de los ensayos efectuados en columnas empacadas se recuperaron algunos
organismos de HTC y HAL con el objeto de identificar y caracterizar los principales
cambios ocurridos en los HH. Para ello se emplearon MO y MEB.

4.2.4 Ensayos de viabilidad de los AM para ser considerado como agente desinfectante

Para ello, se tomaron en cuenta las caracteristicas mencionadas en Metcalf, (1996), donde
se incluyen algunas relacionadas con factores fisicos, quimicos, bioldgicos y de operacion.
Con el objeto de caracterizar cada una de ellas se implementaron ensayos que pretenden

caracterizarlas, las cuales se mencionan a continuacion.

Solubilidad

Constituye parte del éxito de un desinfectante y se encuentra relacionada con la capacidad
de accién sobre el organismo objetivo (Metcalf, 1996). En particular, una solubilidad
adecuada se relaciona con su efectividad y el tiempo de vida del AM. Para ello, se tomaron

en cuenta los resultados obtenidos en el punto 4.2.3.7.

Capacidad de disolucion del AM

Se efectué una prueba de disolucion en matraz con el objeto de conocer los posibles
elementos liberados del AM al liquido. Para ello, se tomaron en cuenta los analisis
efectuados en el punto 4.2.3.7, efectuando un analisis comparativo entre el contenido inicial

del agregado y el existente al final del ensayo.

Estabilidad

Se relaciona directamente con la accion del poder germicida que posee el agente en el
tiempo. Es deseable la persistencia de una concentracion razonable (que no presente un
peligro para otros organismos) y eventualmente que promueva proteccion residual. Para

ello, fueron determinadas la velocidad de liberacion de los agentes (Ag, Cu y Fe)

Modificacion de pH
Un mecanismo de inactivacion de organismos se basa en el cambio de las condiciones de

acidez o alcalinidad en el medio (Jiménez, 2007). La prueba pretendié evaluar la influencia
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del agregado sobre las condiciones del medio, asi como las caracteristicas del vertido en el

ambiente. Para ello, se efectuaron ensayos independientes en matraces, donde se colocé en
cada matraz 100 g de AM; o del AM,. Se planted evaluar tres diferentes escenarios: a)
ADDE b) solucién &cida conformada por H,SO4 pH=2.1 y ¢) solucion basica conformada
por NaOH pH=11.9. En todos los casos, bajo agitacion constante (60 rpm), llevando a cabo
el registro de pH con un potenciometro marca Oakton SR368 durante todo el ensayo. El
experimento se dio por terminado hasta llegar a la estabilizacién por repeticion de
resultados en un periodo de tiempo. Se obtuvo en cada caso el comportamiento grafico, asi

como los valores de tendencia central y dispersion que lo describen.

No colorante

Las propiedades organolépticas constituyen un factor distintivo de calidad. En particular, la
percepcion de color en el agua disminuye su valor econémico (urbanistico, turistico y de
explotacion). No obstante es comun encontrar en fuentes naturales, la presencia de ligeros
tonos rojizos, pardos, amarillos o verdes, debido principalmente a los compuestos himicos,
férricos o los pigmentos organicos brindados por los microorganismos presentes. Para ello,
se efectuaron las estimaciones por medio de un nefelémetro Sartorius DFI2014 a se

determiné dicha caracteristica.

Seguro al manejo y transporte

Ambos rubros son relevantes, e influyen en el costo y aplicabilidad de una tecnologia. Se
determind con base en los resultados obtenidos de los ensayos mencionados en el punto
4.2.4.

Econémicamente viable
Actualmente una limitante que presenta una tecnologia se constituye por el factor
econdmico. Por ello, se estimo el costo que implica la aplicacion del sistema con algunos

costos asociados.

Efectivo contra los organismos objetivo
Al seleccionar un desinfectante es importante considerar su forma de accién sobre el
organismo objetivo, tal como se sefiala en Metcalf, (1996). El presente trabajo solo

considero la efectividad obtenida contra HH en los ensayos de exposicion directa y los
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efectuados en el sistema de filtracién, los cuales se refuerzan mediante una memoria

fotogréfica obtenida con ayuda de microscopia electronica de barrido y microscopia 6ptica,

asi como pruebas de incubacion in vitro y tincion por exclusion.

Toxicidad ambiental
La legislacion ambiental ha establecido ciertos parametros a cumplir con el objeto de
brindar proteccién ambiental. Uno de ellos consiste en la implementaron bioensayos, para
evaluar la sensibilidad de algunos organismos (no objetivo) ante un agente quimico, Se
implementd la Prueba 208: Plantas terrestres. Lineamientos para probar compuestos
quimicos, de la OCDE, la cual considera el efecto de un agente sobre la germinacion y
crecimiento en especies sensibles. En ella se propone evaluar una especie ante el agente en
cuestion, refiriendo el uso de jitomate o lechuga o trébol, En el presente trabajo se efectuo
el procedimiento de manera independiente para cada especie, empleando: Solanum
lycopersicum, Latuca sativa y Trifollium gen. sp., respectivamente. Para determinar la
interaccion de cada AM con el componente vegetal se implementaron dos diferentes
ensayos:

a) Germinacion
Se empled para determinar el impacto de los agregados sobre la potencial viabilidad de las
especies antes mencionadas. Para ello, se prepararon soluciones con diferente contenido de
AM (1 6 2) al 50%, saturacion y sobresaturacion, asi como un testigo, empleando ADDE
para obtener cada condicion. Se colocaron 15 semillas de la especie a evaluar sobre
charolas circulares de 30 cm de diametro cubiertas de papel filtro en su interior. Los
recipientes se colocaron en incubacién, a temperatura constante de 25 °C y con iluminacion
artificial provista por una lampara de luz UV a una longitud de onda 450 nm para promover
su germinacion (Hernandez, 2010). Se adicioné cada dos dias 60 mL de la solucion
correspondiente. Finalmente se registrd el porcentaje de germinacion (definido como la
apertura de la semilla) de manera individual, efectuando una prueba estadistica de ANOVA
en cada caso.

b) De crecimiento
Busco establecer la influencia de los AM (1 o 2) en el desarrollo diferenciado de las plantas
mencionadas anteriormente, mediante la medicion de la talla total. Para ello se colocaron

las cinco semillas en pozos de siembra, con medio sélido: Tierra Negra (TN) (sphagnum
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peet moss) y AM; 0 AM,, segun las siguientes proporciones en cada caso: (0% AM y 100%
TN; 20% AM y 80% TN; 40% AM y 60% TN; 60% AM y 40% TN; 20% AM y 80% TN;
0% AM y 100% TN). Adicionalmente, se efectud el mismo procedimiento y proporciones,

sustituyendo la presencia del AM por Perlas Plasticas (PP) o cuarzo (SiO,), para contrastar
el contenido adicional que presentan los AM sobre el cuarzo, asi como un medio inerte,
respectivamente. Todos los casos se mantuvieron a temperatura constante de 25 °C en
ausencia de luz natural, empleando iluminacion artificial suministrada por una lampara de
luz UV a 450 nm. La alimentacion se efectud con la aspersion de 5 mL de ADDE de forma
manual a cada pozo de ensayo. Finalmente se evaluaron los porcentajes de germinacion y la

talla obtenida por cada espécimen, estableciendo el siguiente modelo estadistico interactivo.

Yijk: u+ AM;+ Pj +(A|\/|P)ij + Eijk

Donde:
i=1,2,3,....6
=123
k=1,2,3
Doénde:

i= (% de AM); j= Planta; k= Repeticiones; u= media general.

Finalmente se calcularon las T de Student, prueba de Tukey y una de ANOVA.
Estableciendo para AM;; AMy; SiO,; PP hipotesis particulares.

Ho: (AMP);; =0

Hi: (AMP);;#0

Influencia sobre la temperatura

La ley de Aguas Nacionales considera como contaminacion a la introduccion de
condiciones al agua de modo directo o indirecto, dentro de las cuales se incluye la
modificacion de la temperatura. Por ello se realizaron mediciones de cada AM, al contacto
en cada caso con agua acida, con pH=7 o basica (preparadas como se menciona en el punto

4.2.3.7, registrando los resultados obtenidos en cada caso.
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Normatividad oficial vigente

Se efectud un analisis elemental que pudiera aplicar para la instalacion y operacién del
filtro en materia de su descarga, ya que el AM se encuentra conformado por diferentes
elementos, donde algunos de ellos se encuentran normados. Para ello, se generd una tabla
con que contiene el concepto por elemento considerando: las NOM-001-SEMARNAT-
1996, NOM-002-SEMARNAT-1996, NOM-003-SEMARNAT-1997, NOM-127-SSA-
1994 y NOM-052-SEMARNAT-2005. La anterior, sefiala “Cumple”, “No cumple” o “No
normado” para cada caso. Los valores incluidos son los del AM acondicionado, asi como
los generados en las pruebas en disolucidn en las condiciones acidas, neutras y bésicas

sefialadas en el punto 4.7.5.2 en ambos casos (sélido y el liquido).

Inflamable

Para ello se tomo lo sefialado por la NOM-052-SEMARNAT-2005 para el caso del agua
proveniente del filtrado, se menciona: “Es un liquido o una mezcla de liquidos que
contienen sélidos en solucion o suspension que tiene un punto de inflamacion inferior a
60.5 °C, medido en copa cerrada”, mientras que, en el caso del AM contenido en el filtro
se menciona que; “se considera como inflamable cuando es capaz de provocar fuego por
friccion, a 25 °C”, aplicando en cada caso el experimento correspondiente y registrando el

resultado como “positivo” o “negativo”.

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Analisis y discusion de resultados

posCRAGES

Ingenieria

5 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Obtenciony caracterizacion de los AM

Para la extraccion de los AM (1 y 2) se seleccionaron dos minas de explotacion metélica
con coordenadas aproximadas 19° 18" 15.69" N y 99° 9" 29.59”. Las anteriores se
ubicaron en la localidad de Vetagrande, Zacatecas (Figura 5-1). Su actividad principal se
centra en plata, aunque también se comercializan el cobre, hierro y silicio. En conjunto
dichos elementos constituyen parte fundamental del presente trabajo.

El sitio especifico de recoleccion se ubico en una zona lejana a la veta principal, donde el
contenido no resulta redituable para su recuperacion. EI material no se comercializa,

explota o colecta por no poseer uso conocido.
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AM= Agregado mineral

Imagen de elaboracion propia, a partir de Google Maps
Figura 5-1. Zona de extraccion de los AM

La caracterizacion fisica se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LMBE)
de la Facultad de Quimica de la UNAM, mientras que la fisicoquimica se efectud con el
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apoyo de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la misma

institucién. Los resultados obtenidos se sefialan a continuacion.

5.1.1 Caracterizacion fisica

La caracterizacion de los AM (Tabla 5-1) obtenida a través de la metodologia sefialada en
el ANEXO 11 evidencia diferencias menores al 10% para todos los casos. Sin embargo, un
analisis estadistico de ANOVA sefiald que eéstas son significativamente diferentes
(empleando un a=0.05) en cada caso. Segin Auvinet, (1982), las diferencias se relacionan
directamente con la composicion y geomorfologia del material. Estas tienen implicaciones
en comportamientos hidraulicos, peso del sistema empacado, mojado, longitud de
recorrido, tiempo de residencia hidrdulica e interaccion con sitios activos, por mencionar

algunos.

Tabla 5-1. Propiedades fisicas de los medios sdlidos empleados.

p [gcm?] pap [9 €] & (%) Anmax (%0) Aprom (%0) « [m*m?d?]

X tc X tc X tc X tc X tc X +c

AM; | 167 | 0.13 | 1.12 0.09 3286 | * 14.07 2.46 13.85 | 041|153 | 0.2

AM, 1.78 | 0.05 | 1.17 0.07 34.05 * 11.32 3.91 11.07 | 0.28 | 158 | 0.1

AM; | 2.18 | 0.17 | 1.28 0.01 40.88 | * 26.49 3.67 1533 | 367|154 | 04

PP 1.14 | 0.02 | 1.03 0.02 9.38 * 0.02 9.38 5.63 0.02 | 146 | 0.5

Si0, | 2.60 | 0.10 | 1.40 0.17 46.37 | * 13.26 3.75 12.23 | 0.86 | 151 | 0.2

* =No calculado; para fines practicos se supone que es la media de los valores.
PP= Perlas plasticas; AM(, , , 3= Agregados minerales SiO,= Cuarzo

Caracterizacion del AM; tomada de Magafa-Lopez, (2010)

Los AM (1 y 2) muestran una densidad real (p) de 1.67 y 1.78 g cm™, respectivamente. En
comparacién a los reportados en Magafia-Lopez (2010), que sefialan 2.18 y 2.43 g cm™
para empaques similares. No obstante, algunos medios empleados en filtracion lenta, como:
arena (~1.65 g cm™), antracita (=1.80 g cm™), caliza (=2.68 g cm™), grava (=3.11 g cm®)
reportan valores en el mismo intervalo (Turbidex, 2010). Dicha propiedad indica que los
filtros empacados con los agregados (1 y 2) tendrian un peso similar a los antes
mencionados.

Los valores de porosidad (c) obtenidos para los AM; y AM, resultaron de 32 y 34%,
mientras que los de PP y SiO,, fueron de 9.38 y 46.37%. Crites y Tchobanoglous, (2000),
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sefialan que porcentajes entre 30-50% favorecen el contacto con los fluidos, lo cual
contribuye con el fundamento promotor de inactivacion propuesto en el presente trabajo.
Por ello, los valores resultantes para PP y SiO, los perfilan como candidatos para ser
considerados como testigos para evidenciar el efecto mecanico y quimico, respectivamente.
La permeabilidad registrada en los agregados se ubicé entre 11-15%, resultando ser similar
a la observada en algunos limos y arenas, tal como se sefiala en CEPIS, (2008) y Turbidex,
(2010). Lo anterior es consecuencia del alto contenido cristalino, poca porosidad y
aceptacion de agua en el proceso geomorfologico (Meléndez y Fuster, 2003).

El andlisis de esfericidad efectuado a los AM;, AM,, SiO, y PP result6 en todos los casos
de 0.86. No obstante, una observacion mas detallada muestra diferencia entre ellos (Figura
5-2). En ACE (2010) menciona, que para calculos en filtracion es conveniente emplear
“factores de esfericidad”. Sin embargo, para el caso particular de los agregados no reflejan

especificamente de las caracteristicas independientes y particulares del material a emplear.

AM, AM, AM, Sio, PP

PP= Perlas Plasticas; AM; = Agregados minerales SiO,= Cuarzo

Imagen de elaboracién propia
Figura 5-2. Medios de empaque

La conductividad hidraulica evaluada para ambos agregados fue de 15.3+0.2 y 15.8+0.1 m®
m? d?, respectivamente. La Tabla 5-2 muestra que los valores registrados son
correspondientes a una arena y grava mezclada (=16 m® m? d), que implica un grado de

permeabilidad elevada, un flujo activo y menor azolvamiento del sistema de filtracion.
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Tabla 5-2. Valores de k para diferentes texturas de suelos empleados como medios de empaque en filtracion lenta.

Tipo de empaque K)m’°m?d?’ Grado de conductividad
Grava limpia 18 Elevada
Arenay grava mezclada 16 Elevada
Arena media lavada 13 Elevada
Arena fina 3 Media
Arena limosa 0.6 Media
Franco arcillo arenosa 0.5 Baja
Franco arcillo limosa 0.15 Baja
Franco arcillosa 0.21 Baja
Arcillo-arenoso 0.19 Muy baja
Arcillo-limoso 0.09 Muy baja
Limo 0.06 Muy baja
Arcilla 0.01 Impermeable

A partir de Clapp y Homberger, (1978) y Gabriels et al., (2014)

5.1.2 Caracterizacion fisicoquimica

Los resultados obtenidos para ambos agregados se sefialan a continuacion.

5.1.2.1 Andlisis cualitativo

Las EDRX determinaron cualitativamente las especies que componen a los AM (1 y 2).
Una curva acumulativa se efectud para para establecer nimero total de anélisis a realizar.
EL AM; se completd con cuatro andlisis, mientras que el AM;, se cumplié con cinco
difracciones efectuadas a una muestra representativa bajo el fundamento de método de
cuarteo en cada caso. Los minerales identificados que componen a cada agregado fueron de
ocho y cinco, respectivamente (Tabla 5-3). En particular, solo dos de éstos (Kaolinita y
cuarzo) se encuentran en ambos, asi como en el AMs, caracterizado en Magafa-Lopez,
(2010). Asimismo, se evidencid una composicion mayoritaria de silicatos, seguida de
minerales carbonatados, nitratados y metéalicos, tal como se sefiala en el ANEXO 1V la
Figura 13-1 y Figura 13-2.
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Tabla 5-3. Tipos de roca que componen a los AM a partir de Difraccion de Fluorescencia por Rayos X

Tipo de minetal Formula quimica AM; AM, AM;
Hematita Fe,0O, X
Sanidinita K(SisAl)g(K,Na) X

Cuarzo SiO, X X X
Montmorillo MgsSigO,0(OH),(0OH,)4-4H,0 6 (Ca, Na, H) (Al, X
nita Mg, Fe, Zn) 2(Si, Al) 404,(OH), - 4H,0
Calcita CaCOg3 X
Nimita (NiMgAI)2(SiAl),044(OH)s(NiMgFe?*)s Al(AlSis X
)010(OH)s
Ortoclasa KAISi;0Og X
Kaolinita Al,SiO5(OH), X X X
Pirita FeS, X
Clinoclorita- MgsAL(Si o0 Al)40;0(OH)g X
Serpentina
Dolomita CaMg(C0s), X
Albita (Nag.gs Cag,02)(Al 1,02 Siz g8 Og X

AM(1 2 y 3= Agregados minerales

Tabla de elaboracién propia
Las especies mineraldgicas sefialadas anteriormente evidencian un origen geomorfologico
volcénico, intrusivo con répido enfriamiento e influenciado por intemperismo (Meléndez y
Fuster, 2003). Mengelle-Lo6pez et al., (2011) mencionan, que la zona minera de Zacatecas
muestra evidencias de mineralizacion de metales preciosos (Au y Ag), asi como la
presencia de depositos de (Al, Pb, Fe, Zn y Cu) con intensa silificacion. Lo anterior es
concordante con el analisis de DFRX. Dichos procesos contribuyen a la diferenciacion del
yacimiento, derivando en la presencia de minerales, tales como: Montmorillonita, Hematita
Pyroclorita, Sanidinita, Barita (BaSO,), Caolinita (Al,Si,Os(OH,)), Pyrofilita
(Al:Si,019(OH)y), Sericita (KAIlx(SisAl)O10(OH,F),) y talco (3MgO4SiO,H,0). Su
presencia apunta a que la seleccion de puntos de extraccion se efectud en sitios ya
diferenciados dentro de la mina. No obstante, los Gltimos cuatro minerales no han sido
identificados dentro de la muestra, lo cual no descarta su posible aparicion dentro de la

mina.

5.1.2.2 Andlisis cuantitativo

La caracterizacion cuantitativa efectuada a los AM; y AM; por EDRX y DFRX
contribuyeron a determinar sus elementos mayores y menores (Tabla 5-4). El andlisis
reflej6 mayoritariamente la presencia de silice (en forma de SiO,), con un promedio de
944+472 y 649+477 g kg™, respectivamente (ANEXO 1V). De manera complementaria se
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registraron oxidos de: Ti, Al, Fe, Cu, Mn, Mg, Ca, Na, donde los primeros cuatro han
demostrado poseer propiedades biocidas (Leal et al., 2006 y Rodriguez. 2009). En ambos
lotes se registraron TiO, con 10658 y 290+48, Fe,O3 con 1706+102 y 10860+75 y Cu
7374606 y 8246+747 mg kg@ (Figura 13-3 y Figura 13-4). Los resultados estadisticos
evidencian en ambos casos un agregado heterogéneo, con zonas ricas en metales, en

comparacion con el resto de los componentes.

Tabla 5-4. Tipos de roca que componen a los AM a partir de EDRX

Compuestos AM, AM;

% X +S X +S
SiO, 94.48 47.28 64.98 47.70
TiO, 1.06 5.8 2.90 4.8

Al,O3 1.94 1.23 9.21 8.34
Fe,O3 1.70 1.02 10.86 7.52
MnO 0.26 0.21 2.05 1.11
MgO 0.46 0.28 571 2.12
CaO 0.44 0.42 5.70 1.82
Na,O 0.70 0.21 1.12 1.15
K,0 0.65 0.46 1.62 2.73
P,Os 0.10 0.5 7.10 5.01

Tabla de elaboracién propia
X= media; S= desviacion estandar; AM;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2

La EFRX elemental para ambos agregados registré: Ag, Ti, Cu, Pb, Th, Co, Cr, V, Mb, Zr,
Y Sr, Ba y Rb. La caracterizacién final cualitativa generada se conformé por 32 y 25
elementos, para el AM; y AM,, respectivamente. La curva acumulativa de especies para
ambos AM no registr6 cambios durante los ultimos dos andlisis, dando con ello, por
terminada la prueba. Sin embargo, la confluencia geomorfoldgica brinda la posibilidad de
encontrar wollastonita (CaSiO3), 6nix (SiO;) y compuestos con bismuto, mercurio,
antimonio, cobre y cadmio, reportados para el yacimiento en Mengelle-Lépez et al., (2011).
Cuantitativamente (mg de compuesto kg™ de AM), mediante la difraccion de trazas se
caracterizaron: Cu (737606 y 8246+747), Zn (255+£265 y 995+128), Pb (245236 y
947+100) y Ag (81510 y 7+10 mg kg™). Particularmente, el valor registrado para la plata
no es concordante con el caracterizado en la zona (128 mg kg™). Lo anterior se relaciona
con la disposicion usual del metal en sitios puntuales. No obstante, la nimita (Ni, Mg, y Fe)
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y montomorillonita (Al, Mg, Fe y Zn) registran valores similares detectados en la

caracterizacion elemental mayor (Tabla 5-5).

Tabla 5-5 Elementos que componen a los AM a partir de Difraccion de Rayos X

Adicionales AM, AM, AM; AM,
(mg kg X +S X +S
Rb 87.67 63.87 97.00 57.28
Sr 2.00 1.73 5.67 0.82
Ba 9.67 7.63 52.67 3.99

Y 0.00 0.82 9.67 0.50

Zr 41.00 23.11 79.50 18.38
Nb 3.67 52.93 74.67 22.90

Vv 15.67 10.28 7.00 10.47
Cr 11.67 6.08 32.33 6.17
Ag 26.67 13.39 36.67 13.62
Co 26.67 17.59 65.33 16.88

Ni 560.33 372.27 255 236.93
Cu 32.67 79.71 113.50 26.09
Zn 245.67 236.82 947 1009
Th 87.67 63.87 97.00 57.28
Pb 2.00 1.73 5.67 0.82

Tabla de elaboracién propia
X= media S= desviacién estandar; AM;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2

5.1.2.3 Prueba de asociacion de Olmstead-Tukey

A través de ella se determind la importancia relativa con respecto a la abundancia y
prevalencia de cada elemento. EI AM; reportd para el cuadrante | (alta prevalencia y
abundancia), Si, Al, Fe, S y Cu. EIl sector determina la apariencia parda-rojiza-purpura
general del agregado. En el 1l se ubican las de menor cantidad, pero con alta
representatividad, tal es el caso de Ni, Ag, V, Co, Au y Zn que le brindan al metal tintes
metalicos y que son explotables por la mina. En el siguiente (I11) se ubican los considerados
como trazas, encontrando Zr, Pb, Y, Rb, Nb, Cr, Ba y Mg, mientras que en el IV con alta
prevalencia y poca abundancia se ubican Ti, Mg, K, P, donde el primero posee actividad
biocida contra HH (Leal et al., 2006). Lo anterior puede se observa en la Figura 5-3 y en el
ANEXO VI.
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Figura de elaboracién propia
Figura 5-3. Distribucion elemental segun la Prueba de Olmstead-Tukey para el AM,

En el caso del AM, se ubicaron los antes mencionados, asi como K y Mg dentro del
cuadrante I, mientras que en el 1l se incluyeron Ge, Li, P, Pd, Th, V y Zn. Dichos elementos
se aprecian como zonas blancas y amarillas dentro del agregado, concordante con el
andlisis mineral6gico mostrado anteriormente (Figura 5-4). La variacién registrada en el
cuadrante Ill radicé en la adicion de Cu, mientras que el resto de éste mostré una

conformacion similar al caracterizado en el AM;.
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Figura de elaboracion propia
Figura 5-4. Distribucion elemental seguin la Prueba de Olmstead. Tukey para el AM,
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En comparacion ambos AM (1 y 2) muestran una similitud de 89% en cuanto a los
elementos que los componen (36 y 32), En comparacion con el reportado en Magafia-Lopez
(2010), donde existe un 44 y 47%, respectivamente, asi como el contenido de SIO,. Sin
embargo, en cuestién a la ubicacion por cuadrante de cada uno de ellos existe una
concordancia del 75% (AM 1y 2). Lo anterior apunta a la correspondencia de los puntos de
extraccion en el yacimiento (en ambos casos). No obstante, las diferencias derivan en
cambios de apariencia, asi como de contenido cuantitativo, determinado principalmente por
los elementos ubicados en el cuadrante 1y Il (Si, Al, Mg, K, Fe y Cu). Los elementos
perseguidos por el presente trabajo (Ag, Fe y Cu) muestran para las dos primeros
condiciones similares de prevalencia y abundancia en ambos AM, mientras que el Cu si
presenta un cambio de ubicacion, del cuadrante I al Il, respectivamente (Tabla 5-6). Su

combinacién es factor importante al tener influencia dentro de la experimentacion.
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Tabla 5-6. Cuadro comparativo de cuadrantes de AM; y AM,

Elemento AM;, AM,

Ag Il Il
Al [ I
As ] I
Au Il Il
Ba ] [
Br * ND Il
C Il Il
Ca Il Il
Co Il Il
Cr 1] [}
Cu* I [
Fe | |
Ge* ND Il
K * v [
Li* ND ]
mMg* v [
Mn Il ]
N I I
Nb ] [
Ni I I
(0] I |
P v v
Pb ] i
Pd * ND I
b ] i
S I I
Si I |
Sr 1] [}
Th Il Il
Ti v v
Vv * Il \Y;
Y 1] [}
Zn Il Il
Zr 1] [

ND= No determinado; *= Diferente; AM,= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2
Tabla de elaboracién propia

5.1.2.4 Cuantificacién y caracterizacion de sulfuros

La prueba de flotacion efectuada a los AM (1 y 2) recobré un total de 9.7 y 105.7 g de
material, lo cual corresponde a un 0.5 y 5% del material, respectivamente. El analisis de
difraccion de polvos para los agregados caracterizé dicha recuperacion como Sulfuro de

hierro en ambos casos. El contenido de elementos sulfurados resulta toxico al entrar en
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contacto con el agua, no obstante su contenido es menor al 5%. En CSA (2011) se
menciona, cierta toxicidad en el humano a partir de dosis de 500 ppm, lo cual implica el
efecto biocida. Por otro lado, es importante determinar la relevancia de la regulacion de
dicho contenido en filtros empacados con AM. Lo anterior, ya que sSu presencia en
concentraciones que no representen problema podria orientar el impacto hacia los
organismos objetivo.

El alto contenido de sulfuros obtenido mediante el ensayo de flotacion indica al AM; como
una mejor opcion en comparacion con el AM,. Sin embargo, el principal inconveniente de
la prueba es el tamafio de muestra, el cual no resultaria representativo para la construccion
de filtros a mayor escala. No obstante, una alternativa para controlar dicho problema se

constituiria por un proceso previo de desulfuracion.

5.1.3 Ensayos de viabilidad de los lotes (HTC y HAL)
Los ensayos efectuados sobre huevos de T. canis y A. lumbricoides como modelo

experimental, obtuvo los resultados que se mencionan a continuacion.

5.1.3.1 Pruebas de viabilidad en lote

Se realizaron pruebas de viabilidad a 11 lotes diferentes de huevos de A. lumbricoides
(HAL) y T. canis (HTC), descartando diez de ellos por presentar un larvado menor al 80%,
segun las pruebas in vitro (Oaks y Kayes, 1979), asi como por medio de tincion por
exclusion (De Victorica y Galvan, 2003). La baja viabilidad sugiere ser consecuencia de las
condiciones de obtencion, manejo, estado conservacion, asi como por factores inherentes a
la naturaleza del organismo, los cuales impactan directamente en la viabilidad de los HH

(Tabla 5-7) y sugiere, que ambientalmente la viabilidad de un huevo es limitada.
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Tabla 5-7. Foto-micrograficas contrastivas de las técnicas de estimacion de viabilidad empleadas

Viabilidad potencial T. canis A. lumbricoides
Incubacion in si '
vitro
no
Tincion Si
diferencial
no

Tabla de elaboracién propia

El lote restante de cada especie logré cumplir los estandares preestablecidos de viabilidad
superior al 75% para las pruebas efectuadas. En T. canis se obtuvieron porcentajes
viabilidad de 817 y 70£12%, mientras que para A. lumbricoides fue de 6618 y 78+9%,
mediante los ensayos de incubacion y tincidn, respectivamente. Dichos valores referencian
una clara diferencia de resultados entre ellas. No obstante, De Victorica y Galvan (2003)
sefialan, que ambos procedimientos son igualmente validos.

Los valores obtenidos para los testigos evidencian una viabilidad instantanea, que no
considera el tipo de estrategia de reproduccion (de tipo “R”), que siguen los organismos de
prueba caracterizados por tener alta progenie y baja viabilidad (Begon et al., 1990). De
manera adicional, los helmintos buscan una segregacidn espacio-temporal que contribuye a
una maduracion diferenciada. Por otro lado, tampoco considera la estructura de los HH, los
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cuales presentan de manera natural fisuras que cumplen la funcion de osmoregulacion,

donde la penetracion de colorantes (fijadores) automaticamente inactiva al organismo.

5.1.3.2 Ensayos de seleccién de condiciones de incubacion

Los medios de incubacion para la obtencion del estado larvario referidos en la literatura por
Oaks y Kayes (1979), NOM-004-SEMARNAT-2002, De Victorica y Galvan (2003), Rojas
et al., (2004) y Maya et al., (2012), por mencionar algunos refieren diversas condiciones.
Los resultados de larvado in vitro para T. canis y A. lumbricoides resultaron positivos en
todos los medios propuestos. EI H,SOy, de forma independiente, asi como en combinacion
con formol y solucion salina, resultaron ser los mas eficientes, al registrar la mayor
porcentaje de organismos larvados. Sin embargo, a través de una prueba estadistica de
ANOVA con a=0.05 se encontrd que existe una diferencia significativa entre ellos.

Ambas especies presentaron estadios larvarios en todos los medios y condiciones
evaluadas. El intervalo de valores obtenidos para T. canis fue desde 6+11%, hasta 54+11%,
mientras que A. lumbricoides registré 3+5%, hasta un 49+0.4% como maximo. El medio de
incubacion que presentd los mejores resultados fue H,SO, y N=0.1 con porcentajes
superiores al 35% en todos los casos, tal como se sefiala en Oaks y Kayes (1979) y que se
retoma en la NOM-004-SEMARNAT-2002. Por otro lado, el menor valor de incubacion
ocurrid en agua Yy solucién salina con resultados cercanos al 20%. Sin embargo, A.
lumbricoides obtuvo los mejores resultados de viabilidad con 49%, empleando como medio
de incubacién formol al 2%, seguido de H,SO,; y N=0.1 con 44%. Lo anterior apunta al
rechazo de Ho para los medios de incubacion, sugiriendo la influencia de éstos en la
obtencion de la larva movil.

Los resultados con respecto al medio, sugieren para ambas especies que el mayor desarrollo
obtenido en los ensayos en H,SO, obedece a la simulacion de las condiciones de acidez de
los nichos acuosos donde se desarrollan HAL y HTC. Por otro lado, el solucion salina
(0.85%) simula el medio fisioldgico presente en los hospederos, que igualmente favorece la
presencia de estadios larvarios. No obstante, los otros medios empleados (formol, agua
corriente y destilada) también evidenciaron ser medios promotores de la viabilidad, aunque

en menor grado (Figura 5-5)
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Figura de elaboracion propia
Figura 5-5. Ensayos de larvado de HH en diferentes medios de incubacion

Es importante puntualizar, que los ensayos con agua destilada, corriente o solucién salina
fisiologica evidenciaron una diferencia de hasta 45 y 46%, para HTC y HAL en
comparacion con los medios acidos comunmente empleados (H,SO, y Formol). Lo
anterior, ya que dichas condiciones no simulan en conjunto el medio natural de desarrollo
de los HH (Figura 5-6). Por otro lado, la exposicion total con el ambiente favorece la
proliferacion de organismos ajenos al experimento. La combinacion de éstos sugiere una

influencia en la viabilidad de los organismos.

Solucion salina Agua corriente Solucion salina Agua corriente

fisiologica fisiologica
HTC HTC HAL HAL

HTC= Huevos de T. canis, HAL= Huevos de A. lumbricoides

Figura de elaboracién propia
Figura 5-6. HH incubados en condiciones de aireacion.

De igual manera, las condiciones de incubacion (aireacion, agitacion y luz) reportaron una

diferencia significativa (mediante un anélisis de ANOVA con un a= 0.05). Los ensayos
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sometidos a aireacion eventual se favorecieron entre un 4% y un 12% para un ambiente
controlado (26+0.5 °C). Sin embargo el cuarto caliente empleado para incubar, que oscilo
26+2 °C, presentd variacion ente los porcentajes de viabilidad registrados (de entre 18+4
hasta 46£2%). No obstante, que Oaks y Kayes (1979), NOM-004-SEMARNAT-2002 las
sefialan como las condiciones éptimas de incubacidon. Lo anterior sugiere relacion de
especificidad entre el hospedero y el helminto. Ambas especies expuestas SA registraron
entre 12 y 56% y CA 4-48% para HTC, Por otro lado los HAL resultaron entre 3-49% y 3-
44%, respectivamente. Los resultados concuerdan con las condiciones prevalentes en los
nichos ocupados por los HH, que son a ambientes acidos, de obscuridad, con oxigenacion

limitada y agitacion (Figura 5-7 y Figura 5-8)
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H2S04 (con  H2S04 (con H2S04 (1/10)+ H2S04 (1/10)+ Formol Formol(1/10)+ Formol(1/10)+ Formol(1/10)+  Solsalina  H20 Destilada  H20 llave Sol salina

aguadela aguadestilada) Sol salina Sol salina Sol salina H20 Sol salina rellenado con
llave) (9/10) (9/10) (9/10) (9/10) agua de la llave
(rellenado con (rellenado con
agua destilada)  sol salina)

M Incubadora/cerrado M Cuarto caliente/abierto/con agitacion M Cuarto caliente/abierto/sin agitacion

m Cuarto caliente/cerrado/sin agitacion m Cuarto caliente/cerrado/con agitacion M Incubadora/abierto

Figura de elaboracién propia
Figura 5-7. Efecto de diferentes condiciones sobre la obtencion de la larva mévil en T. canis
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Figura de elaboracién propia
Figura 5-8. Efecto de diferentes condiciones sobre la obtencion de la larva movil en A. lumbricoides

Lo anterior indica mediante el rechazo de Hy, que la modificacion del escenario (medio de
incubacion, agitacion, temperatura y luz) influye en la obtencion de la larva movil por la
técnica de larvado in vitro para HTC y HAL. Asimismo, que los resultados obtenidos entre
ambas técnicas generan resultados diferentes estadisticamente. No obstante, la Gnica forma
de obtener la viabilidad real de un organismo es completando el ciclo de vida en un
hospedero. Sin embargo, para las especies empleadas las condiciones que mejor resultado
obtuvieron para T. canis fueron con medio de incubacion de H,SO,4 preparado con ADDE,
en cuarto caliente (26-28 °C), cerrado, solo permitiendo la entrada de aire en el momento
de reponer el liquido evaporado, sin agitacion y en condiciones de obscuridad, mientras que
en A. lumbricoides H,SO, e inclusive formol (2%) preparado con ADDE, en cuarto caliente

(26-28 °C), abierto, sin agitacion y en condiciones de obscuridad.

5.1.3.3 Ensayos en matraz a testigos (PP y SiO2) y AM
El ensayo en matraz efectuado empleando la metodologia sefialada en 4.1.2.3, se dio por
finalizado hasta llegar a seis horas. Sin embargo, en el presente trabajo solo se incluyen los

resultados hasta tres horas (como tiempo de contacto maximo). La razén obedece a no
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obtener en las determinaciones posteriores registros significativos, con respecto al tiempo
anterior. Ello sugiere el tiempo de accién del AM sobre los HH evaluados.

Los testigos de ambas especies (A. lumbricoides y T. canis) colocados solo en medio de
incubacion (H,SO4; N=0.1) registraron a todos los tiempos de exposicion una viabilidad de
entre 88+6% y 73+£10%, respectivamente. La exposicion de los HH a PP con agitacion y sin
agitacion no presentaron diferencia significativa (o=0.05) en comparacion con sus
respectivos testigos para ninguna estimacion. Los porcentajes de PV registrados para HTC
resultaron de 39-46% y 35-45%, mientras que para HAL fueron de 37-45% y 39-46%, bajo
las condiciones antes mencionadas. Lo anterior descarta a dicho medio de soporte como
promotor de la PV por estrés quimico o mecéanico.

La prueba en matraz para SiO, sin agitacion mostrd valores similares en cuestion de
pérdida de viabilidad con respecto al testigo, al obtener desde 21%, hasta 30% en HTC y
43-48% para HAL durante toda la prueba. No obstante dichos porcentajes no ocurrieron de
manera progresiva (en ambas especies). Las pruebas CA resultaron positivas como
promotoras de PV, al registrar entre 43-64% en HTC y 48-67% en HAL, que representan
una disminucion de hasta 36% y 49% de inactivacion, en comparacion con los organismos
control, tal como lo sefiala la ANOVA aplicada entre ellos. No obstante en este caso el
comportamiento ocurre de manera progresiva alcanzando el 93% del efecto total durante

los primeros 90 minutos. Lo anterior se evidencia en la Figura 5-9 y Figura 5-10.
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Figura de elaboracion propia
PPSA=Perlas Plasticas Sin Agitacion; PPCA=Perlas Plasticas Con Agitacion; CuarzoSA=Cuarzo Sin
Agitacion; CuarzoCA=Cuarzo Con Agitacién; AMverdeSA= Agregado Mineral verde Sin Agitacion;
AMverdeCA= Agregado Mineral verde Con Agitacion; AMrosaSA= Agregado Mineral rosa Sin Agitacion;
AMrosaCA= Agregado Mineral rosa Con Agitacion; AMrosa=AM;; AMverde=AM,; Cuarzo=SiO,

Figura 5-9. Efecto de diferentes medios de soporte y condiciones sobre la PV de HTC
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Figura de elaboracion propia
PPSA=Perlas Plasticas Sin Agitacién; PPCA=Perlas Plasticas Con Agitacién; CuarzoSA=Cuarzo Sin
Agitacion; CuarzoCA=Cuarzo Con Agitacién; AMverdeSA= Agregado Mineral verde Sin Agitacion;
AMverdeCA= Agregado Mineral verde Con Agitacion; AMrosaSA= Agregado Mineral rosa Sin Agitacion;
AMrosaCA= Agregado Mineral rosa Con Agitacion; AMrosa=AM;; AMverde=AM,; Cuarso=SiO,

Figura 5-10. Efecto de diferentes medios de soporte y condiciones sobre la PV de HAL
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Asimismo, el ensayo indica que cuarzo (SiOz) no influye como promotor de la PV por
efecto quimico. Sin embargo, si lo hace por causas mecanicas sobre ambas especies de HH.
Lo anterior sugiere, que la inactivacion se deriva de la combinacién de la granulometria del
soporte, la probabilidad de impactos a los cuales son sometidos los HH con respecto al
tiempo y la capacidad de dafio especifico (parcial o letal) provocado por el material sobre
las estructuras de los organismos.

Por otro lado, los AM (1 y 2) lograron inactivar a las dos especies HH en ambas
condiciones evaluadas (SA y CA). Los ensayos SA alcanzaron hasta un 72% para HTC y
68% para HAL empleando el AM;, mientras que el AM; logro 63% y 72%,
respectivamente. Por otro lado los ensayos CA registraron un 84% en T. canis y 92% para
A. lumbricoides al ser expuestos al AM;, asi como 91% y 93%, al serlo para el AM,,
respectivamente.

El comportamiento de inactivacion observado por el AM; resultd ocurrir de manera
progresiva en todos los ensayos efectuados. Sin embargo, en las pruebas SA, dicho
fendmeno ocurrio solo durante los primeros 90 y 120 minutos en HTC y HAL, alcanzando
hasta un 67% y un 66% de PV, respectivamente. No obstante, los tiempos posteriores de
exposicion reportaron un incremento de 1-2%, con respecto a las estimaciones anteriores,
no resultando significativos estadisticamente (a=0.05). Por otro lado, las pruebas
efectuadas CA registraron un efecto continuo, alcanzando hasta 82% y 92% en ambos casos
a los 120 minutos de tiempo de exposicion, donde igualmente se alcanz6 hasta un 2%
adicional, con el mismo resultado estadistico.

El AM, también resulté promover la PV de manera progresiva en todos las evaluaciones
efectuadas. Los ensayos SA arrojaron resultados de éste tipo durante los primeros 120
minutos del ensayo, resultando mas sensibles los HAL con 74% y HTC con 69%.
Asimismo, los ensayos efectuados CA evidenciaron un efecto mayor sobre la PV hasta en
un 28% para HTC y de un16% para HAL.

Lo anterior apunta a la existencia de un estrés quimico ocurrido en las pruebas SA,
derivado de la exposicién directa de los HTC a los AM. Por otro lado, los ensayos CA
evidencian la existencia de un estrés mecanico. Sin embargo la inactivacion derivada de la

prueba indica, que el efecto se deriva de la combinacion de uno de naturaleza quimica-
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mecanica. Lo anterior se sugiere a partir de los resultados efectuados a SiO, con agitacion,
donde solo se expresa el componente mecanico del proceso de pérdida de viabilidad.

La recuperacion de HTC y HAL de los ensayos efectuados para los medios de soporte
AM;, AM; y SiO; evidenciaron efectos en sus estructuras, tal como lo muestra el

seguimiento fotografico contenido en la Tabla 5-8 y Tabla 5-9.
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Tabla 5-8. Efecto de los AM, PPy SiO, sobre HTC

Ingenieria

Sin agitacion

Con agitacion

Viabilidad potencial

Viabilidad potencial

Si No

Si

No

Testigo

PP

SIO,

Sin agitacion

Con agitacion

AM,

AM,

I . del 0 o

l‘ ’

= -
’ .

P

PP= Perlas Plasticas; AM(1,2)= Agregados minerales SiO,

= Cuarzo

Imégenes al Microscopio Optico: 20X; Medio de Incubacion; H2SO4 N=0.1; Agitacién: 60

rpm durante 30 min; Tincién: Azul tripan

Tabla de elaboracion propia
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Tabla 5-9. Efecto de los AM, PP y SiO, sobre HAL

Ingenieria

Sin agitacion

Con agitacion

Viabilidad potencial

Viabilidad potencial

Si No

Si No

Sin agitacion

Con agitacion

Testi-
go

PP

sl0,

AM;

AM,

PP= Perlas Plasticas; AM(1,2)= Agregados minerales SiO,= Cuarzo
Imégenes al Microscopio Optico: 20X y 40X; Medio de Incubacion; H,SO4 N=0.1;
Agitacién: 60 rpm y 30 min; Tincién: Azul tripan y naranja de metilo
Tabla de elaboracion propia

El huevo control de ambas especies colocado solo en medio de incubacion mostré el

nucleo, la solucion hialina y las capas definidas y homogéneas (a-d). Por su parte, los HH

expuestos a PP (e-h) en condiciones de agitacion (CA) y en ausencia de ella (SA) no
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indican alteracion o dafio aparente en las estructuras mencionadas previamente. Lo anterior
apunta a la obtencién una PV similar a la observada como testigo, o derivada del
acondicionamiento de la muestra, descartando con ello al efecto mecanico o quimico como
responsable de la inactivacion registrada por los organismos.

Los organismos expuestos a SiO, (i-1) muestran en todos los casos acumulacion del mineral
en su cubierta externa, sin que lo anterior sea motivo concluyente para evidenciar la PV
para (i y j). Sin embargo, los huevecillos en agitacion (k y 1) evidencian dafio estructural, en
forma de rasgaduras y laceraciones en el exterior del organismo. Ello sugiere ser
consecuencia de los impactos del material sobre los HH. Adicionalmente, algunos
presentan la solucion hialina heterogénea, el nucleo difuso, e inclusive segregado. Lo
anterior apunta a la perdida de homeostasis en el organismo, asi como a la salida del
material nuclear del huevo ocasionado por efectos mecéanicos sobre las capas de proteccion.
Los HH expuestos a los AM (1 y 2) presentan acumulacién del material pétreo en todos los
casos (m-t), disminucion de la definicion y grosor, asi como la deformacion de las cubiertas
externa e internas del HH (m-t). Dichos fendmenos se acentlan particularmente en las
pruebas con agitacion (CA) (o, p, s y t). Su combinacion sugiere ser causante de la
inactivacion por efecto quimico promovido por la desintegracion de los AM, asi como por
mecanico otorgado por las estructuras cortantes contenidas en los mismos. La anterior se
evidencia al mostrar los resultados obtenidos por tincién al finalizar la prueba (Tabla 5-8 y
Tabla 5-9).

Asimismo se puede dar seguimiento a dicha fenomenologia en el ANEXO V, a través de
las foto-micrografias efectuadas a los HH obtenidas del ensayo.

Las imagenes a los HTC y HAL empleando MEB a los diferentes ensayos de contacto para
los medios filtrantes (SiO,, AM; y AM,) evidencian las diferencias derivadas de éste
ensayo (bajo las condiciones SA y CA evaluadas), tal como se muestra en la (Figura 5-11).
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HTC HAL

Control

SIO; (SA)

SI0, (CA)

AM; SA

AM; CA

AM; SA

AM; CA

PP= Perlas Plasticas; AM(1,2)= Agregados minerales SiO,= Cuarzo; CA= Con agitacion;
SA=Sin agitacion
Tabla de elaboracion propia
Figura 5-11 MEB a HH sometidos a condiciones SAy CA

Por su parte en la Figura 5-11, las correspondientes a los controles “a” y “b” muestran un

ejemplar de cada HH libre de contacto. En ellas se expresan las caracteristicas tipicas de
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cada huevecillo (ovoide y liso), asi como sus estructuras distintivas (externas):
“mamelones”, para HAL y “fosetas” en HTC. En ninguno de los HH se evidencian
fracturas, rasgaduras o algun dafio similar que pueda ser presumiblemente atribuido a
efectos mecénicos o quimicos. En contraste, las pruebas de contacto para ambos
especimenes con SiO,, AM; y AM,, constituidas por las figuras “c”, “d”, “e”, “f”, “g”, “h”,
“I2 97, <k, 17, “m” y “n”, confirman la existencia de un estrés mecanico y quimico
producido por los ensayos con agitacion, asi como quimico por la exposicion ante los AM
(1 y 2). Asimismo la naturaleza de dichos efectos, en comparacion con los testigos (“a” y
“b™), muestran los dafios estructurales derivados de la exposicion, asi como de las
condiciones de agitacion aplicadas en cada ensayo.

Por otro lado, los ejemplares de HTC y HAL procedentes de los experimentos realizados
sin agitacion (“c”, “d”, “g”, “h”, “k” y “1”), evidencian en todos los casos acumulacion de
material pétreo. Las anteriores se observan como estructuras blancas en el exterior del
huevo, ya sea SiO,, para las figuras “c” y “d”, asi como en las “g”y “h” para el AM; y “k”
y “I” para el AM,. En particular en los correspondientes a los AM es posible observar el
HH (HTC y HAL) completamente cubierto, no logrando distinguir las caracteristicas
propias de cada huevecillo (mostradas en el control de ambas especies). ElI fenémeno
adhesivo de los materiales pétreos al organismo, sugiere ser promovido por la presencia de
un compuesto mucilaginoso que de manera natural se ubica en su parte externa. Dicha
sustancia cumple la funcién de contribuir a la adhesion con el hospedero (intermediario,
paraténico o definitivo) en su ciclo de vida. No obstante, las foto-micrografias (MEB) no
evidencian mas dafios (en su capa externa) relacionadas con la PV de los HH.

En contraste, las foto-micrografias “e”, “f”, “i”, “j” “m” y “n” correspondientes a los
ensayos con agitacion (CA), evidencian en todos los casos efectos caracterizados por:
perforaciones, incrustaciones del material pétreo en el huevo, laceraciones e inclusive
rupturas del mismo, donde se observd una mayor severidad en el efecto mecanico en
comparacion con las pruebas efectuadas SA. Ello apunta a la influencia de la viabilidad
inherente del HH y sugieren ser consecuencia del estrés mecanico. De manera adicional, se
manifesto la acumulacion (adhesion) del SiO, y de los agregados (AM; y AM,) al exterior

del organismo, tal como ocurri6 en los ensayos efectuados en ausencia de agitacion.
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La MEB efectuada a los organismos evidencid algunos fenémenos adicionales ocurridos en
ambos huevecillos y que se presentan en la Figura 5-12. La anterior en “a” muestra la
introduccién del agregado en una cavidad del HH, asi como en “b” y “c”, donde se observa
la adhesion del AM, dafio la cubierta externa, rupturas producidas por efecto mecanico, e

inclusive pérdida de la forma caracteristica del huevecillo.

FR-USAT u FR-USAT

HTC HAL HTC
HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Tabla de elaboracién propia
Figura 5-12 Fenomenologias adicionales en HH ocurridas en los ensayos de contacto

5.1.3.4 Ensayos en matraz con plata, cobre y hierro sobre HTC y HAL

El uso de ambas técnicas de estimacidén de viabilidad de manera contrastiva pretendi
precisar cudl de éstas reflejaba de manera efectiva la PV en los organismos de prueba, en
particular, bajo las condiciones del uso de metales con fines de inactivacion de HH.

Los agentes metalicos explorados en el presente trabajo fueron seleccionados con base en
su existencia dentro de los agregados empleados en el presente trabajo, asi como algunos
otros caracterizados en Mengele-Lopez et al., (2011) y el estado de oxidacion del metal.
Los resultados de evaluacion de viabilidad para los testigos mediante las técnicas de tincion
diferencial y larvado in vitro (Figura 5-13) registraron en HTC un porcentaje de huevecillos
no larvados de 10+7% para TDE y 32+10% LIV para la Gltima, mientras que HAL se
obtuvieron 11+6% y 16+5%, respectivamente. La prueba de ANOVA (a=0.05), dirigida a
determinar la existencia de diferencia entre ambas técnicas de determinacion arrojo que
existié una diferencia significativa solo en el caso de HTC. Sin embargo, cabe destacar que
dichas pruebas solo han sido exploradas en estas condiciones y empleando solo como
organismo de prueba a A. lumbricoides. Las diferencias entre ambas técnicas se ubicaron en
0.05% y 22%, para LIV y TDE en ambas especies, Las pruebas efectuadas con plata

registraron un maximo de 21% para HTC y 16% HAL, en el caso del hierro se observé un
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maximo de 12% y 20% y en el cobre 13% y 18%, respectivamente, siendo en todas
estimaciones superiores para TDE. Lo anterior sugiere que la técnica implementada por De
Victorica y Galvan (2003) refleja la capacidad del organismo para no permitir el acceso del

colorante, que no necesariamente es correspondiente con la potencial viabilidad del mismo.
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Figura de elaboracién propia
Figura 5-13. Inactivacion de HH ofrecida por los compuestos metalicos estimados mediante TDE y LIV

Los resultados estadisticos sefialan que existe diferencia entre ambas técnicas, inclusive
entre ambas especies. Sin embargo, al no constituir un objetivo de este trabajo, no se
profundizara en determinar la causa precisa de ellas. No obstante, algunos factores que
inciden en la viabilidad del organismo pueden originar respuestas diferentes a las previstas.
Algunas de ellas se componen por la combinacién de: la viabilidad inherente del lote al
momento de su extraccion, las condiciones de obtencion, manejo y extraccion,
conservacion, estrés quimico y ambiental a los cuales se ha sometido al organismo y a los
huevecillos, por solo mencionar algunos.

Si bien, ambas técnicas ofrecen una estimacion de la viabilidad del organismo, ninguna de
las dos brinda para ello un resultado preciso, ya que de manera real, ninguno de ellos refleja
de manera integra las condiciones a las cuales se somete el organismo durante esas etapas.
Por ello, los resultados obtenidos no son correspondientes a los resultados en vida silvestre.
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Primordialmente, el avance en su ciclo de vida es respuesta a la combinacién de variables
favorables que lo fomentan (Begon, 1990). En el caso particular de los HH, se desconoce
cudles responden a condiciones fisiologicas, de estrés ambiental o en relacion con su
hospedero (Ximénez-Garcia, 2010).

Por otro lado, las técnicas de estimacion de viabilidad mencionadas anteriormente, se
fundamentan en principios diferentes. Por ello, evallan condiciones diferentes del estado
del HH, tales como el aumento de la permeabilidad selectiva que posee el huevecillo en el
caso de TDE. Dicha caracteristica se modifica usualmente ante el avance del estadio, por
estrés quimico, mecanico, ambiental o por los mismos requerimientos fisioldgicos
(Ocampo, 2014), no implicando ninguno de ellos necesariamente una PV. Por otro lado,
LIV simula las condiciones ambientales y quimicas que corresponden al nicho donde se
desarrollan. En ambos casos, algun estrés podria no constituir un dafio letal, o bien,
eventualmente reparable. No obstante, la incidencia del dafio sobre el organismo, puede
constituir un evento que derive en un dafio parcial, que puede 0 no tener un impacto directo
sobre el condicionamiento del desarrollo del organismo, limitando su paso a los siguientes
estadios.

Por otro lado, la tincién por exclusion puede no ser extensiva para todo tipo de proceso de
inactivacioén al cual se somete al organismo. La diversidad de mecanismos de accién, los
cuales no necesariamente tienen una implicacion directa sobre los constituyentes y procesos
implicados en la permeabilidad y proteccion del organismo limitan su uso. No obstante, los
resultados indican la PV por diferentes motivos. Por ello, es recomendable que sean
observadas como complementarias para obtener una explicacion sobre los mecanismos de
accion involucrados en la inactivacién de un organismo. Los diferentes resultados de
exposicion a metales en tiempos y concentraciones progresivas evaluados por ambas
técnicas ANEXO VII asi indican. No obstante, que la tincion diferencial ha sido extendida
como prueba de inactivacion todas las especies de helmintos, principalmente en el rubro de
ingenieria sanitaria, aunque ésta no fuera desarrollada para medir la PV, sino la viabilidad.
De hecho, De Victorica y Galvan (2003) efectian una comparacion entre ambas técnicas,
aunque solo con consideracion de Ascaris suum como organismo de prueba por su similitud

morfoldgica que presenta con A. lumbricoides (Aladawi et al., 2006). No obstante, que ha
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sido reportado en humanos, aunque, sin alcanzar su madurez (Akao et al., 1995). Por su
parte, A. lumbricoides constituye la especie de mayor relevancia en el ramo sanitario, al
conformar un 90% de los HH contenidos en agua residual doméstica (Rojas et al., 2008;
Jiménez, 2007). Sin embargo, los diferentes resultados sugieren la necesidad de validar

ambas técnicas para las especies a evaluar.

5.1.3.5 Inactivacion ofrecida por los compuestos metdlicos (Ag, Cu y Fe)

Los ensayos de contacto de los HH con agentes con contenido con plata, cobre y hierro
evidenciaron una PV significativa. Lo anterior se sugiere a partir de la prueba de ANOVA,
para ambos casos contra testigo donde HAL fue de 10% y 32% y de 11% y 16%, mediante
TDE y LIV, respectivamente. Los valores minimos y méximos de PV encontrados en el
caso de HTC fueron de 16% empleando plata coloidal, hasta 93% con Cu (evaluados
mediante la técnica de tincion) y 15% (plata coloidal), hasta 94% (Cu,O) por medio de
incubacion. De igual manera para HAL fueron registrados desde 18% (plata coloidal), hasta
83% (Fe»03), y un minimo de 22% (plata coloidal), hasta 96% (AgNOs3), respectivamente.
Sin embargo, en ambas especies se registrd el menor valor de PV a la exposicién de plata
coloidal (con estados de oxidacién de 0 y +1). Los resultados indican adicionalmente una
diferencia entre ambas estimaciones, asi como entre ambas especies.

Ello apunta a la utilizacion de un agente comercial, del cual no se asegura su 6ptimo estado
(calidad y condiciones), que segun las pruebas efectuadas por ICP-Ms el lote empleado
registrd 2345+20 mg Ag L™. No obstante, que el fabricante sefiala un contenido de 3500
mg Ag L™, lo cual manifiesta la heterogeneidad del lote derivado por diferentes causas del
fabricante, manejo o aplicacion. Una posible causa apunta a razones osmoticas y la
regulacion propia con la que cuenta el huevo. Lo anterior es sugerido con base en los
resultados obtenidos al emplear Ag y AgNOs, que simulan lo contenido en plata coloidal y
que sefialan una mayor capacidad de inactivacion de entre un 70% y 90% para ambas

especies.

5.1.3.6 Capacidad mdxima de inactivacion ofrecida por los agentes de prueba
Ubica a los compuestos con contenido de plata entre un grado de entre 1 y 6, segln la los

criterios de la escala definida anteriormente. En ellos, indican que el AgNO; ofrece el
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mayor valor, con grado 4 (tincién) y 6 (incubacién) para HTC, mientras que para HAL
resultd ser de 3 y 5, respectivamente. Por su parte los ensayos con cobre reportaron entre 3
a 6, con la mayor sensibilidad para el Cu,O en HAL con 3 por TCE y 5 por LIV, mientras
que en HTC fue con 4 para la primera, aunque LIV resulté superior para CuSO,4 con un
grado de inactivacion de 6. Por su parte el hierro obtuvo resultados favorables en todos los
casos, resultando mas sensible HTC con un grado entre 4 y 6, mientras que HAL resulté en
menor grado al reportar 3 y 5. De manera comparativa se observé una diferencia para las
estimaciones estadisticas evaluadas (Tabla 5-10) entre ambos resultados para todos los

compuestos metélicos, con variaciones de hasta un 21% entre técnicas.

Tabla 5-10. Inactivacion de HH ofrecida por los compuestos metalicos con contenido de Ag, Cu y Fe.

Compuesto Tincién (TDE) Incubacion (L1V)
T canis A lumbricoides T canis A lumbricoides

Control X S Max Min X S Max Min X Max Min X S Max Min
10.33 7.52 30 10 11.19 6.43  16.66 2.85 3212 10.65 40 20 16.06 5.32 18.18 10.00

Fe X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
67.52 10.24 83.06 51.43 63.80 322 84.68 46.93 88.49 0.70 92.00 79 6357  4.89 71.85 37.30

FeS, X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
68.33 10.16 89.58 51.43 69.42 299  81.87 47.91 88.42 0.67 94.00 80.66 70.08 331 83.01 52.77

Fe,05 X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
79.85 6.69 91.66 64.95 69.95 311 8385 515 89.29 1.03 92.66 87 70.08 331 83.01 52.77

FeSO, X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
74.57 6.29 90.95 45.76 70.08 331 8301 52.77 88.91 1.03 92.66 821 83.15 3.7 90.1 80.11

Ag X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min

23.16 4.7 30.11 20.6 205 2.61 26.3 16.3 36.66  7.19 424 24.97 3224  7.86 413 236

Ag coloidal X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
16.27 8.85 39.14 5.80 21.90 2.63 34.24 8.15 29.75 6.06 35 6.11 25.2 6.37 35.2 22.1

Ag,O X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
74.12 6.61 87.36 42.06 67.69 3.09 83.66 5334 9077 084 92.66 89.33 8245 3.04 96.96 64.44

AgNO, X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
82.81 7.56 90.55 72.36 60.86 2.68 74.47 5230 90.03 0.85 93.66 86 8245  5.04 96.96 64.64

Cu X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
77.93 7.00 93.33 65.99 64.71 3.30 79.73 5574 8838  0.93 93.66 81.33 63.04 3.15 77.83 38.04

Cu,O X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min
76.60 5.51 90.29 63.65 71.36 2.99 8251 56.36 90.55 0.41 94.33 89 90.18 0.96 94.66 80.00

CuSO, X S Max Min X S Max Min X S Max Min X S Max Min

72.36 4.3 80.24 64.58 66.95 2.63 78.14 53.88 88.45 0.86 9166 79.66 75.94 3.42 85.85 65.47

X=media; S= desviacion estandar;

Tabla de elaboracion propia

Los HTC resultaron ser mas sensibles a cobre, 0 (tincion) y +1 (incubacion), mientras que
en HAL resultaron ser los compuestos con contenido de Fe*? y Ag™. No obstante, en
ambas especies se observé para todos los metales una mayor capacidad de inactivacion en
sus formas oxidadas.

Las pruebas de contacto en HH con agentes metalicos para determinar PV mediante LIV y
TCE evidenciaron una diferencia significativa («=0.05) con respecto a sus resultados. La
variacion entre ellos oscild desde 1%, hasta un 21% en el caso de A. lumbricoides y desde

7%, hasta un 21% para T. canis, obteniendo en todos los ensayos valores superiores de PV
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mediante la técnica de larvado. Dicho comportamiento fue evidenciado en todos los agentes
explorados, asi como en los controles de cada especie.

Lo anterior sugiere una inconsistencia de la técnica de tincion e incubacion de manera
equivalente para evaluar la viabilidad de HH (HTC y HAL) de una manera eficiente en
ensayos asociados a promover la PV por contacto con metales, en particular para Ag, Cu, y
Fe.

De hecho ambas técnicas arrojaron un diferente resultado con respecto a la capacidad de
inactivacion ofrecida por cada agente evaluado. La PV para T. canis por TDE fue registrada
de la siguiente manera:
AgNO;>Fe,03>Cu>Cu,0>FeS0,>Ag,0>CuSO,>FeS,;>Ag>Ag coloidaly™>Fe. Por otro lado la
estimada por LIV fue AgO >  Cu,O>AgNO3;>Fe,03>FeSO,>CuSO4>
FeS;>Cu>Ag>Fe>Agcoloidaly, dOnde se observa en ambos casos que las especies oxidadas
resultan de mayor eficiencia, asi como las solubles en el medio. Sin embargo, el orden que
sefiala la magnitud del efecto es diferente en cada una de ellos, encontrando plata y hierro
como las de mayor capacidad de inactivacion por la primera técnica y por la segunda es Ag
y Cu. De manera comparativa, se observa una mayor eficiencia en la evaluacion por LIV de
hasta un 30%, lo cual apunta ser consecuencia del medio &cido de incubacion sugerido en la
técnica. Lo anterior incrementa la presencia de iones (cationes y aniones), favoreciendo la
capacidad de inactivacidn, asi como la disminucion de la capa externa. La PV asociada a
Cu metalico sugiere ser consecuencia de la duracion del ensayo, el cual presenta interaccion
con el medio, tal como se muestra en las microfotografias correspondientes a cobre
ANEXO VII. En ellas se aprecian tonalidades de naranja en el medio, asi como en el HH,
atribuibles a la presencia del metal en el organismo, el cual es progresivo en cuanto a su
intensificacion, con respecto a la concentracion y tiempo de exposicion. Por otro lado, en
ambos casos las que ofrecieron el menor efecto se encuentran constituidas por plata
coloidal, asi como por las formas metalicas de plata y hierro.

Por otro lado A. lumbricoides registrd6 PV en todos los casos, tanto en TDE y LIV. La
capacidad de inactivacion de los agentes metalicos para la primera técnica de evaluacion

fue:
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Cu,0 > FeSO,>Fe,03>FeS,>Ag,0 >CuSO,>Cu>AgNO3; >Ag>Ag coloidal™>Fe, Mientras que
la evaluada por LIV se constituydé por: Cu,0>FeS0,>Ag,0>AgNO3;>CuSO,>FeS,>
Fe,03>Cu>Ag>Ag coloidaly™>Fe. Ambos casos evidencian un efecto de inactivacion para
todos los agentes evaluados, encontrando los mejores resultados también para las especies
oxidadas, asi como en las que presentan solubilidad en el medio. No obstante, la capacidad

de inactivacion es diferente (Tabla 5-11).

Tabla 5-11. Inactivacion de HH ofrecida por los compuestos metélicos con contenido de Ag, Cu y Fe.

Compuesto Tincién (TDE) [ Incubacién (LI1V)
T canis A lumbricoides T canis A lumbricoides
Fe +++  (3) +++ (3) +++  (3)
= +++ (3) +++ (3) ++++ (3)

Ag

Ag coloidal

++++++ (6)

-+ (6) IIREETONE
T (6)
| (3)

+++ (3)

T (6) ++++++ (6)

Escala referencia de grado de inactivacion: +=0%-20%; ++=20%-40%; +++=40%-60%; ++++=60%-80%;
+++++=80%-90%; ++++++=90%-100%

Tabla de elaboracién propia

Ambas técnicas refieren a los compuestos con contenido de cobre y hierro como los que
ofrecen el mayor resultado de inactivacion. De manera comparativa, se observa una mayor
PV en la evaluacion por LIV, con hasta un 30%, donde también existe un incremento
consistente en el ensayo hecho con HTC, atribuible al medio acido de incubacion, tal como
fue mencionado anteriormente. De igual manera, los compuestos con menor registré de PV
resultaron ser Ag coloidal, Ag y Fe, tal como en los ensayos efectuados a HTC, lo cual
sugiere un menor efecto derivado de la disponibilidad iénica con el HH brindada por la
solubilidad, asi como por la metodologia empleada durante el experimento, el cual no
favorece un efecto mecanico.

Por otro lado, se encontrd que los HTC son mayormente sensibles a la exposicidn a agentes

metalicos, lo cual ocurrio en ambas metodologias de incubacion, en comparacion con los
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HAL, que registraron una PV superior, hasta en 18%, mientras que empleando TDE resultd

ser de hasta un 30% (Figura 5-14).
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Figura 5-14. Capacidad de inactivacién ofrecida por los compuestos metalicos estimados mediante TDE y LIV
sobre HALy HTC

Lo anterior sugiere que la capacidad de penetracion del colorante, no necesariamente
implica la PV en todos los casos. En ella se debe considerar el mecanismo de accién, asi
como los efectos derivados por el tiempo de exposicion. No obstante, la técnica de LIV (en
medio acido puede favorecer la inactivacion del HH (por fendmenos oxidativos ocurridos
en la cubierta). Asimismo el intercambio hacia el interior puede contribuir en la
inactivacion del mismo al impactar estructuras fundamentales implicadas en el desarrollo
del organismo, tal como el material genético (Bandala et al., 2012), Igualmente, el medio
de desarrollo del organismo (HTC y HAL), al constituir un ambiente similar a su habitat de
desarrollo al interior del hospedero. Por otro lado TDE evalla principalmente efectos
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relacionados solo con la permeabilidad de las capas que rodean al huevo y no considera lo
ocurrido al interior del organismo, tal como en la solucién hialina o en el nacleo. No
obstante, que dichas consideraciones son importantes al emplear metales como agente
promotor de la PV.

Los resultados sugieren que la evaluacion de viabilidad por la TDE es mas adecuada
cuando el organismo presenta dafio o efecto sobre alguna de sus estructuras de proteccion
(provocadas por estrés). No obstante es importante determinar el mecanismo de accion
involucrado en la PV, ya que, no en todos los casos los dafios se ve reflejado de la misma
manera. Es importante puntualizar sobre la necesidad de explorar su efecto en otras
especies de HH, asi como para otros organismos de alta resistencia, donde, en particular se
ha abusado de dicha técnica para evaluar el efecto de agentes desinfectantes dentro de la
ingenieria sanitaria. Por ello, se sugiere efectuar ambas técnicas para hacer una
reconstruccion de los fenémenos ocurridos en los organismos al aplicar un agente con fines

de inactivacion.
5.1.4 Caracterizacion de la inactivacion ofrecida por los compuestos metalicos

5.1.4.1 Ensayos de exposicion a plata

Los resultados derivados de las pruebas de contacto sobre HTC y HAL empleando
compuestos con contenido de plata Ag (0), plata coloidal (0 y +1) AgNO3 (+1) y Ag,0 (+1)
indican un efecto de PV significativa («=0.05) en comparacion con el testigo para todos los
casos. Se observd que los huevos de son sensibles a los agentes anteriormente referidos,
siendo menor ante granalla de Ag (0) y plata coloidal (0 y +1) y mayor en las especies
oxidadas (AgNO; (+1) y Ag.O (+1). Lo cual sugiere estar relacionado con la solubilidad
del compuesto, asi como del efecto producido por el estado de oxidacion, disponibilidad y
facilidad de difusion hacia el organismo.

La estimacion de PV efectuada mediante TDE refleja un efecto progresivo relacionado con
el incremento de las concentraciones y los tiempos de exposicion que van desde 16%, hasta
90% para HTC y de 20% hasta 83% en HAL, acentuandose particularmente a partir de 0.5
g L y desde un Tiempo de Contacto (TC) de 90 minutos, con 70% en ambos casos

(ANEXO VII). Sin embargo, su evaluacién mediante LIV registrd resultados superiores,
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desde 29.7%, hasta 93.6% en HTC y 25.2%, hasta 96.9% en HAL, encontrando para las
especies oxidadas valores superiores al 85% en ambos casos, a partir de 0.01 g L™ y 30
min, correspondientes a las menores concentraciones y tiempo de exposicion evaluados en
el presente trabajo. Dicho comportamiento se conservo, e inclusive se incrementd durante
los tiempos subsecuentes y concentraciones evaluadas, logrando hasta un 97% de
inactivacion. EI comportamiento insinta que el efecto producido por la plata ocurre en las
cubiertas, asi como en el interior del organismo.

Asimismo dicho analisis indica que el tiempo de exposicion, la concentracion y el estado de
agregacion son factores que inciden en la PV en HTC y HAL. Lo anterior se sugiere,
mediante una prueba de ANOVA (a=0.05) deriva a partir del incremento de la curva de

inactivacidn con respecto al tiempo de exposicion.

Exposicion a plata Ag (0)

La granalla de plata se muestra como agente promotor de la pérdida de viabilidad en HTC y
HAL, al evidenciar PV en las pruebas de LIV y TDE. Dichos resultados evaluados
mediante un ANOVA son significativamente diferentes (a=0.05) para todos los tiempos de
exposicion, concentraciones y técnicas de evaluacion, con respecto al testigo.

La tincion diferencial muestra una inactivacion desde el primer tiempo de contacto
evaluado (30 min), registrando 18% y 14%, respectivamente. La anterior se incrementa en
promedio en un 3+1% y 2+1% en cada medicién posterior, llegando hasta un méximo de
30% y 26%, ocurrido a un TC de 180 min (ANEXO X). Por su parte el LIV presenta una
inactivacion de 24% y 23% en HTC y HAL durante la primera medicion, incrementandose
a razon 5+1 y 7+1% en cada evaluacion posterior. De igual manera, la prueba presento
resultados superiores en 42% y 41% en comparacion con la tincion (Figura 12-1 y Figura
12-13). No obstante, ambos casos evidencian un efecto progresivo con respecto al tiempo

de contacto y la concentracién del metal.

Exposicion a Ag (+1)
Su evaluacion fue efectuada mediante ensayos con AgNOs;, Ag,O y con plata coloidal,

empleados de manera independiente. No obstante, que éste Ultimo, se encuentra constituido
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por plata 0 y +1 mayoritariamente compuesto por +1, aunque, también tiene un contenido
de plata (0). Su proporcion real obedece a la calidad comercial del lote, condiciones de
manejo y permanencia en la tienda (tiempo de vida de estante), la cual puede disminuir
considerablemente el efecto desinfectante sefialado por el fabricante, asi como la presencia
de la plata cargada. Sin embargo, ambas técnicas (incubacion y tincién) indican que ambos

compuestos ejercen un efecto de inactivacion sobre HTC y HAL.

Exposicién a plata coloidal (0y +1)

El agente ofrecié para ambas especies una zona delimitada de PV de entre un 5% como
minimo, hasta un 35% como méaximo, encontrando comportamientos similares en ambas
metodologias de estimacion de inactivacion empleadas (TCE y LIV). De manera particular,
por medio de TDE, se registrd una inactivacion de entre 5% y 39% en el caso de HTC y
8% y 34% en HAL, mientras que por LIV registraron en 6% y 29% en el caso de HTC y
3% y 36% en HAL, donde los resultados de inactivacion se evidenciaron desde la primer
estimacion ocurrida a los 30 min (Figura 14-1).

No obstante el fenémeno de la PV ocurrié de manera creciente con respecto al aumento de
concentracion y tiempo de exposicion de los HH al agente. La razén de incremento de PV
estimada mediante TCE ocurrio en promedio con 1+5% para HTC y 0.1+1 HAL, logrando
el mayor valor para 30 y 60 min con hasta en 20% y 28%. Adicionalmente, se observa que
a concentraciones mayores de 0.5 g mL™ ofrece un porcentaje de inactivacién mayor de
entre un 4% a un 7%, asi como con TC superiores. Por otro lado, el ensayo evaluado
mediante LIV registr6 una PV mayor, de hasta 12%, en comparacion con la efectuada
mediante TDE. Ambas técnicas presentaron el mayor efecto de PV durante el primer TC
evaluado (30 min) y un promedio de incremento de PV de 0.7+1% Yy 1+1% durante el resto
de las estimaciones.

Lo anterior sugiere un efecto de PV ocurrido de manera progresiva con respecto a la
permeabilidad sufrida por el HH brindado por la concentracién y tiempo de exposicion. En
particular la LIV evidencia un efecto de PV no necesariamente evaluable de manera precisa
mediante TDE, ya que dicha diferencia podria sugerir efectos sobre la solucion hialina o

bien, sobre el nicleo del organismo.
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Exposicion a Ag,0

El compuesto reportd ambas especies de HH una pérdida de viabilidad aproximada a un
50% como minimo y 90% como méaximo, reportando resultados de inactivacion a partir del
primer tiempo de exposicion (30 min) en todos los casos. Adicionalmente, se encontrd un
comportamiento progresivo con respecto a la concentracion y tiempo de exposicion en
ambas metodologias de estimacion de PV empleadas. De manera particular, se evidencio
una PV de entre 42% y 87% en el caso de HTC y 53% y 89% en HAL (evaluados mediante
TDE), mientras que por medio de LIV se registraron por TDE 89% y 92% para HTC y 64%
y 96% en HAL. El fendmeno de inactivacion se manifestd de manera particular, en cada
tipo de técnica de evaluacion, asi como de especie de HH, tal como se observa en la
memoria fotografica contenida en el ANEXO V.

Asimismo, se encontré una mayor sensibilidad en el caso de los HTC, con respecto a los
ensayos efectuados para TDE y HAL estimados mediante ambas técnicas de medicion de
viabilidad (con respecto al tiempo de exposicion). Los resultados, reflejaron una
inactivacién de entre 80% y 90% en todas las evaluaciones mediante LIV, a partir de la
primera medicion (30 minutos) (Figura 14-2). Dicho comportamiento se manifesto
consistente y con un incremento a razon 2% en cada medicion posterior. De manera
comparativa, los resultados obtenidos por los mismos organismos evaluados mediante TDE
registraron entre 68% para la concentracion minima y 79% para la maxima. No obstante,
los tiempos de evaluacion posteriores a 120 min presentaron valores <5%. Dicho resultado
fue consistente en todas las concentraciones y para los tiempos subsecuentes estimados.

Por otro lado, los ensayos efectuados a HAL, que fueron estimados mediante LIV muestran
un aumento de PV en un intervalo de (1 y 10%), registrando el mayor el porcentaje de
inactivacion a las maximas condiciones de evaluacion. Asimismo, se observa una clara
diferencia entre las tres primeras concentraciones (0.01, 0.05 y 0.1 g mL™) y las ultimas
tres (0.5, 1y 2 g mL™), hasta con un 40% de diferencia entre estas. Por su parte, las Gltimas
registraron 82% y 96%, para los Gltimos TC evaluados (Figura 14-2).

Por su parte, los ensayos efectuados a HAL y evaluadas mediante TDE mostraron un
comportamiento similar de PV durante el primer tiempo de evaluacion (entre 62% para la

concentracion minima y 88% para la maxima). Sin embargo, evidenciaron una menor
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capacidad de inactivacion (entre un 10% y 15%) para todas las concentraciones y tiempos
de exposicion posteriores en comparacion con los HAL evaluados mediante LIV. No
obstante, la curva de inactivacion resultante sugiere no alcanzar la capacidad méxima de
inactivacion ofrecida por el agente, tal como lo evidencia el comportamiento grafico
correspondiente.

En conjunto ambos andlisis sugieren un efecto de PV progresivo, que se relaciona con la
permeabilidad sufrida por el HH. También, que la concentracion y TC genera diferentes
velocidades de expresion del fendmeno de inactivacion, la cual es particular HAL y HTC.
Asimismo, que la capacidad maxima que ofrece el Ag,O puede no ser la mencionada en el
ensayo. Finalmente, que la PV no solamente es explicable a través de los fendmenos

asociados con la permeabilidad evaluada mediante TDE.

Ensayos con AgNO3

El agente report6 para HTC y HAL una inactivacion entre 63% y 96%. Las estimaciones de
inactivacion obtenidas por medio de LIV alcanzaron un 96% en HTC y 82% para HAL. Por
otro lado, las generadas por medio de TCE lograron 82% y 60% para cada especie de HH,
respectivamente, encontrando una diferencia de hasta 22% entre ambas técnicas. No
obstante, el efecto se registrd a partir del primer tiempo de medicion (30 min), reportando
entre un 50 y 90%, para ambas especies.

De manera particular, se observd una mayor sensibilidad en los HTC, al registrar valores
cercanos al 90% en todas las mediciones, con incrementos de hasta en 2% con respecto a
los tiempos de contacto posteriores. Asimismo, se observa en la Figura 14-3 mediante TCE
para HAL un efecto gradual entre 50 y 70% para el primer TC y un incremento de hasta un
7% para las siguientes estimaciones. En particular, las concentraciones (0.01, 0.05y 0.1 g
mL™) evidencian un efecto progresivo de la inactivacion del organismo, que finaliza en el
tiempo maximo del ensayo. Sin embargo, las concentraciones (0.5, 1 y 2 g mL™)
presentaron el mayor incremento de PV durante los primeros TC. Lo anterior indica
sensibilidad diferenciada ante el agente, concentracion y duracion de la exposicion.

Por otro lado, las estimaciones de inactivacion obtenidas por medio de LIV resultaron

superiores hasta en un 15% en comparacién con las obtenidas por medio de TCE. En ellas
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se observan resultados entre 65% y 75% de PV al emplear 0.01, 0.05, 0.1, 0.5y 1 g mL™
Por otro lado, los ensayos correspondientes a 2 g mL™ evidenciaron el efecto méaximo a
partir del primer TC, el cual se repiti6 para el resto del ensayo. Por su parte, los HTC
mostraron el mismo efecto para todas las concentraciones evaluadas a partir del primer
tiempo de exposicion, lo cual refleja una alta sensibilidad hacia el AgNOs. Lo anterior
apunta a la utilizacion de una menor concentracion para determinar la curva de inactivacion

del organismo.

5.1.5 Ensayos de exposicion a cobre

Los resultados derivados de las pruebas de contacto sobre HTC y HAL empleando
compuestos con contenido de cobre Cu (0), Cu,O (+1) y CuSO,4 (+2) indican en todos los
casos, asi como para ambas metodologias de estimacion, un efecto de PV significativa
(=0.05) en comparacién con el testigo para cada caso. EI mayor efecto se observé en las
especies oxidadas Cu,O (+1), CuSO4 (+2), que de manera adicional corresponden a los
agentes solubles. Lo anterior sugiere promover la PV, al favorecer la difusion del
compuesto en el medio y con ello interaccion con el organismo. El cobre en sus diferentes
estados ofrecid desde un 64%, hasta un 95% de inactivacion. De manera particular los
ensayos efectuados por medio de TDE a HTC registraron desde un 64%, hasta 93%, y
desde 79%, hasta 94% para las efectuadas por LIV, mientras que en HAL se obtuvo desde
54%, hasta 82.5% y 38% a 95%, respectivamente (ANEXO VII). De manera contrastiva es
posible observar que la técnica de LIV obtiene resultados superiores hasta en 25%.

Exposicion a cobre Cu (0)

Los ensayos efectuados a los HTC y HAL evidenciaron que ambos HH son sensibles al
cobre metélico. La evaluacién efectuada a los HTC mediante LIV registrd valores de PV
promedio de 90%, mientras que HAL obtuvo un 63%. El metal reporté en todos los
ensayos inactivaciones a partir del primer tiempo de exposicion (30 min) en todos los
casos. Dicha estimacion constituye el mayor porcentaje de PV ocurrida para el ensayo, al
registrar para HTC desde 65%, hasta 90%, al emplear LIV y 87% a 90% mediante TDE.
Por otro lado, las estimaciones efectuadas a HAL resultaron desde 38% a 66% Yy 56% a

64%, respectivamente (Figura 14-8). Asimismo, los ensayos mostraron un comportamiento
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progresivo con respecto a la concentracion y tiempo de exposicion en ambas metodologias
de estimacion de PV, La comparacion contrastiva sefiala un aumento hasta de 15% para los
ensayos con concentraciones de 0.5, 1 y 2 g mL™ expuestos a tiempos superiores a 120
min. No obstante, que en todos los casos se observa un color rojizo en los HH de ambas
especies, que se intensifica con respecto al incremento de las concentraciones
experimentadas evaluadas (ANEXO V).

Los ensayos efectuados a HTC empleando TDE muestran para el primer TE un efecto de
PV de un 76-80% para la menor y mayor concentracion evaluadas. Asimismo, se evidencia
un efecto de inactivacion consistente y mantenido durante todo el ensayo. Sin embargo, la
curva de inactivacion ofrecida por el cobre muestra dos diferentes comportamientos: a) una
para 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™, hasta 60 minutos, sin diferencia para el resto de las
estimaciones y b) una para las concentraciones de 0.5, 1y 2 1 g mL™ que poseen una
curva de inactivacion similar a la antes mencionada hasta 60 minutos. Posteriormente
ocurre una fase de inactivacion sostenida (segunda etapa) y una tercera, donde existe un
incremento de la curva de inactivacion ocurrida a partir de los 120 min con incrementos de
hasta un 20%. Lo anterior sugiere ser consecuencia de alteraciones en la homeostasis
ocurrida en el organismo. No obstante, se desconoce su ocurrencia para TC posteriores a
concentraciones menores a 0.1 g mL™.

Por otro lado, los ensayos efectuados a HAL (TDE) muestran en todos los casos una menor
sensibilidad al cobre hasta de 22%, en comparacion con los obtenidos a HAL, empleando
LIV, e inclusive para los efectuados en HTC (por ambas técnicas). La curva de inactivacion
evidencia un comportamiento similar al sefialado por LIV, donde se registraron dos tipos de
comportamiento, uno para 0.01, 0.05y 0.1 g mL™ y otro para 0.5, 1 y 2 g mL™. No obstante
ésta técnica si evidencia un incremento de PV de hasta 10% a los 180 minutos, lo cual
soporta la hipotesis de PV por alteraciones en la osmorregulacion del organismo.

Las pruebas de contacto efectuadas a HAL (LIV) evidencian en todas las concentraciones
evaluadas un comportamiento progresivo de PV con respecto a la concentracion aplicada,
asi como con el TC. La curva de inactivacion se conforma por dos partes. La primera que
presenta la mayor inactivacion y que ocurre en todas las concentraciones, que finaliza a los

60 minutos, registrando hasta 70% de PV. No obstante, todos los TC posteriores

i a)
e oy =

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Analisis y discusion de resultados

Ingenieria

presentaron un comportamiento sostenido hasta los 120 min. Sin embargo en tiempos
posteriores se observa un incremento hasta 15% con respecto a la inactivacién sufrida por
los HAL.

Exposicion a Cu,0 (+1)

La exposicion al 6xido metalico reportd una pérdida de viabilidad en las dos especies de
helminto evaluadas (HTC y HAL). La inactivacion ofrecida por el Cu,O para HAL fue de
un minimo de 53% y un maximo de 96%, mientras que en HTC fue de 63% a 94%. De
manera particular, los HAL (TDE) registraron desde 64%, hasta 97% y 53%, hasta 84%,
mediante LIV, mientras que los HTC registraron 65-90% y desde 60-90%, respectivamente.
No obstante la Figura 14-9 evidencia una mayor sensibilidad para los HTC al ser evaluados
mediante incubacion, y registrar desde su primera estimacion valores cercanos al 90%. Sin
embargo, de manera particular, la mayor capacidad de inactivacion ofrecida por el
compuesto se encuentra en HAL, al encontrarse en 97%, la cual fue lograda a un TE de 150
minutos y la concentracion de 2 g mL™.

La curva de inactivacion muestra el mayor efecto (desde 89%, hasta 94%,) durante el
primer TC (30 minutos) para los ensayos efectuados en HTC (LIV), al encontrar en la
anterior su mayor incremento (90%), con respecto al resto del ensayo. Los tiempos
posteriores reportaron un comportamiento sostenido (menor a 5%), en comparacion a la
evaluacion previa. No obstante, ellos no representan un valor significativo (a=0.05),
reportando valores <2%, con respecto a los tiempos anteriores. Lo anterior sugiere, que la
curva de inactivacion del compuesto se genera durante los primeros 30 minutos, al
representar el 96% del fendmeno total de desinfeccion durante dicho TC.

Por su parte, los HTC evaluados mediante TDE evidenciaron un comportamiento de
inactivacion a partir del primer TE (desde 65.5%, hasta un 78%). Sin embargo, resultaron
menores hasta en un 22%, con respecto a los ensayos efectuados con LIV. Asimismo, es
visible un comportamiento progresivo de PV con respecto al aumento de concentracion del
compuesto (ANEXO V). No obstante, la fase de disminucion en cuanto a la curva de
inactivacién se ubica entre 90 minutos y 120 minutos, obteniendo entre un 72% y 92% de

inactivacion.
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De manera contrastiva, los ensayos efectuados para HAL evidencian para LIV un efecto
progresivo con respecto a la concentracion y tiempo de exposicion. Asimismo, la mayor PV
se registra durante el primer tiempo de exposicion evaluado (30 minutos), la cual se ubico
entre un 64% y un 88%, menor hasta en un 26% (con respecto a HTC). Durante los tiempos
posteriores, se observa un incremento en la inactivacion <10% con respecto al tiempo de
exposicion anterior en todos los casos. Asimismo, se observa de manera general la
disminucion de la curva en 60 minutos para todas las concentraciones (<5%), un posterior
incremento en ellas a los 90 minutos (>5%), asi como otros a los 0 a los 150 y 180 minutos
con la misma tasa de incremento. No obstante, los comportamientos ocurridos con 0.01 g
mL™ y 0.05 g mL™, en comparacion con lo ocurrido con el resto de éstas (0.1, 0.5, 1y 2 g
mL™) resultan diferentes.

Por otro lado, los ensayos de HAL obtenidos mediante LIV evidencian un comportamiento
similar al registrado para la misma especie evaluada mediante TDE. Sin embargo, la
técnica de tincidn registr6 una menor PV (hasta un 10%). No obstante, se muestra un
incremento de la inactivacion con respecto al tiempo de exposicion y concentracion
aplicadas a los HH contenidos en el ensayo. La curva de inactivacion muestra los mayores
resultados al primer tiempo de exposicion (30 minutos), registrando desde 53%, hasta 68%
(hasta un 15% mas de lo registrado mediante LIV). Por otro lado, durante los tiempos
posteriores se observa la disminucién en cuanto al incremento de la inactivacion del HH,
durante todas las concentraciones evaluadas. Asimismo, tal como ocurri6 en la prueba de
LIV, se observa una diferencia de comportamientos para las concentraciones de 0.01, 0.05
y 0.1 g mL? y otro para 0.5, 1 y 2 g mL™. Durante el primer caso se evidencian
comportamientos oscilatorios <5% para los TE correspondientes a los intervalos de 90
minutos y 120 minutos (con respecto al registrado a los 30 min), mientras que para el
segundo caso (correspondientes a las concentraciones superiores) se obtiene un incremento
de hasta 10% de PV, ocurrido particularmente durante la revisién de 90 min y 180 min. El
porcentaje de inactivacién ofrecida por el agente durante el tltimo tiempo de evaluacion se
ubicé desde un 60%, hasta un 77%, lo cual representa hasta un 19% menos de inactivacion,
en comparacion con la técnica de LIV. Sin embargo, la Lo anterior sugiere, que la TDE, no

es precisa para evaluar el fendmeno de la PV experimentado por contacto con CuO.
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Asimismo, que la respuesta de inactivacion es diferente en ambas especies, siendo HTC la
particularmente mas sensible. No obstante que el valor maximo registrado para el ensayo
fue obtenido en HAL. De manera adicional, no se descarta que el fendmeno de inactivacion
se encuentre finalizado, dados los picos de inactivacion ubicados en los ultimos TE y que se
observan en la Figura 14-9. Dicho incremento, sugiere un incremento de la curva de

inactivacion ofrecida por el agente evaluado y con ello un aumento en la PV.

Exposicion a CuSQ, (+2)

Los resultados derivados de las pruebas de contacto sobre HTC y HAL empleando el
agente con contenido de cobre (+2) indica en todos los casos (los tiempos de exposicion y
concentraciones), asi como para ambas metodologias de estimacién, un efecto de PV
significativa («=0.05) en comparacion con el testigo. De igual manera se observa una PV
asociada a las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. Los HTC resultaron ser
mas sensibles al agente, al registrar desde 46%, hasta 91%, en comparacién con las pruebas
efectuadas sobre HAL, donde se obtuvo desde 54%, hasta 85%. Particularmente, los HTC
obtuvieron mediante TDE un minimo de PV de 79%, hasta un maximo de 91%, mientras
que por medio de LIV registraron desde 46%, hasta 91%. Por su parte, dicho
comportamiento también se vio reflejado en HAL, donde se evidencid una inactivacion
desde 65.5%, hasta 86% Yy 54%, hasta 78%, respectivamente.

Los HTC resultaron ser mas sensibles en las estimaciones efectuadas mediante LIV al
reportar entre 85% y 91% durante su primera medicion (30 minutos). De hecho, el intervalo
de inactivacion registrado (cercano al 90%) fue observado y mantenido durante todos los
tiempos y concentraciones posteriores (hasta llegar a 180 min). El incremento desde la
segunda estimacion, hasta la ultima fue <5%, no obstante que dicha tendencia es progresiva
con respecto al TC y el aumento de la concentracion aplicada. Sin embargo, la curva de
inactivacion ofrecida por el metal se conforma en aproximadamente 95% durante el primer
TE (30 min), restando solo el 5% del efecto ejercido por el metal durante los tiempos
restantes.

Por su parte, los HAL evaluados mediante LIV evidencian durante el primer TE una

inactivacion entre 65% y 73%, correspondiente a valores de entre el 80% y 90% de la PV
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ocurrida en todo el ensayo. En dicha medicion (30 min) se registraron valores superiores a
las menores concentraciones evaluadas (0.01, 0.05 y 0.1 g mL™). Lo anterior apunta, a los
procesos de inactivacion ocurridos en otros organismos bacterianos, donde la aceptacion de
un exceso de metal usualmente deriva en el dafio irreversible por intoxicacion del
organismo (Carrasco, 2000). Dicho proceso resulta usual en un medio de concentracién no
saturado, ya que la presencia masiva de metal deriva en la eventual incapacidad de
regulacion por el organismo. No obstante, las concentraciones restantes 0.5, 1y 2 g mL™
evidencian un porcentaje de PV menor, hasta en 10%. Sin embargo se incrementan con
respecto al aumento de TC, superando en todos los casos la inactivacion hasta en 20%, con
respecto a las primeras concentraciones. La curva de inactivacion evidencia el mayor
resultado para el primer tiempo de exposicion, resultando en todos los ensayos un resultado
similar a la anterior estimacion. No obstante todos los ensayos para TC posteriores
registraron incrementos en su PV, ocurriendo particularmente para las concentraciones (0.5,
1y2gmL™) a150y 180 min, registrando entre 62%, hasta 85%. Lo anterior sugiere que la
PV ofrecida por el compuesto podria incrementarse para tiempos posteriores a 180 min. La
curva de inactivacion muestra los mayores resultados al primer tiempo de exposicién (30
minutos), registrando aproximadamente el 70% de la PV total, acumulando el resto durante
las siguientes estimaciones, a razon >5% para cada una.

Por su parte los HAL evaluados mediante TDE presentaron una menor sensibilidad en
comparacion con el resto de los ensayos efectuados para CuSO,. Los resultados de
inactivacion fueron hasta 30% menores, con respecto a los obtenidos con HAL y HTC
estimados mediante LIV, y hasta un 20% con respecto a HTC (TDE).

Las curvas de inactivacion generadas para cada concentracion evidencia en todos los casos
el mayor incremento durante los primeros 30 minutos, al registrar entre 50% y 78% de PV.
No obstante el mismo comportamiento descrito para los HTC ocurri6 para las
concentraciones de 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™, durante los primeros 30-90min. De igual
manera, sucedi6 para los efectuados empleando 0.5, 1 y 2 1 g mL™, donde el incremento
ocurre a partir de 90 min. No obstante, las estimaciones posteriores a 30 min obtienen
resultados con incrementos <5% para los siguientes TC. Lo anterior sugiere, que la TDE

por si misma no es capaz de describir el fendmeno de inactivacion derivado del contacto
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por el metal. Sin embargo, explica algunos fendmenos particulares derivados de la su
inclusion, particularmente en concentraciones pequefas, tal como se observa en la Figura
14-10. Asimismo, que la penetracion del metal, no necesariamente se refleja en la pérdida
de la capacidad de regulacion del HH (TDE y HAL).

5.1.6 Ensayos de exposicion a hierro

Los resultados de la exposicion de los HH al agente metalico alcanzé para HTC una PV
minima de 46% y una maxima de 93%, mientras que los HAL obtuvieron desde 37%, hasta
93%. Adicionalmente, se observo que los HAL resultaron menos sensibles al agente. De
manera particular, se registraron valores diferentes durante la aplicacion de ambas técnicas
de estimacion de viabilidad, siendo significativas («=0.05) con respecto al testigo en todos
los casos. Por su parte, los HH sometidos a Fe (0) consiguieron para HTC una inactivacion
desde 51%, hasta 91% y de 37-89% en HAL. El FeS; (+2) alcanz6 en HTC 51-93% y para
HAL un 48-82%, mientras que, el FeSO,; (+2), obtuvo desde 46-93% y 68-89%.
Finalmente, la aplicacién de Fe,O3 (+3) logré 64-93% en HTC y 54-93% para HAL.
Asimismo se encontrd que los compuestos con un estado de oxidacion ofrecen un mayor
efecto en ambos casos, encontrando diferencia de hasta 25% en comparacion con el estado
metalico, que sugieren ser consecuencia de la solubilidad del agente, asi como de los

mecanismos de accién involucrados, donde ellos facilitan la interaccién con el organismo.

Exposicion a Fe (0)

Los resultados de exposicion de los HH al agente metalico arrojaron sensibilidad (PV) en
todos los casos evaluados. Los HTC evidenciaron una mayor PV con hasta un 20% mas de
inactivacion en comparacion con los HAL. Asimismo se encontrd, que ambas técnicas
resultan en comportamientos graficos diferentes (ANEXO V).

Los HTC (LIV) mostraron el mayor efecto sobre la viabilidad con respecto al resto de los
ensayos efectuados a los HH. La inactivacion ofrecida por el hierro (0) fue desde un
minimo de 87%, hasta 91%, la cual ocurrié durante el primer TC, correspondiente a 30
minutos. Dicho comportamiento se observo de manera sostenida para los siguientes

tiempos evaluados (60-180 min). No obstante existe un incremento <2% para los TC
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referidos anteriormente. Sin embargo, la curva de inactivacion se encuentra descrita durante
los primeros 30 minutos, al ocurrir hasta el 98% del fendmeno durante dicha medicion.

Los ensayos efectuados para la misma especie estimados mediante TDE, evidenciaron una
menor inactivacion (desde un 16%, hasta un 60%). La mayor PV fue registrada durante su
primer periodo 30 min, alcanzando valores cercanos a 55-60% para todas las
concentraciones evaluadas. Durante los TC posteriores, correspondientes a 60 min y 90 min
mostraron un incremento de la PV, con respecto a los tiempos anteriores <5% en todos los
casos. Los tiempos restantes (120 a 180 min) manifestaron dos tipos de comportamientos:
a) las concentraciones correspondientes a 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™ obtuvieron
comportamientos similares a los obtenidos en los tiempos anteriores, al solo registrar
inactivaciones <5% para todos los casos, lo cual sugiere la evaluacion completa del
fenémeno y b) las relativas a 0.5, 1 y 2 g mL™ que evidencian un incremento de hasta 10%,
alcanzando valores entre 80% y 85%.

Por otro lado, los ensayos efectuados para HAL estimados mediante LIV refleja un efecto
progresivo relacionado con el incremento de las concentraciones y los tiempos de
exposicion que van desde 37%, hasta 77%. La mayor PV se registrd durante los primeros
30 minutos de la prueba, al alcanzar entre 39% y 61%, correspondiente a la menor y mayor
concentracion expuesta. Posteriormente el incremento de la inactivacion se evidencia para
los tiempos posteriores de 60 y 90 minutos con hasta un 10% de incremento de la PV en
cada caso. Dicha tendencia progresiva continta hasta alcanzar los valores maximos que se
presentaron entre 150 min y 180 min con inactivaciones cercanas al 70% para todos los
casos. No obstante las concentraciones 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™, evidencian una mayor
capacidad de inactivacion hasta 78+13% ante los HAL. Lo anterior parece ser consecuencia
de la relacion existente entre la osmorregulacion metalica permitida en algunos casos y la
oligodinamia que presenta el metal ante los huevecillos. Las concentraciones de 0.5,1y 2 g
mL™ logran una menor inactivacién hasta de 14% (Figura 14-4). No obstante, los
resultados estadisticos reflejaron incertidumbre de hasta 40%, lo cual sugiere ser
consecuencia de la disponibilidad del agente en el medio. Sin embargo, los resultados
obtenidos para 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™ sugieren la posibilidad de la continuacién del

fendmeno de inactivacion para tiempo posterior al comprendido en el ensayo efectuado.
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Finalmente, los HAL (TDE) registraron una PV para todas las concentraciones evaluadas.
Se observo un comportamiento diferente para las tres primeras concentraciones (0.01, 0.05
y 0.1 g mL™) y otro para las tres restantes (0.5, 1y 2 g mL™). La primera medicién (30
minutos) mostrd un porcentaje de inactivacion de 53%, hasta 68% encontrando los mayores
resultados a las menores concentraciones. Adicionalmente las siguientes estimaciones
obtuvieron un incremento menor al 5% durante cada una de ellas. La curva ofrecida por el
metal se completé a los 120 min y registrd una PV entre 60% y 70%, ofreciendo una
inactivacion mayor a las concentraciones 0.5, 1 y 2 g mL™. Asimismo se evidencié el
incremento de la PV, con respecto al aumento de la concentracion del metal. Sin embargo,
tampoco fue mayor al 5% con respecto a la medicion anterior. La curva correspondiente
ocurre mayoritariamente durante los primeros 30-60 min de TE, obteniendo entre 60% y
70% de la misma durante dicho periodo. No obstante, se muestran picos de incremento de
inactivacion (alcanzando hasta 85%) ocurridos a los 90 min y 120 min. Los anteriores
pueden ser consecuencia de la aceptacion del metal por fendbmenos de osmorregulacion, tal
como se reporta en otros organismos (bacterias o protozoarios) (Carrasco, 2000), o bien,

tratarse de un comportamiento anémalo.

Exposicion a FeS; (+2)

Los resultados de exposicion al agente mostrd sensibilidad en todos los casos evaluados.
Los HTC mostraron una mayor PV, se registré hasta un 8% mas de inactivacion en
comparacion con los HAL. Los HTC registraron mediante LIV entre 81-88% y 51-90% por
medio de TCE, mientras que la evaluacién para HAL obtuvo 53-83% y 48-69%,
respectivamente. Asimismo se evidencié que ambas técnicas de estimacion resultan en
comportamientos de inactivacion diferentes. No obstante, es posible visualizar una
respuesta de inactivacion en cada caso, con respecto al incremento de la concentracion y
tiempo de exposicion.

La inactivacion registrada para HTC (LIV) al primer tiempo de evaluacion correspondiente
a 30 minutos fue la mayor obtenida (87-91%). Posteriormente se observé un incremento de
la PV, aunque menor a 5% en todos los casos. Dicho comportamiento se observo hasta

llegar a al final del ensayo. Sin embargo los primeros TC obtuvieron los mayores efectos
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sobre la PV con las menores concentraciones evaluadas (0.01, 0.05 y 0.1 g mL™). La curva
de inactivacion se encuentra descrita para todas las concentraciones en un 90% durante los
primeros 30 minutos de TC. Sin embargo existe una mayor sensibilidad hacia el agente
para primeras concentraciones evaluadas durante toda la prueba.

Los mismos organismos, pero evaluados mediante TCE reportaron una menor PV, hasta en
20%. Sin embargo ellos también registraron un incremento de la inactivacion en relacién al
aumento de la concentracion y TC. Igualmente el mayor efecto sobre la inactivacion se
observé durante la primer medicion, al registrar valores entra 48% y 80%, ante la
exposicion a la concentracion menor y mayor empleadas, respectivamente. No obstante
resultaron dispersos. Dichos valores, corresponden a los valores maximos obtenidos
durante ésta prueba, correspondientes a tiempo Yy concentracion. Las siguientes
estimaciones registraron incrementos de la PV entre 10-18%, particularmente para los
ensayos con las concentraciones mas altas. Asimismo, durante ellas (90-120 min) se
registraron picos para las concentraciones menores ensayadas (0.01, 0.05, 0.1 g mL™). No
obstante, las concentraciones (0.5, 1 y 2 g mL™) evidenciaron los mayores porcentajes de
inactivacion para el resto de los TC.

Con respecto a la curva de inactivacion de observd que ésta ocurre de igual manera en
forma mayoritaria durante los primeros 30 minutos, al describir el 80% del fendmeno en
dicho intervalo, lo cual apunta a la solubilidad del agente y su interaccién con los HH.

Por otro lado, los ensayos efectuados a HAL evaluados mediante LIV evidencian durante el
primer TC una inactivacion entre 65% y 73%, correspondiente al 80% y 90% de la
inactivacién ocurrida durante todo el ensayo. En dicha medicion (30 min) se registraron
valores superiores a las menores concentraciones evaluadas (0.01, 0.05 y 0.1 g mL™), al
igual que ocurrié en HTC y menores para las concentraciones de 0.5, 1y 2 g mL™. Lo
anterior concuerda con los procesos de inactivacion ocurridos en otros organismos
bacterianos, donde una aceptaciéon moderada de metal usualmente deriva en dafio del
organismo (Carrasco, 2000). No obstante los valores registrados de inactivacién
incrementan con respecto al aumento del TC, superando en todos los casos a las primeras

concentraciones evaluadas, hasta en un 20%.
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En contraste, las evaluaciones para TCE resultan en mayor inactivacion, con respecto a la
prueba de LIV, particularmente para TE superiores a 60 min. De hecho, la mayor
inactivacion se encuentra en la primer medicion, al registrar en promedio entre 48% y78%,
donde el incremento de la concentracion implicO una menor inactivacion para las
concentraciones (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 g mL™), las cuales manifestaron la mayor PV. La
anterior relacion de la inactivacion y concentracion se mantiene hasta los 120 minutos para
todas las concentraciones antes mencionadas. Sin embargo, cada medicion posterior a 30
minutos reporta un incremento en la PV <5% para las primeras tres primeras
concentraciones evaluadas (0.01, 0.05 y 0.1 g mL™) durante todos los TE. El resto de las
concentraciones (0.5, 1y 2 g mL™) presentan un porcentaje de inactivacion superior al 5%,
resultando en una mayor PV con respecto a las primeras concentraciones, tal como ocurrié
en LIV. La curva de inactivacion se representa con las dos primeras estimaciones, con
valores entre 58-78%, donde dicho intervalo se expresa el fendmeno derivado del contacto

con metal.

Exposicion a FeSO, (+2)

Los resultados de exposicion directa del agente sobre los HTC y HAL indica un efecto de
PV (o =0.05) en todas las evaluaciones con respecto a los tiempos de exposicion y
concentraciones para ambas metodologias empleadas, en comparacién con el testigo para
cada caso.

Los HTC resultaron ser mas sensibles durante la evaluacion por LIV, en comparacion con
los HAL. Los HTC registraron desde 89%, hasta 92% por LIV y 65-90% por LIV. Por su
parte, los HAL alcanzaron desde 65.47%, hasta 85.88% Yy desde, 58.33%, hasta 89.58%,
respectivamente.

Los HTC tuvieron a partir del primer TE la mayor PV estimada por medio de incubacion,
registrando en promedio un 89+3% para todas las concentraciones, lo cual corresponde al
maximo valor para dicho TE con respecto al resto de los ensayos efectuados con el agente
metalico. Dicho comportamiento de inactivacién se mantuvo en porcentajes similares de
PV (=89%) para el resto de las mediciones efectuadas hasta finalizar la prueba (180 min),

lo cual sefiala que no existe una diferencia significativa con respecto a la concentracion y
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tiempos de exposicion entre ellos, sefialando en un 95% la curva de inactivacion durante los
primeros 30 min, desde concentraciones >0.01 g mL™. No obstante, si existi6 diferencia
significativa con respecto al testigo en todos los casos.

Por otro lado, las estimaciones efectuadas por medio de TDE para los mismos organismos,
resultaron en PV menores en comparacion a la estimacion efectuada por LIV. La
inactivacion registrada para el primer SE TE encontré entre 53% y 85%, para las
concentraciones mas baja (0.01 g mL™) y més alta (2 g mL™) evaluadas, respectivamente.
Durante la siguiente medicién (60 min), present6 un incremento de hasta un 40% para las
concentraciones (0.5, 1y 2 g mL™) ubicando valores de entre 68% y 88%, respectivamente,
mientras que en 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™) resultaron ser de 20-30%. Dicho comportamiento
fue observado con la misma tendencia para las siguientes TE, observandose en promedio de
incremento de 3-4% de incremento en cada TE, mostrando el efecto maximo a los 180 min
para todas las concentraciones (80-90%). Sin embargo, la desviacién estdndar mostrado
durante dicho TE fue considerable para todos los casos (5-10%).

Por otro lado, las estimaciones hechas a HAL mediante TD resultaron mayores para el
primer TE, hasta en un 13% en comparacion con las efectuadas mediante incubacion,
observando en ambas técnicas una PV que aumenta con respecto a la concentracion y al el
tiempo de exposicién. La misma prueba evidencio para el resto de los TE valores entre 50%
y 70% para todas las concentraciones evaluadas. Sin embargo, durante los tiempos
superiores a 90 min se registr6 un incremento en la PV, hasta en 20%: Dicho
comportamiento es constante para los tiempos posteriores de evaluacion. No obstante
durante el dltimo TE, correspondiente a 180 min, se mostrdé un comportamiento progresivo
con una pronunciada desviacion estandar, lo cual sugiere que el efecto inducido por el
metal no refleja su capacidad maxima de inactivacion, o bien la capacidad del organismo de
revertir el efecto tdxico ejercido por el compuesto metalico. Igualmente, los HAL
evaluados mediante LIV evidencian durante el primer TE una inactivacion entre 73% y
78%, siendo las concentraciones 0.5, 1 y 2 g mL™ las que presentan los mayores valores de
inactivacion. Asimismo, es visible la tendencia evidenciada a partir de un TE de 60 min,
donde se incrementa el efecto de la inactivacion con respecto al incremento de la

concentracion y el tiempo de exposicién, ubicando una PV de hasta 3% durante cada TE.
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No obstante, para tiempos de 150 y 180 min. La PV alcanzada fue ubicada entre 70 y 80%.
Los ensayos referidos anteriormente muestran una desviacion estandar de hasta 15% en las
primeras mediciones y 8% durante los ultimos TE (150 y 180 min), respectivamente. Por su
parte, los HAL evaluados mediante TDE resultaron menos sensibles en comparacion con el
resto de los ensayos efectuados para FeSQ,, evidenciando inactivaciones menores de hasta
en un 30%, con respecto a HTC y HAL evaluados mediante LIV y hasta un 20% con
respecto a HTC mediante TDE. Igualmente, la curva de inactivacion evidencia todas las
concentraciones evaluadas el mayor incremento durante los primeros 30 minutos, al
registrar entre 50% y 78% de PV. Sin embargo, de manera particular para los casos 0.01,
0.05y 0.1 g mL™ ésta se extiende de manera progresiva hasta los 90 min, aunque en
porcentajes mejores al 5% para cada TE posterior, mientras que para los las
concentraciones superiores 0.5, 1y 2 1 g mL™ no se observa un incremento considerable
estadisticamente, logrando solo un 3% adicional para el tiempo mé&ximo de exposicion
(Figura 14-7). Lo anterior sugiere que el efecto maximo ejercido por el agente metalico ha
sido alcanzado para dichas concentraciones. No obstante para las concentraciones inferiores
tienen desviaciones estandar en su mayoria de las estimaciones, donde en algunas ocasiones
son de hasta 10%. Dicha fenomenologia corresponde a un efecto débil sobre el organismo,
que usualmente resulta reversible.

Lo anterior se concluye al no contar con mediciones posteriores que sefialen
comportamientos similares al TE anterior, 0 bien por no contar con el efecto ejercido a
tiempos posteriores a los definidos durante el ensayo. Asimismo, es concluyente que la
TDE por si misma no es capaz de describir el fendbmeno de inactivacion derivado del
contacto con el metal. Sin embargo, explica algunos sucesos particulares derivados de la
inclusion del metal hacia el interior del HH, lo cual ocurrio6 en ambos casos,
particularmente en concentraciones menores (0.01, 0.05 y 0.1. Asimismo, que la
penetracion del metal, no necesariamente se explica integramente la causa de la PV por

modificacion en la osmorregulaciéon del HH (TDE y HAL).

Exposicion a Fe,O3 (+3)
Los HH de ambas especies expuestas al 6xido contenido de hierro (+3) evidenciaron efecto

sobre la viabilidad de éstos. El porcentaje de inactivacion ofrecido por el Fe203 en el caso
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de HTC fue de 64% a 93%, mientras, que para los HAL resultaron ser de 51.5%, hasta
85%. Particularmente, los HTC resultaron mas sensibles al obtener desde 87% a 93%
mediante TCE y desde 64%, hasta 91% para LIV, mientras, que los HAL obtuvieron desde
59%, hasta 82%, asi como, 51.5%, hasta 84%, respectivamente.

El comportamiento de inactivacion observado durante el ensayo para los HTC mediante
LIV evidencié durante el primer TE (30 minutos) el mayor porcentaje de inactivacion con
respecto a su tiempo anterior, al obtener entre 88 y 90%. Los mayores resultados de
inactivacion fueron registradas en el siguiente orden 0.05, 0.5, 0.01, 1, 2y 0.1 g mL™. No
obstante, que las diferencias de PV entre éstas fueron >2%. A tiempos posteriores se
registraron valores similares (entre 88% y 93%) para todas las concentraciones evaluadas.
De igual manera se observaron diferencias menores al 2%. No obstante, el orden de las
inactivaciones ofrecida se observa superior durante las tres primeras mediciones
correspondientes a 0.01, 0.05, 0.1 g mL™, mientras que para los siguientes 90-180 se
observan mayores valores para las concentraciones de 0.5, 1y 2 g mL™.

La curva de inactivacion ocurre durante los primeros 30 minutos, al obtener hasta el 98%
de toda la PV ofrecida por el compuesto para las concentraciones evaluadas. No obstante es
visible una respuesta de la PV del huevecillo ante el aumento de la concentracién y tiempo
de exposicion, No obstante, que la PV sea menor al 5% para los tiempos posteriores (entre
éstas).

Los ensayos efectuados mediante TCE muestran de igual manera la mayor PV durante el
primer TE, al registrar entre 65% Yy 84% para la menor y mayor concentracion,
respectivamente. El resto de las concentraciones (0.05, 0.1, 0.5 y 1 g mL™) se ubicaron
dentro de dicho intervalo, donde pudo apreciarse un incremento de la inactivacion con
respecto a la concentracion del agente con contenido metélico. Durante los siguientes TE
(60, 90 y 120 min) se registré una inactivacion similar a la obtenida en su tiempo anterior
(no mayor al 5%) para cada concentracién. Sin embargo, es visible un incremento de la PV,
principalmente para las concentraciones de 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™, al inclusive evidenciar
valores de inactivacion cercanos (menor al 2%), en comparacion con los resultados
obtenidos para 1 y 2 g mL™. Por otro lado, los resultados en 150 y 180 min muestran un

incremento en la PV ofrecida por las concentraciones, en particular para 0.1y 0.5, 1y 2g
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mL?, ya que lograron en promedio los mismos porcentajes de inactivacion (84%).
Finalmente, el dltimo TE (180 min) mostré un resultado similar al obtenido durante el
primer TE, al obtener una mayor inactivacion al incrementar la concentracion del agente,
aunque con un mayor porcentaje de PV, con respecto al primer resultado registrado. Dicha
diferencia sugiere que el fendmeno puede no encontrarse descrito en su totalidad durante el
tiempo de prueba efectuado.

De igual manera, los ensayos efectuados a HAL estimados mediante TDE muestran en
todos los casos una menor sensibilidad el oxido, hasta 25%, evidenciando el mayor
porcentaje de PV durante el primer TE (desde 60%, hasta 82%), en comparacién con el
tiempo anterior. Asimismo se evidencid la sensibilidad ante la exposicion a diferentes
concentraciones durante todo el ensayo, al obtener resultados de inactivacion en todas las
mediciones efectuadas. Se encontré que las concentraciones 0.01, 0.05 y 0.1 g mL™
registraron efectos de PV menores al 10%, desde 30-120 min, en comparacion con las
evaluaciones efectuadas a concentraciones superiores. Dicho fendmeno se presentd para
todos los TE. Asimismo, se observa dentro de la curva de inactivacion valores similares
desde los 90-180 min, encontrando diferencia menor a 5% con respecto a su evaluacion
anterior. No obstante, el mayor porcentaje de inactivacion fue observado durante los
primeros 60 minutos (61-83%), mientras que para el resto (90-180 min) de las TE logré
entre 64 y 74% (Figura 14-6). Lo anterior sugiere en conjunto la aceptacién del metal en
concentraciones bajas, asi como su regulacion al paso del tiempo, lo cual evita el efecto
toxico producido por el compuesto.

Por otro lado, los ensayos estimados mediante TCE para los mismos HAL muestran el
mayor porcentaje de inactivacion (51-83%) durante la primera estimacién (30 min), en
comparacion con su tiempo anterior. Durante el siguiente TE fue observado un incremento
de la inactivacion hasta en 25%, alcanzando una PV entre 68% y 84%. Dicho
comportamiento de inactivacién se encontrd para el resto del ensayo (entre 60 y 80%). No
obstante los porcentajes de inactivacion obtenidos para las concentraciones de 0.01, 0.05 y
0.1 g mL™ resultaron muy cercanas o inclusive superiores a las concentraciones de 0.5, 1 y

2 g mL™ para las estimaciones efectuadas entre 30-120 min. Sin embargo, los TE restantes
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(150-180 min) evidenciaron para las concentraciones 0.5, 1 y 2 g mL™ valores de
inactivacion superiores de hasta en 15%.

La curva de inactivacion se pronuncia durante los primeros 60 min. Sin embargo, los
tiempos restantes no evidencian cambios superiores a 10% con respecto al tiempo anterior.
Sin embargo, se observan diferencias de inactivacion entre los tiempos correspondientes a
150 y 180 min, lo cual sugiere que la capacidad maxima de inactivacién otorgada por el

metal en cada concentracidn no se encuentra agotada.

5.1.7 Mecanismos involucrados en la inactivacion con AM, Ag, Cuy Fe

La explicacion del mecanismo de inactivacion inducido por el contacto con metales aun no
se encuentra descrita para HH en ninguno de los casos. Su esclarecimiento presenta
problemas en cuanto al uso de las técnicas preexistentes y cominmente empleadas en otros
organismos, como consecuencia del tamafio y la naturaleza de las estructuras que poseen
los huevecillos. Por ello, su estudio se efectué de manera directa e indirecta empleando
TCE, LIV, MO y SEM. Con base en un analisis integral de las cuatro técnicas antes
mencionadas, se encontrd que la inactivacion ocurre en las capas, solucion hialina y ndcleo.
En ellos se encuentran involucrados las capas, la solucién hialina y el nicleo y se relaciona
con la interaccion del metal con sus componentes (lipidos, proteinas, aminoécidos y acidos
nucléicos). La interaccion ocasiona que se modifican la conformacion de las capas, la
capacidad de osmorregulacion, la naturaleza fisica y quimica de los componentes que
conforman al HH y la inactivacion de procesos, asi como de las vias metabdlicas.

El contraste de las técnicas de estimacion de viabilidad sugiere que la técnica de TCE
refleja principalmente la modificacion de la osmoregulacion inducida por el agente. Lo
anterior sugiere para evaluar el accionar sobre las capas externas del organismo. No
obstante, que esta no necesariamente implique la inactivacion del mismo. Por otro lado, la
LIV puede estimar los efectos ocurridos al interior del organismo y eventualmente la
letalidad de los externos, como de los internos. Asimismo, cada agente evaluado evidencio
diferentes fenomenologias en cuanto al efecto producido sobre el HH y en la capacidad de
inactivacién. Por ello, es conveniente efectuar la descripcion y analisis de cada uno de

ellos.
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5.1.7.1 Mecanismo de accion sugerido para plata 0

La presentacion de la granalla de plata no facilita su disolucion. Sin embargo, las pruebas
de inactivacion evidenciaron para ambas especies un porcentaje de PV delimitada de entre
15 y 42% (en ambos casos), encontrando una correspondencia de su incremento con los
tiempos de exposicion y concentracion empleada. No obstante, que el medio acuoso
promueve la existencia iones +1 derivada del contacto con el medio. Orta et al., (2008)
sefialan para el caso de la plata, a las interacciones de iones metalicos con proteinas
sulfuradas como las principales responsables de la inactivacion en HH (Figura 12-1 y
Figura 12-13). Asimismo, el mecanismo de inactivacion sugerido pudiera relacionarse con
el paso de la plata a través de la cubierta, ya sea por los espacios y/o fracturas que
usualmente muestran los HH y que emplean para funciones de osmorregulacion. Lo
anterior se sugiere, ya que el contraste de ambas técnicas de larvado no refleja el mismo
resultado numérico derivado de la capacidad de osmorregulacion del organismo. Por ello,
una vez adentro, pueden ubicarse en la solucion hialina, o bien, migrar hacia el nacleo del
organismo, donde su presencia puede tener un impacto en la generacion de la larva
(impactando al material genético). De hecho, Pham et al., (2012), mencionan, que estudios
de contacto con plata efectuados en bacterias (Escherichia coli y Salmonella gen. sp.) han
identificado la formacién de compuestos complejos en los acidos nucléicos. De hecho, una
propuesta de inactivacion también se constituye de la adhesion del metal a algunos
aminoéacidos proteinogénicos con contenido de azufre, como la cisteina y la metionina que
resultan esenciales, ya que el adenosil-metionina sirve como donante de metiles en
reacciones de transferencia como intermediario y también en la biosintesis de la cisteina,
fosfatidilcolina y algunos otros fosfolipidos (Nelson y Cox, 2005), la cual posteriormente
es convertida en S-adenosilmetionina (SAM) por la metionina adenosil-transferasa, que son
importantes en el mantenimiento de las condiciones de aislamiento en las cubiertas de
proteccion de los organismos con el medio. Por ello, la inclusién en dichos aminoacidos
condiciona el mantenimiento de la homeostasis del organismo. De manera adicional, cabe
destacar que, la metionina es el inico aminoacido que tiene por un Unico codon (AUG), que
es tambieén la sefial de inicio del mensaje para que el ribosoma comience la traduccién de

una proteina desde el RNAm (Jenkins, 1997), tal como se muestra en la (Figura 5-15).
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y Figura 5-16). Lo anterior sugeriria que el impacto de la plata podria influenciar el
desarrollo de la larva y con ello la viabilidad del organismo, al no permitir su correcto

larvado. No obstante, los autores mencionados anteriormente sefialan que los mecanismos

involucrados en la inactivacion a nivel nucleico no son claros.

10um i -

HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kv MEB HAL 40X MO

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Imagen de elaboracion propia
Figura 5-15. Efecto de plata metalica (Ag0) sobre HAL y HTC mediante MO y MEB
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Figura 5-16 Mecanismo propuesto para la inactivacién con Ag®

5.1.7.2 Mecanismo de accién sugerido para plata +1

El uso de plata +1 explorado mediante el uso de plata coloidal grado comercial (3500 ppm),
Ag,0 y AgNOs, donde el primero se considera como una combinaciéon de Ag (0) y (+1),
mientras que los otros dos compuestos contienen Ag (+1) en un 99.99%, segin la

informacion referida por el fabricante. Los resultados obtenidos mediante las pruebas
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estimacion de viabilidad (TDE y LIV) son diferentes numéricamente. No obstante, que
ambos casos resultan en una PV derivada de los iones de la plata en solucion, que impactan
sobre la viabilidad del HH con respecto al incremento de la concentracion y tiempo de
exposicion. La utilizacion de plata coloidal no evidencié ningun efecto visible de tipo
morfolégico mediante MO, Sin embargo la MEB registré la presencia del agente en la
cubierta del organismo (Figura 12-2, Figura 12-3,Figura 12-4, Figura 12-15 y Figura
12-16). Lo anterior sugiere, que el medio de entrada por el cual se derivé la inactivacion del
HH ocurrié por los mecanismos anteriormente mencionados en 5.1.7.1. No obstante, el
porcentaje de PV fue inferior al obtenido mediante otros compuestos con contenido de
plata.

Por su parte, los ensayos de exposicion efectuados con Ag.O y AgNO; evidencian en
HTC y HAL comportamientos similares en cuanto a la PV. Dichas caracteristicas, tales
como la acumulacion del agente metélico (Figura 12-2, Figura 12-3, Figura 12-4, Figura
12-15 y Figura 12-16), adhesion al HH, adelgazamiento de la capa externa, asi como
captacion del metal (mediante la coloracion de los componentes del huevo) (Figura 5-17),
las cuales, en conjunto se acentlian con respecto al incremento del tiempo de exposicion y
concentraciones aplicadas en el ensayo. La PV sugiere ser consecuencia de las
modificaciones antes mencionadas, que son causadas por la interaccion de los componentes
del huevo con el metal. Pham et al., (2012) sefialan que los agentes con contenido de plata
+1 actlan sobre las enzimas y proteinas como disrruptores de procesos celulares. Su
naturaleza electronegativa favorece su adhesion en la superficie del organismo, dénde la
Ag*! reacciona en particular con los grupos amino (-NH.), carboxilo (-COOH) y sulfhidrilo
(-SH). Su acumulacion potencia su poder oxidante al combinarse con oxigeno
(particularmente observable en el AgNO3), modificando los mecanismos de transporte de
membrana y la fuerza motriz protonica, promoviendo la entrada del agente. Orta et al.,
(2008), mencionan en estudios de inactivacién con agentes oxidados de plata forman
compuestos complejos que inactivan enzimas superficiales responsables de la respiracion.
Sin embargo, las biomoléculas se encuentran a nivel capa, como solucion hialina y nucleo.
Por ello, los iones plata podrian actuar también como venenos protoplasmaticos que al

unirse con las proteinas forman enlaces R-S-S-R interrumpiendo con ello la transferencia
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de electrones, ya que el enlace S-Ag es sumamente estable, tal como lo sugiere Orta et al.,
(2008) al exterior de algunas bacterias. Lo anterior sugeriria la presencia de procesos
similares en la solucion hialina del HH causantes de la inactivacion del organismo y
eventualmente en los &acidos nucléicos, como lo sefiala Pham et al., (2012). Dicha
interaccion afecta al metabolismo en los procesos metabdlicos por la inactivacion proteica
(mediante union a proteinas), asi como el envenenamiento enzimatico y la capacidad de

osmorregulacion.

/ Interaccion Proteica-Ag (SRRS)

Capa vitelina Desnaturalizacién progresiva
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Fendémenos oxidativos

Alteracion de la homeostasis en las capas

Imagen de elaboracién propia

Figura 5-17. Mecanismo propuesto para la inactivacién con Ag*

Diversos autores, tales como: Davies and Etris, (1997); Aguilar et al., (2006) y Chaloupka,
(2010) han sefialado, que los compuestos metalicos suelen interactuar de manera estable
con los acidos nucléicos (ADN y ARN); inclusive llegando a ser insolubles y dificiles de
eliminar por vias comunes.

El AgNO; brinda un mayor poder de PV, en comparacion con el Ag,0, lo cual sugiere la
relevancia de la solubilidad del compuesto, y por ende su concentracion ionica y su relacion
con la capacidad (facilidad) de interactuar con el HH. Asimismo, la prueba también sugiere,

que la sobresaturacion del medio no necesariamente relaciona directamente el poder de
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inactivacion ofrecido por éstos (Figura 5-18). Lo anterior apunta a la importancia de los
procesos oxidativos ocurridos en el exterior, asi como a la relevancia de los acontecidos en
el interior del organismo (solucion hialina y nucleo), los cuales también promueven la PV

del HH y que pueden ser observados directamente en el incremento de la inactivacion, tal

como se evidencia en la Figura 5-18.

HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kv MEB HAL 40X

Ag0 Ag0 Ag.0 Ag.0

: .10 um

HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kV MEB HAL 40X MO
AgNO; AgNO; AgNO; AgNO;

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Imagen de elaboracion propia
Figura 5-18. Efecto de plata +1 (Ag,O y AgNO3) sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

5.1.7.3 Mecanismo de accién sugerido para cobre 0

Las pruebas de contacto efectuadas con granalla de cobre (Cu®) sobre HH evidenciaron una
PV en ambos casos (LIV y TDE) de manera progresiva con respecto al aumento de tiempo
de exposicion e incremento de concentracion aplicada. EI medio acuoso, asi como avance
del ensayo promueve la existencia del cobre en estado oxidado, aunque con presencia
mayoritaria de cobre metalico. EI mecanismo de inactivacion derivado del contacto con
cobre no ha sido aun abordado. Por ello, la propuesta es efectuada con base en lo observado
en otros organismos y con sustento en la informacion derivada de las pruebas de

microscopias (MO y MEB) en las técnicas de estimacion de viabilidad (TCE y LIV). Los
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HTC y HAL mostraron comportamientos similares en cuanto al efecto producido por el

cobre metélico en la morfologia del HH, asi como en porcentajes similares de PV (Figura

5-19).
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HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kv MEB HAL 40X MO

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Imagen de elaboracién propia
Figura 5-19.Efecto de cobre metalico (Cu®) sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

Los organismos evidenciaron un cambio de coloracion en la capa externa hacia un tono
naranja, que sugiere la interaccion del metal con la cubierta, asi como la captacion del
metal en dicho sitio (Figura 5-19). En Silbergeld, (2012) se menciona, que el cobre posee
propiedades bariostaticas (inhibidores) y oligodindmicas, asi como una tendencia a formar
compuestos coloidales que atraen y fomentan la fijacion de particulas en suspension de
distinta polaridad. Dicho fendmeno podria ocurrir en las zonas cercanas al HH, generando
con ello un microambiente diferente al de la neutralidad del medio (pH=7), tornandolo en
uno de naturaleza oxidante, que modifica la homeostasis, tal como parece ocurrir en los
HAL mostrados en la Figura 5-19. Asi, las condiciones que propicia el cobre modifican la
estructura y permeabilidad de las capas del HH, el cual se ve alterado en cuanto al
intercambio iGnico-osmotico y de nutrientes, que sugiere el incremento de la PV ocurrida
durante la progresion del ensayo (Figura 12-5). El efecto deriva en un efecto tdxico para el
organismo, debido a la disminucion del nivel de oxigeno en la célula al atrapar los grupos
sulfhidrilo, aminas y carboxilo de las enzimas respiratorias ubicadas en la capa del HH. Por
otro lado, los iones metalicos que atraviesan las capas interfieren con los cationes presentes
en el protoplasma, ya que poseen mayor afinidad que algunos otros que se desempefian de
manera natural dentro de los procesos metabolicos, tal es el caso del zinc. Asimismo,
ambas especies manifiestan una disminucion de la cantidad de solucién hialina, aunque no

es claro su destino, ya sea que es liberada, o incorporada dentro del ndcleo. No obstante, el
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aumento del tamafio del nucleo, asi como el cambio de su consistencia sugieren la

dispersion del material nuclear al interior, asi como la mezcla con la solucion hialina

(Figura 5-20 y Figura 12-17). Edlo sugiere, que eventualmente sea una causante de la PV.
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Imagen de elaboracién propia

Figura 5-20. Mecanismo propuesto para la inactivacion con Cu®

5.1.7.4 Mecanismo de accién sugerido para cobre +1

La evaluacion efectuada empleando Cu,0, permitié encontrar que el metal promueve una
inactivacion progresiva a partir del primer TC (30 min), acentuado por el aumento de la
concentracion aplicada y el incremento de tiempo de exposicion.

Los ensayos efectuados proponen que el mecanismo de accion involucrado en la PV de los
HH ocurre en las capas (exteriores), en la solucion hialina y nuacleo (interior) del
organismo. En primera instancia, las estimaciones contrastivas efectuadas mediante LIV y
TCE evidencian comportamientos similares de PV, donde la MO y MEB evidenciaron
caracteristicas morfoldgicas similares a las obtenidas al emplear cobre metalico, aunque
con mayor intensidad en la solucion hialina y en el nucleo.

Lo anterior sugiere en ambos casos la accion de los iones del cobre con los componentes
del HH, que reitera lo propuesto en el punto 5.1.7.3 como mecanismo promotor de la

inactivacién del organismo. De manera adicional se observd que el estado de oxidacion
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empleado (+1) resulté ser mas agresivo que el estado (0), al promover una disminucion del
grosor de las capas externas, asi como incrementos de la impregnacion y acumulacién del
metal al exterior, tal como lo evidencian las imé&genes obtenidas por microscopia (Figura
12-6, Figura 12-18, Figura 12-8 y Figura 12-19). Dichas observaciones sugieren favorecer
la entrada y transporte del compuesto metalico en el interior, que deriva en inactivacion del
organismo, tal como lo sugieren los ensayos contrastivos de inactivacion efectuados por
LIVyTCE.

En Prado et al., (2012) se menciona, que el mecanismo de accion en algunos virus y hongos
involucra la inactivacién enzimatica de proteasas en las capas fosfolipidicas, asi como de
algunas proteinas y lipidos ubicados en de la barrera fisica existente con el medio (cubierta
o pared celular), modificando la capacidad homeostatica y selectividad del organismo. Por
otro lado en los HH cuentan con compuestos lipidicos y proteicos dentro de sus capas, lo
cual sugiere la posibilidad de la existencia de dichos mecanismos de inactivacion.

Por su parte Silbergeld, (2012) enfatiza la relevancia de las metalotioneinas (proteinas con
capacidad de unirse a metales), tanto fisiologicas, inorganicas, o inclusive xenobidticas,
empleando para ello los grupos “tiol” (-SH). Tanto, su presencia en las capas, como al
interior del organismo cumple también con la funcion de evitar la toxicidad; mediando su
entrada o expulsion del organismo. Sin embargo, de manera controlada no representa un
riesgo, ya que puede ser incluido dentro de procesos metabolicos; aunque un exceso de éste
podria ser nocivo. Su regulacion depende de las metalotioneinas, que al ser superada libera
el metal en el plasma, generando con ello microambientes que promueven la inactivacion
del organismo, tornando heterogénea a la solucion. De hecho, en Carrasco (2000) se sefiala,
que existe una relacién directa entre el cobre absorbido y la metalotioneina existente
(Figura 5-21), lo cual condiciona a la cantidad de grupos tiol contenidos. No obstante, en
algunas bacterias se presentan mecanismos de regulacion adicionales para dichos casos, tal
es el del transporte mediante chaperonas clpricas (proteinas especializadas) y por varias
ATP-asas cuprodependientes. Cabe sefialar que las concentraciones aplicadas superan los
ambientes comunes en las cuales se desempefian los HH, sobrepasando la capacidad de

accion del sistema, saturando, e inclusive inhabilitando al sistema regulador. Dicho
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fendmeno es subsanado mediante su liberacion in situ, particularmente, cuando ocurre en la
solucion hialina o en zonas cercanas al nucleo (Figura 5-22).

Las foto micrografias obtenidas por MO, muestran una la disminucion de la delimitacién y
consistencia del nucleo en comparacion con el huevo control, asi como el cambio de
coloracion del HH hacia una tonalidad similar a la evidenciada por el metal, lo cual sugiere
también la impregnacion en el ndcleo. En Aguilar et al., (2006) se menciona, que el cobre
facilita la hidrdlisis y las reacciones de desplazamiento nucleofilicas en cadenas de péptidos
y de acidos nucléicos, siendo capaz de formar quelatos con los grupos fosfato. Dicho
proceso resulta en la apertura del ADN, conducente a la incapacidad de reproduccion del
organismo, ya que los grupos fosfato son los responsables de la energia quimica (ATPasas).
En resumen, el cobre desnaturaliza proteinas, altera grupos que forman parte de los centros
activos de enzimas y proteinas, altera grupos funcionales de acidos nucléicos y

componentes de la pared y membrana celular.

HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kv MEB HAL 40X MO

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Figura de elaboracién propia
Figura 5-21. Efecto de cobre metalico (Cu*™) Cu,O sobre HAL y HTC mediante MO y MEB
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Figura 5-22. Mecanismo propuesto para la inactivacion con Cu*!

5.1.7.5 Mecanismo de accién sugerido para cobre +2

Los ensayos de contacto con CuSQO, evidenciaron respuestas morfoldgicas con respecto a la
concentracion y el tiempo de exposicion aplicada en ambas especies evaluadas. La
inactivacién derivada por dicho agente no ha sido explorada en HH, aungue si han existido
acercamientos en algunas bacterias, tales como Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter
baumanniis, asi como en organismos fungicos y virales (Kappes et al., 2012; Borkow y
Gabbay, 2005). La presencia de azufre constituye un elemento biocida a considerar, debido
a la posibilidad de formacién de sulfuros que resultan téxicos en mayor o menor grado para
otros organismos (Akao et al., 1995). Por ello, el mecanismo propuesto se basa en lo
ocurrido en otros organismos estudiados previamente, asi como en la asociacion con las
respuestas morfoldgicas obtenidas en la memoria fotografica de los HH para el ensayo
efectuado de TCE y LIV (Figura 12-6).

Los huevecillos evidenciaron una acumulacion del agente en el exterior de la capa, tal
como lo confirman las MEB, asi como un cambio de tono y color (virando hacia azul) en la
capa externa-uterina. Lo anterior sugiere la interaccion con el CuSO,4, asi como su
aceptacion, al mostrarse completamente homogenea la cubierta por ambos lados, apuntando

inclusive a su transporte hacia el interior del organismo, tal como lo muestran las micro-
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fotografias efectuadas a los organismos durante el ensayo (Figura 5-33 y Figura 12-6).
Asimismo, se aprecia un tono azulado y turbio en la zona colindante al huevecillo, la cual
deberia ser concordante a las caracteristicas del disolvente empleado (ADDE). En
Silbergeld, (2012) se menciona, que el cobre posee propiedades bariostaticas (inhibidores)
y oligodinamicas, asi como una tendencia a formar compuestos coloidales que atraen y
fomentan la fijacion de particulas en suspension de distinta polaridad, lo cual explicaria el
fendmeno ocurrido en la cercania del HH. Las condiciones prevalentes modificaron su
estructura y permeabilidad, derivando en el incremento de inactivacion de los organismos,
tal como lo muestran las (Figura 14-10 en HAL y HTC). Asimismo, la disminucion de

oxigeno, tal como sucedio en otros estados de oxidacién menores, donde no permitié captar

los grupos sulfhidrilo, aminas y carboxilo de las enzimas respiratorias ubicadas en la capa
del HH.

10 um

HTC 20 kV MEB HTC 40X MO HAL 20 kv MEB HAL 40X MO

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Imagen de elaboracion propia
Figura 5-23 Efecto del (Cu*?) CuSO, sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

Adicionalmente, las foto-micrografias (Figura 12-6) evidenciaron un cambio en la relacion
solucion hialina y ndcleo, asi como de su consistencia, lo cual puede ser consecuencia del
flujo de iones (fosfato, por ejemplo) que atraviesan las capas e interfieren con los cationes
presentes en el protoplasma. Dicho fendmeno causa anormalidad en el tamafio, en el
contenido citoplasmatico, en la membrana, debido a alteraciones en la osmorregulacién
(Kappes et al., 2012), tal como ocurre al emplear agentes con Cu*. Igualmente sugieren
impactar en la viabilidad del organismo inclusive a nivel nuclear, tal como muestran la
Figura 14-10, donde se muestra un incremento de inactivacién al ocurrir dicho cambio al
interior del organismo, tal como lo sefialan los ensayos de viabilidad (Figura 14-10) y la
memoria fotografica (ANEXO V).
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De manera general, el agente no constituye un problema en bajas concentraciones, ya que
ocurre un proceso desintoxicacion de las formas ionicas del cobre tanto en el citoplasma
como en el espacio peripldsmico (Figura 5-24). Para realizar la expulsion del agente se
involucran bombas de expulsion, tanto ATPasas como transportadores dependientes del
gradiente de protones, y enzimas oxidativas, que tendrian la funcién de alterar el estado de

oxidacion de los iones de cobre disminuyendo su toxicidad (Kappes et al., 2012).
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Figura 5-24 Mecanismo propuesto para la inactivacién con Cu*?

5.1.7.6 Mecanismo de accion sugerido para hierro 0

El efecto inducido por el hierro 0 se exploré por medio de granalla de hierro. Su contacto
sobre los HH origin6 respuestas morfoldgicas. Si bien, el hierro no se emplea con fines
desinfectantes, éste se encuentra reconocido como agente promotor de la desinfeccién;
principalmente en procesos de oxidacion avanzada (POA), tal como, los de tipo “Fenton”.
Las foto-micrografias obtenidas por MO y MEB durante los ensayos de PV se muestran su
efecto progresivo con respecto al incremento de la concentracion del agente y el TC. Los
ensayos sugieren, que el mecanismo de accién involucrado en la PV de los HH ocurre,
tanto en las capas (exteriores), como en las estructuras internas del huevo. Sin embargo,

éste no ha sido estudiado para HH. No obstante, existen mecanismos los cuales ocurren en
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otros organismos, principalmente en bacterias y hongos y que pudieran ocurrir en los
HH.Los huevecillos estudiados (HAL y HTC) evidencian un efecto inicial en las capas
exteriores, particularizado su por la acumulacion del metal y el cambio de color de estas
(similar al de la granalla de hierro), lo cual sugiere su impregnacién con el agente metalico
(Figura 5-25), En Solis, (2009) se sugiere, que el mecanismo de inactivacion involucrado se
deriva de un estrés oxidativo producido por los radicales libres, asi como de las especies
reactivas al oxigeno existentes. Asimismo, enfatiza, que los compuestos derivados de dicho
estrés suelen promover una reaccién en cadena que conduce a la co-oxidacion y
peroxidacion de lipidos, ver Figura 12-9 y Figura 12-21, dentro de los cuales se encuentran
los &cidos grasos poli-insaturados y las proteinas, afectando principalmente los puentes
disulfuro insertos en ellas.

La combinacion de estos eventos modifica la estructura interna, conduciendo a la alteracion
de la permeabilidad, el incremento de la incapacidad de compensacion de los sistemas de
defensa antioxidantes, asi como de los mecanismos de osmorregulacion. Las anteriores, en
conjunto explicarian los cambios morfoldgicos sufridos en la capa externa, asi como su
disminucidn de grosor.

Dichos fendmenos, son consecuencia de la entrada y transporte del compuesto metélico al
interior. Una vez dentro se incorporaria a la solucién hialina generando cambios en ella, tal
como fue evidenciado mediante la foto-micrografias (ANEXO V), donde se observa
inclusive una disminucion y modificacion del color, asemejandose a uno similar al
existente en el medio (con metal presente), con respecto al avance del ensayo. Asimismo se
muestra en el ndcleo la adquisicion de una coloracion similar a la mencionada
anteriormente, asi como la presencia de tonalidades obscuras en ciertas zonas que sugieren

ser con cumulos del agente (Figura 5-25).
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Imagen de elaboracién propia
Figura 5-25. Efecto de Fe sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

El hierro es relevante dentro de los procesos de Oxido-reduccion nucleares y se puede
encontrar como parte esencial de las enzimas del ciclo de Krebs, en la respiracion celular y
como transportador de electrones en los citocromos. Por lo que resulta primordial su
regulacién, ya que una excesiva acumulacién, conjugado con un elevado potencial redox
puede promover compuestos toxicos altamente reactivos (Alberts, 2002) que eventualmente
pueden limitar el larvado del organismo. Los eventos descritos se acentian conforme el
ensayo continta impactando en el incremento de la PV del HH, tal como se muestran en los

ensayos de viabilidad efectuados y que se sintetizan dentro de la Figura 5-26.
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Figura 5-26 Mecanismo propuesto para la inactivacién con Fe°
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5.1.7.7 Mecanismo de accion sugerido para hierro +2

La fenomenologia mostrada por los HTC y HAL ante el contacto de hierro +2 con FeS, y
FeSO, se caracterizaron por la acumulacion del agente en las capas del HH
(correspondiente con el aumento de la concentracion aplicada) (Figura 5-27), la adquisicion
de un color similar al del agente por parte del HH, asi como la presencia de algunas zonas
heterogéneas y con mayor intensidad, que denotan cumulos del agente metalico. En
conjunto, las anteriores sugieren una interaccion con el compuesto, asi como la captacién

del mismo, tal como lo indican las MEB (Figura 12-12 y Figura 5-27).

HTC 20 kV HTC 40X HAL 20 kV HAL 40X

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides
Imagen de elaboracion propia
Figura 5-27. Efecto de FeS, sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

Lo anterior permite explicar la inactivacion de ambos organismos, asi como lo sefialan las
estimaciones efectuadas mediante LIV y TCE. Los ensayos evidenciaron un incremento de
la PV progresiva, que se asocian con la fenomenologia mostrada por los HH, lo cual puede
ser consecuencia de la entrada del metal al organismo. De manera general, el mecanismo de
inactivacién derivado por metales no se encuentra explicado al momento, particularmente
para HH. Sin embargo, los cambios evidenciados por los huevecillos son correspondientes
con los mencionados al emplear otros compuestos con hierro, lo cual apunta, que el
mecanismo puede corresponder con la interaccion con proteinas y lipidos, tal como se
menciona en el punto 5.1.7.6, En particular, Morales (2010), sefiala que el hierro (Fe™™) es
capaz de atravesar la membrana, dada la capacidad de formar quelatos al interaccionar con
aminoéacidos y azucares, lo cual favorece su introduccion y transporte en las capas.

El incremento de la inactivacion se puede asociar por medio de las foto-micrografias se
evidencio un efecto sobre la solucion hialina, caracterizado por su disminucién de grosor, e

inclusive por la desaparicion de la misma. Lo anterior se relaciona con la alteracién de la
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osmoregulacién derivada de los procesos sefialados anteriormente, que ocasiona su
eventual migracion y como consecuencia la PV en el HH. Asimismo, es posible observar
cambios en el nlcleo, determinados por el aumento de su tamafio, cambio de su tonalidad, e
inclusive la presencia de zonas con aun mayor coloracién que sugieren corresponder a la
acumulacién del compuesto de manera puntual, tal como sucede con otros compuestos de
hierro.

En Morales (2010) menciona, que en bacterias el hierro +2 es oxidado por la
celuloplasmina (endoxidasa) dentro del citosol (matriz citoplasmatica), por lo que de
manera analoga esto podria ocurrir en la solucién hialina. Una vez dentro, en forma de Fe
+3 es captado por la transferrina, para ser utilizado en sintesis de enzimas y otras proteinas.
Sin embargo, la saturacién de los sitios activos puede derivar en la incapacidad de trasporte
del compuesto al interior o exterior del organismo, ocasionando con ello su acumulacién en
el medio. La forma oxidada genera un microambiente &cido, que resulta agresivo y
eventualmente toxico para el desarrollo de los procesos metabdlicos, ya que promueve la
oxidacion de los componentes del interior del HH (lipidos, proteinas y acidos nucléicos),
limitando con ello el desarrollo de los estadios larvarios del helminto (CSA, 2012). Los

procesos antes mencionados se recapitulan en la Figura 5-28.
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Figura 5-28. Mecanismo propuesto para la inactivacién con Fe*?
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5.1.7.8 Mecanismo de accién sugerido para hierro +3
El estudio del efecto de hierro +3 sobre los HH evidencié respuestas morfoldgicas

particulares, que sugieren ser causantes de la PV para ambas especies de helmintos.

Los HH de ambas especies mostraron en la capas exteriores: la acumulacion del metal, disminucién de su grosor y
cambio de color (HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Figura 5-29). Las caracteristicas mencionadas apuntan hacia mecanismos que involucran un
efecto en la parte lipidica y proteica de dichos componentes, similar a los evidenciados en
otros compuestos metalicos empleados previamente con estados 0 y +2 (mencionados en
5.2.10.3 y 5.1.7.6), tal como se evidencia en Figura 12-10 y Figura 12-22. La condicién

oxidante brinda un efecto de mayor intensidad sobre los HH, reflejado en el incremento de

inactivacion de los HH estimadas mediante las pruebas de viabilidad.

HTC 20 kV HTC 40X HAL 20 kv HAL 40X

HTC=Huevos T. canis; HAL=Huevos A. lumbricoides

Figura 5-29. Efecto de Fe,O; (Fe+3) sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

La alteracion estructural derivada de la interaccion metal-componente del HH sugiere
favorecer la entrada y transporte del compuesto metalico al interior, alcanzando asi a la
solucién hialina y al nucleo. Las foto-micrografias muestran las soluciones hialinas y
nucleos de los HH expuestos con coloraciones similares a las del metal aplicado, sugiriendo
la alteracion de los procesos relacionados con la captacion de la transferrina para ser
utilizado en sintesis de enzimas y otras proteinas. La presencia del metal en las partes
estructurales del HH puede impactar de manera parcial e inclusive letal. Morales, (2010)
durante un estudio de toxicidad con compuestos de hierro sobre HH menciona que el Fe*
resulta toxico al interior de los organismos por causar condiciones de acidez al interior. En
resumen la PV se puede derivar de un conjunto de mecanismos ocurridos en los diferentes

componentes del HH (Figura 5-30).
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Imagen de elaboracién propia
Figura 5-30. Mecanismo propuesto para la inactivacién con Fe*®

5.1.8 Mecanismo de pérdida de viabilidad de HTC inducido por AM

Los resultados muestran pérdidas de viabilidad progresiva en todas las condiciones
evaluadas SA y CA, obteniendo los mayores porcentajes de inactivacion para los ultimos,
bajo condiciones de mayor tiempo de exposicion y concentracion y acentuandose para los
ensayos con menor granulometria. En consecuencia la PV diferenciada apunta al efecto de
mayor contacto de los AM con la superficie de los HTC, asi como de la presencia de
elementos nocivos para el HH en la solucién. Asimismo sugieren, que la inactivacion de los
HH se deriva de mecanismos de estrés mecanico y quimico, que pueden actuar de manera
independiente, o bien en sinergia, tal como lo sefialan los experimentos efectuados con
SiO,, asi como los realizados con PP, que indican una existencia conjugada.

Los ensayos de TDE y LIV en SA permiten explicar una PV por estrés quimico derivado
del contacto con el AM. En la foto-micrografias de los HH se observan diferencias de
figura (ovoide inicial), heterogeneidad estructural y variacion del grosor de los
constituyentes externos (Figura 5-31).

Dichas alteraciones estructurales se pueden relacionar con la co-oxidacion y peroxidacion

de lipidos, (dentro de los cuales se encuentran los acidos grasos poli-insaturados), asi como
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de las proteinas, tal como se menciona que ocurre en otros organismos durante pruebas de
contacto con metales (Solis, 2009). Dicha interaccion sugiere generar alteraciones en la
capacidad de osmorregulacion del organismo, lo cual puede derivar en la inactivacion del
organismo. En Aguilar et al., (2006), se mencioné que de manera natural los HH poseen
fisuras para realizar actividades de osmoregulacion, lo cual facilitaria el ingreso de
elementos nocivos al interior del huevecillo. Dicho mecanismo podria ser igualmente
consecuencia del ingreso de algunos otros elementos contenidos en el AM y que pueden
resultar nocivos, tales como Ag, Cu, Zn, TI, Fe, Al, entre otros, los cuales han demostrado
en otros trabajos una capacidad téxica sobre virus, bacterias y hongos (Solis-Lopez et al.,
2014; Miranda et al., 2011 Orta et al., 2008; Dubas et al., 2006).

AM;-SA-HTC AM;-SA-HTC AM,-SA-HTC AM,-SA-HTC SiO;
MEB MEB MO

AM;-SA-HAL

MEB MO

SA=Sin Agitacion; MO=Microscopia Optica; MEB=Microscopia Electrénica de Barrido; HAL=Huevo
Ascaris lumbricoides; HTC=Huevo Toxocara canis
Imagen de elaboracién propia

Figura 5-31. Efecto de los agregados minerales 1y 2 sin agitacion sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

Por otro lado, en los ensayos CA se presenta una interaccion entre el AM y los organismos,
como consecuencia de la agitacion, al ocasionar el choque y rozamiento de la superficie del
HH con las particulas del AM. Ello implica el incremento de la inactivacion, tal como los
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ensayos de estimacion de viabilidad lo sugieren. En consecuencia, las afectaciones
resultantes sobre los HH, pueden atribuirse a la combinacion del estrés mecanico e
interaccion quimica, causados por las formas de las particulas (con capacidad abrasiva), los
contenidos metalicos de los AM y por el tiempo de exposicion al que fueron sometidos.

Las foto-micrografias confirman la naturaleza de los dafios estructurales atribuidos al efecto
mecanico. Los huevecillos muestran perforaciones y disminucion del grosor de la capa
externa, la generacion de laceraciones y rupturas de las capas. Cuando el dafio es severo, se
produce la salida de la solucién hialina e inclusive del material nuclear, lo cual resulta letal
para el HH. En comparacion con los controles, donde se muestra un HH con todas sus
estructuras integras (capas, solucion hialina y nucleo), observando una clara delimitacion,

homogeneidad y diferenciacion en cada una de ellas (Figura 5-32).

AM;CA-HTC AM;CA-HTC AM,CA-HTC AM,CA-HTC SIO,-HTC
MEB MO MEB MO MEB

AM;CA-HAL AM,;CA-HAL SIO,-HAL
MEB

CA=Con Agitacion; MO=Microscopia Optica; MEB=Microscopia Electronica de Barrido; HAL=Huevo
Ascaris lumbricoides; HTC=Huevo Toxocara canis
Imagen de elaboracién propia

Figura 5-32. Efecto de los agregados minerales 1y 2 con agitacion sobre HAL y HTC mediante MO y MEB

Por otro lado, las pruebas CA evidenciaron estrés mecanico, en forma de rupturas,
rasgamientos, desgarres, cortes y disminucion del grosor de las cubiertas externas e
internas, asi como por la segregacion del material nuclear (Figura 5-32). La severidad de
los dafios producidos por el AM impide la correcta regulacion de: la limitacion del
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contenido nuclear, el intercambio con el medio y de proteccion y estructural hacia el
interior del organismo. El dafio quimico ocasiona adicionalmente al interior un cambio de
la coloracién, volumen y consistencia de la solucion hialina, asi como del nucleo. Lo
anterior pudo ser consecuencia de la interrupcion de la transferencia electronica
intermembranal, la penetracion en la cubierta del HH y/o la oxidacion los componentes
macromoleculares, tanto en las capas, como al interior del organismo. En conjunto, se
pueden relacionar con la generacion de productos secundarios, algunos de los cuales son
especies reactivas al oxigeno, o bien, causado por los iones de metales (con efecto toxico)
(Solis-Lbpez et al., 2014; Li et al., 2008). No obstante, de manera presumible también
ocurre en los HH examinados. Lo anterior se conjunta en la propuesta del mecanismo de

inactivacién mostrado en la Figura 5-33
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b) Efecto de estrés mecanico Fractura de la
capa externa

@ » Salida del material
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Ndcleo A <% Interaccion AM-Capa externa

Imagen de elaboracion propia
Figura 5-33 Mecanismo propuesto para la inactivacion de HH inducido por agregados minerales

5.1.9 Caracterizacién de los parametros cinéticos

A partir de los resultados de exposicion directa a los metales se describieron los parametros
caracteristicos que describen la desinfeccion generada por cada agente. El presente trabajo
considerd su descripcion empleando el modelo de Chick-Watson para dicho fin. Las
estimaciones efectuadas para determinar “n” y “k” se efectuaron para cada estimacion, asi

como para cada especie.
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Las “k” para las concentraciones empleadas oscilaron entre 0.3060-0.0042 en el caso de
HAL, mientras que en HTC resultaron ser entre 0.2062-0.0024. Los HAL presentaron
mayor sensibilidad al Ag,O con 0.306, mientras que en los HTC ocurrié para el Fe con
0.2062 (Tabla 5-12). De acuerdo a dicho pardmetro los HTC presentaron mayor
sensibilidad a los compuestos con hierro y menor ante los que contienen plata, mientras que
los HAL resultaron mas sensibles a los compuestos con plata y en menor grado a los que
contenian hierro.

Tabla 5-12 Valores del parametro “k” para los elementos evaluados

Compuestos con contenido HAL (k) HTC (k)
metalico
Ag 0.3060-0.0042 0.1670-0.0936
Cu 0.2292-0.0522 0.1766-0.0024
Fe 0.1145-0.0402 0.2062-0.0186

Tabla de elaboracién propia

Los HH presentaron valores del pardmetro “k” similares a los obtenidos con UV aplicada a
Escherichia coli con 0.223, asi como para ZnO con 0.315, reportados en Lebik et al.,
(2017). No obstante, otros valores reportados en Lebik et al., (2017) son 0.993 para TiO,
con el mismo organismo de prueba, y empleando Lactobacillus. helveticus resultaron de
0.628, 0.809 y 1.984, respectivamente. Dichos valores demuestran comparativamente la
sensibilidad de un organismo de baja resistencia, ante uno de alta.

Por otro lado, las curvas de ajuste para caracterizar la desinfeccion resulté en todos los
casos de tipo lineal, en particular para las concentraciones superiores a 0.05 g mL™, lo cual
sugiere el efecto oligodinamico presente en agentes con contenido metalico, dénde el
primer tiempo de contacto (30 min) resulta particularmente significativo para describir el
fendmeno de inactivacion.

El parametro de “n” se determind de forma empirica, donde usualmente adquiere un valor
de 1, tal como se sugiere en Metcalf, (1996), con el objeto de no modificar la relacion de
calculo. Sin embargo, su estimacién directa sugiere el factor de dilucion ocurrido a lo largo
del tiempo, y se relaciona con la cantidad promedio de desinfectante que se combina con el

microrganismo y que eventualmente es el necesario para inactivarlo (Metcalf, 1996). No
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obstante, en Lebik et al., (2017) se menciona que dicho parametro no tiene un real sentido
fisico, ya que puede tomar valores negativos, tal como lo presenta dicho trabajo. Asimismo,
menciona que, los valores calculados si son Utiles para la determinacion del tiempo tedrico
de inactivacion de un huevecillo.

Los tiempos de inactivacion (Tabla 5-13) se ubicaron entre 4.80 y 19.75 min para los HAL
y entre 7.12 y 19.23 min para los HTC. No obstante la sensibilidad ante los agentes ocurre
de manera diferente en cada especie. El orden de inactivacion de los agentes evaluados,
partiendo del menor tiempo tedrico de inactivacion para HAL resultaron:
AQ,0<AgNO3<Cu,0<FeSO,4<CuSO,<Fe,03<Cu<Ag (coloidal)<Ag<FeS,, mientras que
para los HTC registraron Fe<Cu<Ag,0<FeS,<AgNO;<Fe,03<CuSO,4<FeS0O4<Ag
(coloidal)<Ag<Cu,0. Los resultados indican que HAL son inactivados hasta 2.5 minutos
antes que los HTC. Lo anterior puede relacionarse con la letalidad del mecanismo de accién
de cada agente, asi como de la capa extra que contienen los HTC, tal como lo sefiala
Aycicek et al., (2003), donde se menciona que, ella tiene la funcién de brindar mayor

resistencia ante factores mecanicos y quimicos.
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Tabla 5-13 Tiempos tedricos del inicio de la inactivacion de los HH expuestos a agentes con contenido de Ag, Cuy
Fe

Concentracion aplicada Ascaris lumbricoides Toxocara canis

0.01gmL* (tiempo tedrico) (min) (tiempo tedrico) (min)
Cu 11.46 8.51
Cu,0 6.41 32.32
CuSOq, 8.73 14.27
Ag 13.25 17.20
Ag.O 4.80 8.80
AgNO; 6.02 11.23
Ag (coloidal) 12.46 19.63
Fe 12.83 7.12
Fe,03 10.13 13.76
FeS, 19.75 10.96
FeSO, 7.36 14.36
AMy sp) 7.37 7.43
AM; ca) 4.59 4.11
AM; sp) 6.11 6.42
AM; ca) 5.45 5.23

Tabla de elaboracién propia

5.2 Ensayos en columnas empacadas

La propuesta de disefio y las condiciones de operacion obedecen a su implementacion en
sitios con infraestructura similar a la prevalente en las areas rurales de México, las cuales
son similares a las existentes en paises en situacion de pobreza. Asimismo se pretende
incorporar dichos principios y adecuarlos para implementarlos en sistemas de tratamiento
tipo “humedales artificiales”, lo cual, en conjunto corresponde una innovacion a nivel
mundial.

El sistema experimental resultante se empacé en todos los casos con materiales de
granulometria entre 2.00 y 2.05 mm. Los AM (1 y 2) empleados contuvieron en ambos

casos 93% en dicho intervalo. Asimismo, para el resto de los ensayos se emple6 perlas
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plasticas comerciales (PP) con 97+3% (segun la informacion del fabricante) y SiO, con mm
96+5%.

En todos sistemas y medios de empaque se evaluaron los HH retenidos (considerados como
filtrados), asi como los inactivados (no viables). Para ello se emple6 la recuperacion de los
HH a la salida de cada cartucho y mediante la técnica de incubacién in vitro (Oaks y Kayes,
1979), donde ambos autores definen a un huevo viable como aquel organismo que es capaz

de infectar mediante su avance de estadio bioldgico hacia larva movil,

5.2.1.1 Operacion del sistema filtrante

El sistema se operd de manera continua en dos formas diferentes: a) Disefio (OD), donde se
manejaron un gasto de 1.33 L d™* tiempos de residencia hidraulica (TRH) por disefio de 90
minutos para la primera (con base a las pruebas de contacto) que promueve la maxima
inactivacion y b) Maxima (OM), que consistié en operar con las valvulas totalmente
abiertas, modificando con ello el TRH a 1.5 y 1.9 min para el AM; y AM,. Llevaron al
sistema a tratar 60.5 L d*, respectivamente, la cual corresponde a una alimentacién 45.10 y
47.95 veces superior a la operada en OD para los AM; y AM,, mientras que, para los
testigos SiO, y PP fue de 51.25 y 58.39 veces, respectivamente, tal como se muestra en la
Tabla 5-14.
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Tabla 5-14. Caracteristicas de la operacion de los filtros operacion

Caracteristicas de operacion

Lechos de

AMy AM, PP SiO,
empaque

Condiciones
» oD oM OD oM oD oM oD oM
de operacion

Gasto (ML s™) | 0.0154 0.6950 | 0.0144 0.6950 | 0.0119 0.6950 | 0.0135 0.695

TRH (min) 90 1.98 90 1.95 90 1.54 90 1.75

Capacidad de
tratamiento 1.331 60 1.252 60 1.541 60 1.755 60
(LdY
Duracion de la
prueba (d)
Evaluaciones
efectuadas
Volumen de
muestreo 83 83 78 78 64 64 73 73
(mL)
Volumen total
analiza}do (L 17.5 102 16.5 96 13.5 78.5 15.3 89.5
do)

15 3 15 3 15 3 15 3

210 1222 210 1222 210 1222 210 1222

AM = Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2; PP= Perlas plasticas; OD=0peracion de Disefio;
OM=0peracién Maxima; TRH=Tiempo de Residencia Hidraulica
Tabla de elaboracién propia

El presente trabajo evalué dos especies de helmintos en todos sus rubros. Durante las
pruebas preliminares en pequefias columnas (10-60 cm) no se evidenciaron
comportamientos significativamente diferentes en cuanto a las estimaciones evaluadas
(inactivacion vy filtrado) al emplear de manera independiente las especies de HTC y HAL.
Por ello, las pruebas definitivas en el filtro experimental se efectuaron empleando solo HTC
y de manera adicional, ya que representan una menor probabilidad de infeccion en el
espacio determinado para los ensayos.

En su defecto no se decidié emplear Ascaris suum, ya que a pesar de ser imperceptible la
diferencia entre morfoldgica entre los huevos de Ascaris lumbricoides y A. suum, si lo es de
manera proteica y biologica, por ser uno hospedero de humanos y el otro de cerdos,

respectivamente. Lo anterior, implica que no reflejaria los mismos resultados,
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particularmente para la inactivacion. De manera adicional el helminto asociado a cerdos
presenta un problema de infeccion hacia el humano, ocasionando “cisticercosis” (afeccion
grave). El emplear HTC presenta un menor riesgo de morbilidad e infeccidn, ya que el
humano es hospedero accidental (De la Fé et al., 2007), aunque farmacos especializados

resultan efectivos para eliminar la mayoria de los casos.

5.2.2 Ensayos de filtracion en columnas empacadas

El sistema experimental empacado de manera independiente con AM;, AM, SiO, y PP, se
evalué en OD por un periodo de 15 dias y en OM durante tres. Todos ensayos mostraron
una retencion progresiva, con excepcion de las PP (Figura 5-34). En particular, los
efectuados con AM (1 y 2) resultaron los de mayor retencion, en comparacién con los
empacados con SiO, y PP. El ensayo en OD mostré para el AM; el uso de un lecho efectivo
de los primeros de 100 cm para lograr la retencion del 100% de HH introducidos, con una
remocion para el segmento de 0-30 cm de 49+9% (Figura 16-1), mientras que para el AM;
alcanzd la totalidad de remocion a los 130 cm con una filtracion de 44+7% durante los
primeros 40 cm del lecho (Figura 16-2). Lo anterior indica un adecuado disefio del sistema
en ambos casos, al aproximar la filtracion a 50% durante el primer tercio del proceso
efectivo (30%), tal como lo sefiala Auvinet, (1982), que en ambos casos es de 49% y 45%,
logrando dicho valor con desviacion estdndar de +6%, respectivamente, ofreciendo un

mejor resultado AM; en un 4.44%, con una disminucién de 10 cm (Figura 5-34).
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AM ;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2; OM= Operacion méxima; OD= Operacion de disefio
Imagen de elaboracion propia
Figura 5-34. Curvas de operacion (longitud vs filtracion) de OD y OM para AM; y AM,

Por su parte, en OM para el mismo segmento no se registraron HH retenidos, lo cual

sugiere que se supera la capacidad de remocidn por disefio. La parte restante del lecho logro6
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retener al 100% de los HH introducidos en ambos ensayos; tanto con AM;, como AM,. Es
decir, emplea como lecho efectivo los 180 y 200 cm, correspondientes al 90% y 100% del
sistema, respectivamente.

En ambos casos la filtracion ocurre a partir del 50% de la dimension total del filtro; los 100
cm para el AM; y 120 cm para el AM, (correspondientes al 50% y 60% del sistema
experimental) (Figura 16-3 y Figura 16-4). Dicha operacion derivaria en la saturacion de la
parte profunda del sistema, provocando un azolvamiento en la parte media del filtro. Dicho
fendmeno no permitiria aprovechar de manera integral el lecho filtrante, a pesar de obtener
un volumen de tratamiento 45 veces mayor en comparacion a la OD. No obstante, algunas
soluciones relacionadas con nuevos arreglos granulométricos o la exploracion de un
aumento en la circunferencia de la propuesta podrian constituir la solucion.

La capacidad de filtracion del sistema, evidencia para el caso del AM; encontrarse a su
maxima capacidad con un rendimiento de 100%. No obstante, no cuenta con un lecho
adicional que le permita entregar dicha calidad con respecto al incremento del tiempo de
operacion. Por otro lado, el AM; sugiere ser capaz de manejar mas gasto, al lograr el la
remocion total a los 180 cm.

Lo anterior sugiere que modificaciones del TRH, que podria ser orientado a eliminar otros
organismos de importancia ambiental, tales como: bacterias, virus, protozoos y hongos, por
mencionar algunos, que presumiblemente requeririan de un menor TC. De hecho Miranda
(2005), menciona que para alcanzar un 100% de efectividad en la eliminacion de
Esherichia coli (organismo normado), mediante ensayos de contacto con un AM requiri
de un tiempo de contacto de 30 minutos. Por ello, el uso potencial de componentes
minerales en la eliminacion biol6gica representa una alternativa viable dentro de los
procesos depurativos del agua.

Por su parte, los sistemas experimentales empacados con PP en ambas condiciones de
operacion no mostraron ningun efecto filtrante (0%), al recuperar el 100% del material
bioldgico introducido en todos los casos. Los ensayos efectuados con SiO, evidenciaron
una retencion del 100%, al igual que los otros materiales sélidos en ambas condiciones de
operacion. Estas evidencias dan certeza de un efecto filtrante promovido por los materiales

minerales, tanto por los AM, asi como por el SiO,. En particular, el AM; y SiO,, que
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presentan un mayor contenido de cuarzo, lo cual sugeriria un mayor efecto interactivo con
los HTC. No obstante los tres medios evidenciaron una remocion total del material
helmintolégico (Figura 5-35).
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AM,= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2; PP= Perlas plasticas
Imagen de elaboracién propia
Figura 5-35. HTC retenidos por los sistemas empacados en OD y OM

De manera adicional, un examen exhaustivo al lecho filtrante, asi como al filtrado en ambos
tipos de operacion evidencio una diferencia entre los HH introducidos y recuperados. De
hecho, el analisis de busqueda de organismos dentro del filtro Millipore evidencié restos de
material no pétreo. Los anteriores sugirieron ser de naturaleza bioldgica, dada la similitud a
los componentes del organismo (material ondulado con simetria marcada), que sugieren ser
principalmente las capas del huevecillo introducido al sistema experimental. Ello indicaria
la existencia del efecto de un estrés mecanico derivado del proceso filtrante al cual fueron
sometidos los huevecillos, el cual es capaz inclusive ser capaz de destruirlos, tal como lo
evidencian en todos los casos las MEB obtenidas en los ensayos.

Los ensayos efectuados en OD empacados con el AM;, AM, y SiO,, mostraron un
incremento de la pérdida de organismos, en relacion a la profundidad del lecho y su avance
al interior del sistema experimental. De hecho, la diferencia entre los organismos
introducidos y recuperados se inicio a partir de los 60 y 70 cm, respectivamente. Por su
parte el AM; present6 una diferencia de un 2, 2, 6 y 13 %, hasta los 100 cm, mientras que el
AM; registro 15, 11, 6, 15y 11%, no recuperando y no encontrando organismos después de
las estimaciones correspondientes a los 100 y 120 cm y finalmente el SiO; con 18, 15, 12, 7
y 3%.
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Para proyectar la posible destruccion del material helmintolégico se efectu6 un modelo
ajuste para ambos medios de empaque. La ecuacion que presento el mejor ajuste en OD fue
de tipo cuadratico en ambos casos con un R?= 0.970 para el AM; y de 0.895 para el AM
(Figura 5-36). Dicha proyeccion permitié determinar la profundidad teérica de la
destruccion total del HH, la cual ocurriria aproximadamente a los 123 y 131 cm,
respectivamente. Por su parte, el filtro empacado con SiO, se encontraria representada por
y= -0.0019x? + 0.2814x + 0.9764 con un coeficiente de correlacién de 0.7612, donde la

profundidad necesaria para destruirlos se constituiria por 151 cm.
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AM ;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2
Imagen de elaboracién propia
Figura 5-36. HTC recuperados del medio filtrante

De igual manera en los ensayos efectuados en OM se observaron fendmenos similares en
cuestion de la diferencia de los organismos recuperados con respecto a las variables antes
mencionadas. Dicho fendmeno se presentd a partir de los 150 y 180 cm en el sistema
empacados con el AM; y AM,. El primero de ellos presenté un 8, 2, 0, 4 y 4%, mientras
que el AM; registr6 13 y 6%. No obstante, la profundidad maxima evaluada correspondio a
200 cm, donde para conocer los comportamientos de la posible destruccion de los
organismos en longitudes posteriores se efectud un nuevo modelo de ajuste. Igualmente, el
comportamiento de los organismos registrado al interior del sistema correspondié a una
ecuacion de tipo cuadrético para ambos ensayos (AM; y AM,) con un R? de 0.9396 para el
primero y 0.9004 para el segundo (Figura 5-37). Las proyecciones generadas a partir de la
ecuacion de ajuste en cada caso, permitié determinar la destruccién total de los HH, la cual

ocurriria aproximadamente a los 220 y 252 cm, respectivamente (Figura 5-37). Por su parte,
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la ocurrida en el SiO, se encontrarfa representada por y = -0.0016x* + 0.5347x - 39.653,

con un coeficiente de correlacién de 0.7632, donde dicho fendmeno ocurriria a los 223 cm.

14 - 14 -
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AM ;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2
Imagen de elaboracién propia
Figura 5-37 Ecuaciones de ajuste de filtracion

Lo anterior sugiere la ocurrencia de fendmenos mecanicos similares en ambas operaciones
y medios de empaque. En particular, dicha proyeccion evidencia en el caso de OD que los
HH introducidos serian destruidos aproximadamente a los 130 cm de profundidad,
recuperando con ello solo restos del organismo en ambos casos para los segmentos
posteriores. Aunque, la profundidad propuesta (200 cm) y tiempo de permanencia
proyectados por disefio (90 min) cubren el peor escenario, asi como consideraciones del
tiempo de larvado, que en HTC (oscila entre 28-30 dias).

Ello, es corroborado empleando las ecuaciones de ajuste a partir de datos experimentales,
que corresponderian a los tiempos tedricos de retencion o permanencia dentro del filtro. El
sistema filtrante empacado con AM; correspondi6 a 34.22 dias y para el AM; es de 27.77
dias, mientras que en OM acorde a las modificaciones operativas corresponde a 4.27 y 4.78
dias, respectivamente. De hecho la calibracion de dichos valores podria constituir criterios
de disefio. No obstante, el ensayo demostrd que la profundidad del lecho en OM destruiria
solo un 35% de los huevecillos. Sin embargo, el lecho adicional de 20 y 52 cm (para el
AM; y AM,) en dicha operacion lograria la destruccion del 100% de los organismos,
aumentando su tiempo de permanencia a 4.77 y 6.02 dias.

El seguimiento al material helmintoldgico mediante la apertura del sistema, recuperacion y
analisis del medio de empaque también evidencio un avance promedio de los HH en OD de
0.004 y 0.005 cm min™ para el AM; y AM,, mientras que en OM fue de 0.029 y 0.032 cm
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min, respectivamente. De manera comparativa, la filtracién entre ambos agregados bajo la
misma operacion resulta diferente hasta en un 20%, acentuandose particularmente en OM.
La operacion de los sistemas experimentales mostro una filtracion promedio diferenciada
por cada seccion de 10 cm en OD de 10% para el AM;, 6% para el AM, y 8% para el SiO,,
mientras que en OM fue de 5% para el AM; y SiO, y de 4% para el AM,. Ello sugiere que
a mayor gasto se manifiesta la estructura del material como barrera.

Lo anterior, sugiere que la primera parte del filtro aporta la atenuacion del contenido
bioldgico, probablemente originado por la tortuosidad generada al interior del lecho. Sin
embargo, una vez ocurrido dicho fenémeno, se observa un comportamiento de retencion

similar en ambos tipos de operacion.

5.2.3 Tiempo de contacto y avance promedio del HTC

A partir del ensayo experimental de los filtros empacados con AM (1 y 2) se encontré que
la probabilidad promedio de retencion en el espacio intersticial entre los agregados
representd un 0.61-0.65% para el AM;, mientras que para el AM; fue de 0.58-0.62%.
Dichos valores, también soportan lo propuesto en el presente trabajo, acerca de la
interaccién de los AM y los HH y que derivan en su efecto sobre la viabilidad. Asimismo,
se estimo que el recorrido del HTC seria de aproximadamente de 43481 y 17860 probables
eventos que involucren su retencion, donde en cada uno puede ocurrir un dafio parcial o
letal originado de la estructura del agregado, asi como por el contenido quimico biocida.
Adicionalmente el avance promedio del huevecillo al interior del sistema resultd ser en OD
para el AM; de 0.053 y 0.067 cm h™ para el AM, (Figura 16-1 y Figura 16-2), mientras que
para el AM,, en OM fue de 4.26 y 4.1 cm h™ (Figura 16-3 y Figura 16-4), correspondientes
a 0.78 y 0.96 veces mas rapido en el caso del AM;. El ensayo inactivé o retuvo a los HH
introducidos al sistema antes de la profundidad maxima en todos los casos. Por ello, se
efectuaron ecuaciones de ajuste para proyectar el tiempo de contacto total efectivo del
organismo en el sistema, asi como el comportamiento generalizado brindado por la
filtracion en cada empaque y operacion. Todos los ajustes resultaron de tipo potencial con
un coeficiente de correlacién (R?) de entre 0.95 y 0.99, tal como se muestra en la Tabla
5-15. La OD ofreci6 un tiempo de contacto de 32.05 d para el AM; y 25.73 d para el AM;,
mientras, que en OM fue de 1.04 y 0.8 d, respectivamente.
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Tabla 5-15 Condiciones de operacién empleadas

oD OM
AM1 AM2 AM1 AM2
Ecuacion
o y=205.89x"%**  y=126.41x""%*  y=0.1738x"""°  y=0.243x"*°
ajustada
R? 0.9802 0.9917 0.9511 0.9882
Numero de
46166 37063 1502.73 1234.93
contactos

AM ;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2; x=profundidad del lecho (cm); y= tiempo (min)
Tabla de elaboracién propia

5.2.4 Relacion g

Los resultados evidencian el material retenido en los diferentes sistemas filtrantes a
profundidad progresiva (analizados como filtros unitarios). Ellos relacionan la cantidad de
material previo al punto de analisis (retenido), con respecto al que logré pasar (debajo del

punto de muestreo) para cada incremento de longitud.

En OD (Tabla 16-1 y Tabla 16-3) es posible identificar en el AM; el aumento continuo de
dicho pardmetro, a partir de los 10 cm, hasta los 50 cm de profundidad de lecho filtrante,
logrando para el coeficiente, desde 1.18, hasta 5.62, mientras que en el AMy, se alcanza a
los 70 cm, reportando, desde 1.12, hasta 6.42. No obstante, ambos casos registran
eficiencias superiores al 80%, mientras que el resto del lecho sefala valores (9-45), asi
como, (7.5-45), respectivamente. Los anteriores corresponden a la retencién de una menor
cantidad de biomasa, con respecto a la longitud y al introducido al inicio del sistema. Sin
embargo, el comportamiento del sistema experimental con relacion a dicho parametro
apunta a un buen funcionamiento y disefio del filtro, ya que la filtracion debe ocurrir en su

mayoria dentro del primer tercio de éste, mientras que en el resto ocurre de forma paulatina.

Por otro lado, en OM se identificé un comportamiento para dicha relacion de 1 (uno),
durante la primera mitad del sistema filtrante 100 para y 110 cm (Tabla 16-2 y Tabla 16-4),
lo cual refleja una nula capacidad de retencién bajo las condiciones de operacion
establecidas. Dicha seccidn funciona como regulador de velocidad del influente, tal como
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lo evidencia el diferencial de gasto obtenido a profundidades superiores. La filtracion se
inicia a partir de una profundidad de 110 y 120 cm, en cada caso, reportando el incremento
de dicho coeficiente desde 1.02, hasta 6.42 para el AM;y 1.05-450 en el AM,, ambos en un
intervalo de 60 cm, con retencidn progresiva y el doble de filtracion, con respecto a cada
segmento de longitud (10 cm), en comparacién con la OD. EI andlisis integral
(independiente) del filtro arrojd, que a partir de 70 cm para el AM; y 90 cm para el AM,
como filtros eficientes, con valores superiores al 90 cm, con coeficientes 3 de 15-45y 22-
45, respectivamente, que representan hasta 40 y 44 veces dicho parametro. Por su parte, en
OM resultd dicho fendmeno a partir de la profundidad de 180 cm en ambos casos,
reportando 11.25-45 y 15-45, con 42 y 44 veces, en comparacion con la ocurrida para los
primeros 10 cm de profundidad, alcanzando eficiencias superiores al 90% en ambos casos.
Las estimaciones muestran porcentajes de filtracion progresivas en ambos tipos de
operacion con respecto al incremento de la profundidad del lecho filtrante, aunque en
diferentes secciones. No obstante, los filtros con una mayor relacion beta retienen mas

huevecillos y tienen una mayor eficiencia.

5.2.5 Ensayos de inactivacion en columnas empacadas

La operacion de cada sistema se realizé de dos maneras (en OD y OM), empleando de
manera independiente, AM;, AM, SiO, y PP como empaque dentro del sistema
experimental. En ellas, se alcanzé en ambos tipos de operacién un 100% de PV para los
agregados (1 y 2), mientras que para el SiO,, se logré hasta un 60% y un 96%,
respectivamente. Por su parte, las PP no registraron ningun efecto sobre la viabilidad de los
huevecillos en ningin ensayo. La inactivacion de los HH aumenté con respecto a la
profundidad del lecho en todos los casos, tal como sugieren las mediciones efectuadas por
LIV para los organismos recuperados en cada punto de muestreo del filtro.

Las PV evaluadas en OD ocurrieron a los 120 cm para el SiO,, a los 100 cm para el AM; y
a los 80 cm en el AM,, resultando ésta ultima la de menor profundidad de todo el ensayo.
La inactivacion ofrecida por cada sistema empacado con AM; AM; y SiO, ofrecid por cada
seccion del lecho evaluada (10 cm) una inactivacion promedio de 10+11%, 7£7% y 8+5%,
respectivamente. Por su parte, en OM se consiguié entre 170 (AM;) y 190 cm (AM; y
Si0,), con una inactivacion promedio por AL de 7+6%, 3+6% y 8+5%, sugiriendo que
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dicha diferencia es consecuencia del contenido particular de cada AM. Lo anterior se
acentta en OD con una diferencia de hasta 13 y 40% para el AM; y SiO,, en comparacion
con el AMy, que logra la inactivacion de la totalidad de los huevecillos con 20 cm menos
(Figura 5-38).
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AM;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2
Imagen de elaboracién propia
Figura 5-38 Ensayos de inactivacion en columnas empacadas para OD y OM

La PV de los HH se determind para cada secciéon del sistema por incubacion in vitro
mediante inspeccidn visual con ayuda de MO, logrando identificar dos tipos de huevos; a)
con ruptura parcial o total (capas y nucleo), que resultan inviables y b) sin evidenciar un
aparente dafio fisico, aunque con resultado negativo de viabilidad. Ambos comportamientos
resultaron progresivos en cuestion de inactivacidn con respecto a la profundidad del lecho
filtrante del cual fueron recuperados, aungue el incremento de las curvas de inactivacion
obtenidas por ensayos en matraz no reportan los mismos resultados. Esto sugiere que la
inactivacion se deriva por efectos mecanicos y quimicos y que no es necesaria la ruptura

total del organismo para incidir un efecto sobre su inactivacion.

5.2.5.1 Caracterizacién de la inactivacion

El AM; (en OD) obtuvo sus primeros resultados de inactivacion a partir de una profundidad
de 50 cm, sin encontrar dafio considerable (por MO) en los HTC introducidos. Sin
embargo, a partir de la siguiente seccion (60 cm) se identificaron huevecillos con ruptura

parcial y gradualmente acrecentada con respecto a la profundidad del lecho, asi como un

17
T

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Analisis y discusion de resultados

Ingenieria

efecto en el incremento en la PV estimada hasta en un 10% por cada AL. De manera
particular el dafio mecanico ocurrié en el intervalo de 50-100 cm. De hecho, le fue
atribuido hasta un 43% de la inactivacion derivada el proceso, con un promedio de 5+5%
por cada segmento analizado, mientras, que la estimada por incubacién fue de 95.5%, con
un promedio de 7+7%, donde ésta uUltima sugiere ser consecuencia del contenido del
agregado mismo, en conjuncién del efecto producido por su estructura cortante sobre los
HTC.

No obstante, los ensayos con SiO, muestran un comportamiento similar en cuanto a la
inactivacion de los HH, en comparacion al obtenido para el agregado durante todo el
ensayo (curvas similares). Lo anterior, apunta a que la PV en el ensayo empacado con AM;
es relevante la interaccion del medio filtrante con los huevecillos, ya sea por efectos
quimicos y/o mecéanicos, donde ésta ultima adquiere una mayor responsabilidad del efecto
sobre los HH.

Para el AM; evidenci6 un comportamiento diferente en comparacion al AMy, al presentar
inactivacion de los organismos desde la primera medicion (10 cm), no encontrando
evidencia de HH fracturados o potencialmente dafiados. Ello sugiere, que éste es
promovido por el contenido del agregado, mas que por la presencia de SiO,. Dicha
tendencia de incremento en la inactivacion se mantuvo consistente hasta los 90 cm,
logrando hasta un 98% de PV, con una relacion de 8+3% por cada segmento analizado. Por
su parte, el efecto mecanico inducido sobre los HH result6 ser responsable hasta del 43%,
con promedio de 12+4%, ocurrido a partir de los 60, hasta los 100 cm. Los ensayos
efectuados con el AM; mostraron una inactivacion similar al registrado por el SiOg, lo cual
indica que existe un efecto relacionado con el contenido del agregado. No obstante, que la
PV es resultante de factores mecanicos que dafian al huevecillo, asi como el contenido del
agregado, que resulta influir sobre la viabilidad del mismo.

Los resultados indican en OD, que el aumento del tiempo de contacto derivado por el
avance lento del organismo dentro de los sistemas filtrantes contribuye a la PV del HTC.
En conjunto, la estructura del mineral y el contenido del mismo promueven su inactivacion,
aunque ambos AM poseen contenido con poder biocida (Ag, Cu, Fe, Al, Ti y Zn)
(Ruparelia et al., 2008; Dubas et al., 2006; Panacek et al., 2006; Morones et al., 2005;
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Sondi y Salopek-Sondi, 2004), se evidencian comportamientos particulares en cada caso,

tal como se muestra la Figura 5-39.
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Figura 5-39. Efecto mecénico y quimico en OD

El AM, promueve la inactivacion desde las primeras secciones como consecuencia del
contenido nocivo para los HH antes mencionados. De manera particular éste contiene
sulfuros en ~10%, que resultan también toxicos para los organismos (Reyna, 2014), en
comparacion con el AM; que no evidencia un marcado efecto quimico durante la primer
seccion del filtro, al contener ~4%.

Por otro lado, el AM; promueve en mayor grado la inactivacién por efectos mecéanicos, en
comparacion con el AM,. Dicho resultado sugiere ser consecuencia del contenido de SiO,,
correspondiente al 91% para el primer agregado y 63% para el segundo. No obstante,
ambos ejercen inactivacién mecanica, tal como lo demuestra de manera comparativa la
curva generada para el SiO, (que contiene un 99%), al evidenciar valores similares en
cuanto a la PV durante el proceso (Figura 5-39). Asimismo, los resultados obtenidos
sugieren la PV ser consecuencia de la interaccion de efectos mecanicos y quimicos, donde
la composicion del AM es de suma importancia dentro del proceso, ya que refleja la
magnitud de cada efecto ejercido sobre el HH, aunque cada uno contribuye en promover la
inactivacion del organismo y que se incrementa en relacion a la longitud del proceso.

Los ensayos efectuados en OM mostraron comportamientos diferentes para cada AM. El
AMy3, no evidencid organismos potencialmente dafiados durante los primeros 140 cm del

proceso. Sin embargo, el resto del lecho filtrante (conformado por los 60 cm restantes)
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manifestd de manera progresiva la presencia de HH con ruptura parcial o total con una tasa
de 9+7% por cada seccién analizada, logrando una PV total de 57% por dicho efecto. La
inactivacion por incubacion para organismos sin dafio aparente, tuvo un comportamiento
similar al antes mencionado a partir de los 100 cm y que logré 100% de inactivacion en los
filtros con longitud de 200 cm, con un promedio de PV de 4+7% por cada segmento
cruzado por el organismo. La ultima, sugiere ser consecuencia de la combinacion del efecto
mecanico y quimico ofrecido por la composicion y estructura del agregado, tal como lo
muestra la inclinacion ascendente de la curva en la Figura 5-40.

Los ensayos con SiO,, mostraron un comportamiento menor al obtenido por incubacion
durante todo el ensayo (aunque cercano a dicha curva). La anterior apunta al efecto quimico
inducido por el AM; sobre la PV, asi como el mecanico producido por el mismo. No
obstante, éste se incrementa en el SiO, por la longitud del filtro y la probabilidad de
producir dafio sobre el HH como consecuencia de los impactos derivados del recorrido al

interior del filtro.
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Figura 5-40. Efecto mecénico y quimico en OM

De igual manera que la PV en el ensayo empacado con AM; deriva la inactivacion de los
huevecillos por efectos quimicos y/o mecanicos, donde ésta Gltima adquiere una mayor
responsabilidad del efecto sobre los HH a medida que la longitud del lecho filtrante se
incrementa. Asimismo, a que las condiciones de gasto introducido al sistema impacta sobre
la inactivacion de los HTC al disminuir la interaccion y el tiempo de contacto con el AM,
tal como lo sugieren los resultados obtenidos durante los 100 cm, donde, no se observa una

inactivacién, tal como sucedié en OD con el mismo agregado.
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Por su parte, el AM, promueve la inactivacion progresiva a partir de las primeras
estimaciones, logrando hasta 20% en la seccion de 10-160 cm, con un promedio de 4+6%
para cada AL. No obstante en OD se observa una curva con incrementos graduales, en
comparacion a lo ocurrido en el AM,, donde para 160-200 cm ocurre un 60% de la PV
total, con un promedio 17£4%. Dicho comportamiento, sugiere ser consecuencia del efecto
quimico inducido sobre la viabilidad del HH, en particular para los primeros 160 cm,
resultando mas representativo que el efecto mecanico inducido por el agregado. No
obstante, la curva generada a partir de 170 cm, identificaron HH con dafios estructurales
incrementados de manera progresiva resultando hasta en un 39% de PV, con un efecto de
25+13% por AL analizado.

La curva de inactivacion obtenida para el SiO, result6 cercana a la correspondiente a la PV
por incubacion, lo cual refuerza la idea de la inactivacion por efecto mecanico, asi como su
incremento con respecto a la profundidad del lecho filtrante. No obstante, ambos AM
ejercen inactivacion mecanica, tal como lo demuestra de manera comparativa la curva
generada para el SiO,, donde en todos los casos se encontraron organismos que sugieren
perder la viabilidad por efectos mecénicos (observaciones al MO y MEB), que derivan en
dafos estructurales; a pesar de la diferencia de contenido de SiO; en los agregados. Estos
resultados sugieren, que la PV es resultado de la interaccion de efectos mecanicos y
quimicos, donde la composicion del AM es de suma importancia dentro del proceso, ya que
refleja la magnitud de cada efecto ejercido sobre el HH. Por otro lado, cada efecto es
particularmente importante dentro del proceso para promover la inactivacién del
huevecillo, el cual adquiere una mayor representatividad de acuerdo su desarrollo

particular.

5.2.6 Efecto sinérgico

La respuesta de inactivacion derivada por efecto quimico y mecanico fue caracterizada para
identificar su independencia. Sin embargo, los ensayos en matraz sugieren la PV como
resultado de la interaccion de ambos. Su exploracidn se realizd mediante el contraste de la
inactivacion por efecto “no sinérgico”, resultante de la suma del dafio mecénico més el
dafio quimico, contra el registro de inactivacion obtenido en el sistema experimental. La
curva obtenida para el primer caso corresponderia a un efecto no interactivo (“no
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sinérgico”), mientras que la segunda, seria de un interactivo (“sinérgico”), ver la Figura
5-40. No obstante, el presente trabajo enfatiza en la ocurrencia de dafios por efecto
mecénico y/o quimico progresivos durante todo el proceso, que impacta en la
representatividad de cada uno y su modificacion con respecto al avance del ensayo.

La Figura 5-40 en la OD muestra para las curvas del AM; y AM,, para las secciones 0-30 y
0-60 cm una inactivacion no sinérgica, al mostrar el traslape de ambas curvas. Este, sugiere
ser derivado principalmente del efecto quimico inducido por el contenido del AM, tal como
se mencion6 anteriormente durante los ensayos de filtrado. Sin embargo, el resto de la
prueba (hasta 200 cm) evidencia a ambas curvas diferenciadas, que apuntan principalmente
hacia un efecto sinérgico de naturaleza mecénica observado mediante la aparicion de HH
con dafios (parcial o total) que derivan en la PV del huevecillo. Sin embargo, también se
identificaron cambios al interior del huevecillo, que sugieren la aportacion de un efecto
quimico y que podrian implicar la inactivacion del mismo. Lo anterior indica una
combinacion de efectos acorde al tiempo de contacto, la profundidad del lecho y la
naturaleza del AM.

De igual manera para la OM se evidencié un comportamiento no sinérgico para el AM;
durante los primeros 140 cm de profundidad del lecho, al ver la superposicion de ambas
curvas. Dicho resultado corresponde a una inactivacion principalmente por efecto quimico,
tal como lo apuntan los ensayos previos. Posteriormente, a partir de 150 cm se observa la
separacion de ambas curvas, lo cual apunta hacia uno sinérgico, donde, en particular el
mecénico adquiere una mayor importancia, tal como lo sugieren los HH recuperados y
caracterizados previamente. Por su parte, el AM; evidencié igualmente un resultado de PV
no sinérgico para los primeros 30 cm del proceso resultante principalmente quimico. Sin
embargo, a partir de 40 cm existe uno de naturaleza mecanica, el cual se incrementa con
respecto a la profundidad del lecho y continta hasta el final del ensayo, tal como lo
evidencian los HH introducidos.

En todos los ensayos se observo la participacion de ambos fendbmenos como promotores de
la inactivacion del organismo. De acuerdo a los ensayos efectuados, tanto en matraz, como
en filtro experimental se relacionan con el tiempo de contacto, asi como con la interaccion

entre el AM y organismo, los cuales actian de forma acumulativa en su inactivacion, ya sea
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por efecto quimico o mecanico, segun sea el caso. Aunque su contribucion puede no

determinar la PV como unico responsable, sin que por ello pueda contribuir como factor

parcial dentro de la PV del huevecillo (Figura 5-41).
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Imagen de elaboracién propia

Figura 5-41 Sinergia de inactivacion en columnas empacadas

5.2.7 Dafio morfolégico en ensayos de columnas empacadas para AM; y AM,

En los huevecillos sometidos al proceso de filtracion en ambos tipos de operacion

evidenciaron dafio morfolégico visible en comparacion con el control, el cual se incremento

con respecto a la profundidad del lecho filtrante, tal como se observa en la Figura 5-42.
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Control Recuperado a 100 Recuperado a Recuperado a 100 Recuperado a
cm de 150 cm de cmde 150 cm de
profundidad profundidad profundidad profundidad
E |l e
HTC

Imagen de elaboracién propia
Figura 5-42 HH recuperados de ensayos efectuados en el filtro experimenta observados mediante MO (20X)

Las imagenes “a” y “f” muestran al organismo control de HAL y HTC, respectivamente,
los cuales presentan sus estructuras definidas y homogéneas. Por otro lado, organismos
recuperados del proceso a una profundidad de 100 cm “b” y “g” para el AM; y “d” e “1”,
para el AM, muestran acumulacién de particulas del mineral en la cubierta externa,
disminucion de volumen y forma de las “fosetas” y “mamelones™, asi como laceraciones en
ella. Asimismo, los organismos recuperados a 150 cm evidencian fenomenologias
similares, aunque de mayor severidad, tal como se muestra en las figuras “c” y “h” y “e” y
“”, respectivamente. En ellas, se observa la desaparicion de las estructuras caracteristicas
externas de los huevecillos en ambas especies de helminto, asi como la nula definicion de
las capas, ruptura del HH, e inclusive la salida del material nuclear.

A partir de las imagenes obtenidas por MO de los organismos recuperados del sistema
filtrante se observan los dafios ocasionados con respecto a la profundidad del lecho
filtrante. Asimismo, se corrobora en la operacién del filtro, que no es necesaria la
destruccidn total del organismo para favorecer el efecto desinfectante, no obstante, que con

ello se garantiza indudablemente su inviabilidad.

5.2.8 Curva de operacion
Los sistemas experimentales fueron operados en OD y OM de manera continua durante 15
y 3 dias, a un gasto de 0.015 y 0.695 mL seg™, correspondientes a 1.33 y 60.5 L d*,

1.0
-

Doctorado en Ingenieria, UNAM




Analisis y discusion de resultados

Ingenieria

respectivamente, manteniendo una temperatura entre 20-25 °C durante todo el ensayo. Lo
anterior para evitar inactivacion por motivos asociados a temperatura. Ello, ya que en
Darimani et al., (2016), se sefiala, que valores cercanos 40 °C ocurre el inicio de la curva de
inactivacion de los HH, resultando la mas efectiva para valores cercanos a 50 °C,
empleando como modelo Ascaris suum.

Todos los ensayos efectuados reportaron curvas de filtracion de 100%, asi como valores
superiores a 90% para la PV. EI AM; resulto retener organismos en promedio 1.31% para
OD (Figura 16-5) y 0.47% en OM (Figura 16-7) con respecto a cada incremento de seccion
de 10 cm, en comparacién con el AM,. Por otro lado, la inactivacion resultd superior para
el AM; en un 3.07% (OD) (Figura 16-4), aunque, en OM el AM; (Figura 16-2), obtuvo un
resultado superior en 0.04%. EIl anterior, apunta al efecto de tipo mecanico ejercido por el
contenido del AM;, el cual adquiere relevancia a medida que se aumenta la profundidad del
filtro. No obstante, que el AM, promueve un efecto mas pronunciado de naturaleza quimica
desde sus primeras estimaciones, aungue con un menor efecto mecanico. Asi entonces, el
valor final del proceso ambos efectos (mecanico y quimico) resulta similar numéricamente
en cuestion de la PV. No obstante, que durante las diferentes secciones del sistema existe
una inactivacion particular promovida por alguno de ellos o por ambos.

En todos los ensayos de inactivacion se evidenciaron comportamientos similares descritos
por ecuaciones ajustadas de tipo potenciales para la filtraciobn con coeficientes de
correlacion cercanos a 0.95, asi como de tipo polinémicas para las de inactivacién con R?
entre 0.87-0.97 (Tabla 5-16). No obstante, que durante la OD empled solo la mitad del
sistema para efectuar la filtracion, caracterizada por una PV lenta, mientras que en OM
ocurrieron de manera mas rapida, tal como lo sefialan graficamente el cambio de curvatura
en la Figura 16-5 y Figura 16-7 para el AM; y la Figura 16-2 y Figura 16-4 para el AM,).
Ello contrasta con el comportamiento evidenciado en la OM, que requirié de la totalidad
del sistema para ofrecer las mismas condiciones. En conjunto, durante ambos sistemas y
tipos de operacion se encontrd que el incremento de la profundidad del lecho aumenta el

dafo de tipo mecanico y quimico ejercido por los AM.
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Tabla 5-16 Caracterizacion de la curva de operacion del sistema experimental

Estimaciones oD oM

AM 1 2 1 2

PV total (%) 96 98 98 94

Filtracion total 100 100 100 100

(%0)

Tasa de filtracion 817 743 447 446

(%) x&s (por

seccidn)

Tasa de 55 8+4 4+7 416

inactivacion (%)

X+s (por seccion)

Ecuacion de y =0.012x° - y = 0.007x° - y=- y=-

ajuste filtracion ~ 2.2067x +102.19  1.645x +94.969  0.0041x*+  0.0055x? +
0.2134x + 0.6075x +

100.8 90.562

R? 0.9859 0.9845 0.9454 0.9597

Ecuacién de y= 11.64e0'0216X y= 20.0190.0171x y= 14.665e0'0089X y= 17.019e0'0066x

inactivacion

R? 0.9294 0.9759 0.8737 0.8781

AM= Agregado mineral; OM= Operacién maxima; OD= Operacion de disefio; R2= Coeficiente de
correlacion; x= Media; s= Desviacion estandar
Tabla de elaboracién propia

En OD los valores constantes sugieren que el dafio fisico y quimico se derivan de un
arrastre continuo y donde las condiciones fisicas del huevo (diferentes en la poblacion)
como: didmetro, resistencia de las capas, viabilidad, capacidad de reparacion y la
ocurrencia de eventos probabilisticos de contacto con plata y algunos otros metales con un
efecto sobre la viabilidad (Metcalf, 1996; Begon et al., 1990; Auvinet-Guichard, 1982). De
hecho, en combinacion con el tiempo de residencia registrado fomentan un resultado
constante.

En OM existe un arrastre de mayor fuerza que incrementa el dafio mecéanico, en particular
para el AM;, con un menor efecto quimico para las primeras capas (AL=10 cm), ya que la
filtracion es menor en cada capa. Con lo cual se concluye que la probabilidad de que un
huevo resista el recorrido total y salga de ain viable es nula. De hecho la pérdida total de

viabilidad se presenta durante la primera parte del lecho y la segunda se encarga de
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destrozar a los huevos por abrasion, siempre y cuando el huevo llegue con dafio mecanico
considerable.

La versatilidad del disefio experimentado, permite operar un gasto de hasta 45.5 veces el
gasto nominal de disefio, entregando el 100% de porcentajes de filtracion y de pérdida de
viabilidad, asi como el TRH para adecuarlo a otros organismos de interés sanitario. Lo
anterior, brindaria una mayor versatilidad y robustez al sistema, al no solo limitarse en
eliminar a los organismos para los cuales fue disefiado, sino de estar preparado para agua

parcialmente tratada con carga de otro tipo de microorganismos.

5.2.9 Tiempo de saturacion y agotamiento del sistema experimental

Los ensayos de filtracion emplearon agua destilada y desionizada con duracién de un mes.
En dicho lapso, solo se logro ocupar el 0.26% del espacio total disponible en el lecho por
motivos de operacidn. Partir de éste, se estimo el tiempo de saturacién del filtro, resultando
ser de 1393.83 afios en OD y 30.91 en OM, con capacidad de tratamiento de 677492 y
637118 L, respectivamente, donde se recomienda un mantenimiento al 20-30% (Metcalf,
1996) de la saturacion. Sin embargo, la calidad de agua a tratar en un escenario real,
modificaria drasticamente el tiempo en alcanzar dicho porcentaje.

La forma de alimentacion descendente prevé una saturacion en primera instancia del primer
tercio del sistema en OD, mientras que en OM ocurria en la segunda mitad de éste,
alcanzando el tiempo recomendado de mantenimiento aproximadamente a los 6 afios de
operacion. El desazolve de la parte del sistema saturado, consiste en retirar la parte
correspondiente del lecho y efectuar un lavado manual y empacar de nueva cuenta, o bien
cambiar el material de empaque, lo cual depende del desgaste del material sufrido. Las
dimensiones de la tuberia (1/2 in ancho y 2 m alto) y el peso del sistema (0.5 kg), permiten
un adecuado manejo, ejecucién y re-empacamiento por parte del usuario.

Sin embargo, solo se dio seguimiento solo a Ag, Cu y Fe como agentes promotores de la
inactivacion de HH para determinar el tiempo estimado de agotamiento. No obstante, el
contenido elemental del AM es aproximadamente de 32 y 25 elementos en el caso del AM;
y AM,, respectivamente. No obstante, ambos agregados contienen algunos elementos
reportados con efecto sobre la PV en HH, tales como Ti, Al y Zn (Ruparelia et al., 2008;
Dubas et al., 2006; Panacek et al., 2006; Morones et al., 2005; Sondi y Salopek-Sondi,
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2008), los cuales no fueron considerados durante el presente trabajo para determinar dicho
parametro. El perfil de disolucién efectuado mediante absorcion atdmica contribuyé a la
determinacion del agotamiento del material con capacidad biocida. Los tiempos a los cuales
la constante de disolucion de los metales contenidos en el am agota el metal contenido en el
filtro fue para la Ag entre 3-5 afios, el Cu, de 1-4.5 afios y el Fe de 1-3 afios (Tabla 5-17)

Tabla 5-17 Caracterizacion de condiciones de saturacion y agotamiento del medio de empaque en OD y OM.

Caracteristica AM, AM,

oD oM oD oM
Tiempo de 1393 31 1393 20
saturacion (afios)
Vol. total tratado
hasta saturacion 677492 637118
(L
Tiempo de
agotamiento Ag 4.34 3.04 5.23 3.80
(afos)
Tiempo de
agotamiento Cu 3.05 1.60 4.50 3.01
(afios)
Tiempo de
agotamiento Fe 1.26 0.98 2.86 2.34
(afios)

AM = Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2; OM= Operacién maxima; OD= Operacidn de disefio
Imagen de elaboracion propia

El contenido liberado con respecto al tiempo, indica tiempos menores a lo sefialado en la
normatividad mexicana (ver Tabla 5-20). Otros elementos sefialados como peligrosos, tales
como As, Cu y Pb, no fueron detectados dentro del extracto analizado bajo las condiciones
de la prueba; aunque ellos se encuentran dentro del AM. Cabe mencionar, que en otras
condiciones del influente, en conjunto con la forma de operacion pueden determinar un
contenido diferente dentro del efluente, asi como las medidas del mantenimiento a efectuar,
las cuales consistirian en el reemplazo del empaque.

Por otro lado, los diagramas y graficas contenidas en el Figura 16-9, Figura 16-10, las
contenidas en el ANEXO IX, asi como en el presente trabajo ayudan a precisar los
parametros de inactivacion y filtracion que debe ofrecer el sistema al momento de la
operacion. Esta eficacia puede determinarse por diferentes vias, ya sea por concentracion
empleada, por tiempo de residencia, por porcentaje de pérdida de viabilidad o de filtracion,

por profundidad de lecho o por el uso de las ecuaciones que describen la desinfeccion.
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5.2.10 Caracteristicas relevantes de los AM para ser considerados como agentes
desinfectantes

En Metcalf (1996) se sefialan algunas caracteristicas a considerar en el momento de

seleccionar algin agente con fines de desinfeccion. A continuacion se muestra el analisis

efectuado:

5.2.10.1 Capacidad de disolucion del AM

El ensayo de disolucion del AM (1 y 2) en medio &cido efectuado por medio de ICP-Ms
registré un total de 22 de los 24 elementos que lo componen y 23 de 24. Los analisis
efectuados a ambos analitos no evidenciaron rastros de Si, de manera adicional tampoco fue
registrado vanadio en el AM..

Los elementos con mayor concentracion (mg L™) en los ensayos a tres meses en medio
acido fueron para el AM;: Zn (47256£3051), Nd (13658+2621), Pb (16844+1301), Mn
(11984+3112) y Al (5397+526), correspondientes al 47, 13, 12 y 5%. El resto de los
elementos obtuvieron representaciones menores al 2% (1982 ppm), mientras que en el AM;
fueron: Mn (18221+5456), Nd (16971+719), Zn (13856+3334), Pb (10471+12638) vy el
resto de los elementos con una representatividad menor al 1% (1296 mg L™). En medio
alcalino para ambos minerales se encontraron 22 de 24 elementos (91.66%), no
encontrando Si y Sr, con respecto a la determinacion inicial. Los elementos con mayor
abundancia en el AM; resultaron Zn (47256+3051), Nd (13658+12621), Pb (16844+1301),
Mn (11984+3112), encontrando el resto con valores inferiores al 1%. EI AM; reportd Y
(190+83) Al (160£23 y Nd 185+95), asi como los elementos restantes con valores menores
a0.1%.

5.2.10.2 Modificacion de pH

La evaluacién del pH como promotor de la inactivacion en HH fue determinado mediante
el contacto del AM y Agua Destilada, Desionizada y Esterilizada (ADDE @ pH=7.2). Para
ambos AM se registraron cambios instantaneos en el pH durante los primeros dos minutos,
alcanzando los maximos en 8.3 para el AM; y 8.5 en el AM,. Posterior a dichos puntos se
observan descensos a razén promedio de 0.26+0.09 y 0.26+0.05 unidades de pH por

minuto, respectivamente. La prueba se dio por finalizada a los 30 minutos de iniciado el
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ensayo. Dicho tiempo fue determinado al no observar cambios mayores a 0.01 unidades de
pH en el potenciometro durante tres réplicas. Sin embargo, se dio seguimiento para
descartar cualquier cambio significativo, aunque esto no fue incluido en la Figura 5-43.

La inactivacion en HH como consecuencia de pH se explora en Jiménez y Maya (2007), asi
como en Solis-Lopez (2014), donde se menciona que a pH igual a 4 y 12 en procesos post-
estabilizacion con cal y de tipo Fenton logran eficiencias cercanas al 90% para ambos casos
usando como modelos huevos de Ascaris suum. El comportamiento del pH en las
condiciones del ensayo evaluadas apunta a que dicho parametro no es considerable para
inducir la inactivacion de HTC y HAL. No obstante, se desconoce el comportamiento de
los HH en contacto con AM en medio acido o alcalino. No obstante, debido al contenido de
sulfuro en los AM, se podria generar “drenaje acido de mina”, el cual no tendria impacto en

el uso previsto.
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AM ;= Agregado mineral 1; AM,= Agregado mineral 2
Imagen de elaboracién propia
Figura 5-43. Efecto sobre el ADDE al contacto con los AM

Los resultados que simulan las condiciones de acidez (pH=2.1) y alcalinidad (pH=11.9)
evidenciaron para ambos AM un comportamiento de tipo “amortiguador”, con tendencia
hacia la neutralidad (pH=7). En medio basico se registrd una disminucion 0.79 y 0.9
unidades de pH al contacto en los agregados 1 y 2, mientras que en el acido fue de 3.05 y
4.86, respectivamente. El ensayo se dio por finalizado empleando nuevamente el criterio de
repeticion de observaciones referido anteriormente, transcurriendo éste cuatro horas
después de la primera medicion. Los valores finales se ubicaron en 11.41 y 11.2 para

condiciones alcalinas y basicas en 5.95 y 6.96 (Figura 5-34).
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Figura 5-44. Efecto sobre las pruebas con pH extremos al contacto con los AM

De manera comparativa en el ensayo de disolucion extrema (pH=11.9 a 2.1) se encontrd
que en medio &cido existe una pérdida del 9.8 y 6.4% del material contenido en agregado,
mientras que para el medio basico es de 1.1 y 0.84%.

5.2.10.3 No colorante

El ensayo de contacto de tres horas entre agua destilada con cada AM (1 y 2), tanto en
medio neutro, acido, como en medio basico no evidencié mediante inspeccién visual
ningln cambio de color. Los resultados obtenidos por medio de nefelometria, arrojaron
para la solucion neutra 1, 3 y 4 NTU, respectivamente. Lo anterior sugiere, que la
implementacion de los agregados minerales como medio filtrante no contribuye de manera
negativa al aspecto visual del caudal introducido. No obstante, dicho ensayo fue efectuado
empleando una solucion de NaOH llevado a pH=2.1 y otro con H,SO,4 a un pH=11.9 para

efectos de disolucion del medio, aunque de manera real el caudal en una PTAR doméstica
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no ocurriria de la misma manera, al presentar condiciones de pH entre 6 y 8, asi como una

carga de compuestos diferente, de acuerdo al origen del influente.

5.2.10.4 Disponibilidad

El presente trabajo representa una aproximacion al empleo de agregados minerales como
promotores de la pérdida de viabilidad en organismos de alta resistencia. La disponibilidad
del material es factible, al ubicar sitios de extraccion alejados de la veta de explotacion, lo
cual no presenta ninguna pérdida para la mina, ya que el contenido metélico no resulta
redituable para su explotacion. Es decir, que el material no proviene de ningin proceso
extractivo, asegurando con ello las caracteristicas de contenido deseadas para impactar a los
organismos objetivo.

Asimismo el presente trabajo caracterizd de manera adicional elementos con capacidad
biocida (Fe y Cu), contenidos en los AM examinados y que se encuentran de manera
natural dentro de las minas, tales como el zinc y titanio, por mencionar algunos. Asimismo
el material también registr6 Nd, que se considera escaso y de demanda dentro de la
industria electrénica. Lo anterior indica que minas con otras caracteristicas pueden ser
empleadas y con ello consolidar la exploracién de los AM con contenido metalico como

agente promotor de la pérdida de viabilidad en organismos.

5.2.10.5 Seguro al manejo y transporte
La naturaleza de los agregados minerales no representa ningun peligro al manejo o al
transporte, tal como sefialaron las pruebas de explosividad, asi como la de reactividad por

modificacion de temperatura las cuales resultaron en ambos casos negativas.

5.2.10.6 Econémicamente viable

Los agregados minerales empleados no se encuentran asociados a un costo. De hecho, la
minera no contempla un costo o uso para ellos, ya que no le han encontrado alguna utilidad.
Por ello, su implementacion como lecho filtrante o dentro de algin proceso depurativo
constituye un valor agregado para dicho material y su eventual remuneracion.

Los métodos de desinfecciéon cominmente empleados (cloro, ozono y UV) incorporan
equipos adicionales, consumibles, asi como, la necesidad de condiciones infraestructurales

especificas: la existencia de energia eléctrica, uso de tanques contenedores, dosificadores
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especializados, e inclusive, de personal especializado. Por ello, su aplicacion resulta
complicada, lo cual no ocurre en el caso del sistema propuesto.

De manera comparativa resulta ser la opcion de menor costo (Tabla 5-18), aunque €stos no
han sido empleados para eliminar otros organismos, asi como con agua cruda, o con algun

tratamiento parcial, desconociendo con ello su efectividad.

Tabla 5-18 Costo de desinfectantes cominmente empleados

Desinfectante Costo $ m™ Fuente

ClO, 0.10-0.20 FAO, (2017)

NaClO 0.005-0.01 Elaguapotable (2017)

Sistemas de cloracion 0.27-0.36 Wikiwater S.A. de C.V.
(2017)

Luz UV 0.01-0.03 Germicidal S.A. de C.V.
(2017)

0zono 0.03-0.04 Elaguapotable (2017)

Agregados minerales* 0.000025-0.000026 Resultados experimentales

*= No presenta costo adicional en equipos complementarios

Tabla de elaboracién propia

5.2.10.7 Efectivo contra los organismos objetivo

Al momento los AM utilizados solo han sido empleados para inactivar huevos de helminto,
en particular, huevecillos de Toxocara canis y de Ascaris lumbricoides, logrando hasta un
96% de inactivacion durante los ensayos de contacto. Por otro lado, los ensayos en columna
empacada lograron el 100% en los rubros de filtracion e inactivacion. Ambos casos
emplearon un tiempo de 120 min, lo cual hace competitivo a los AM con otros
desinfectantes cominmente empleados (Tabla 5-19). No obstante, en Miranda et al., (2011)
se empleo otro agregado para eliminar Escherichia coli, logrando un 100% de efectividad
en 13 min. Los resultados sugieren que los agregados pueden ser Utiles para eliminar otros
organismos, haciendo con ello su aplicacién para otros organismos con diferente

resistencia.
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Tabla 5-19 Inactivacion de huevos de helminto en condiciones experimentales

Tiempo de
Desinfectante Concentracion contacto Inactivacién | Referencia
(minutos)
- - Rojas-
Acido Peracetico 550 mg L 10 2-3 unidades log | Valencia,
2011
280 mmol L™/ 10 Bandala et
0
H,O,/Fe (I1) mmol L 120 84% al. 2012
) Bandala et
1 0
Fe (1) 10 mmol L 120 30% al., 2012
150 mg min L™ . Bandala et
NaClO, cloro libre 120 20-30% al., 2012
3-10
HE L™y cuando
es possible Reduccion 47% Guadagnini
H,0, reducirlo a <20 2280 Inactivacion ot al 8013
mg TSS L™ el 37% :
contenido de HH
sera<1HE L™
H,O,/radiacion Hasta 280 mmol 0 Bandala et
solar Lt 120 0% al., 2012
30mg L™* 770 mJ Reduccion 67% | Guadagnini
hio05(UN cm? LY nactivacion 11% | etal., 2013
8.3mg Oz L™ 80-96% Gadomska
O 45,90y 180 etal., 1991
il Rojas-
O3 4.6 mg Os L 60 94% Valencia et
al., 2004
L 70 mJ cm-2 to 400 Reduction 62% | Guadagnini
radiacion UV mJ cm? >60 Inactivation 10% | et a1 2013
L 2 Inactivacion Aldawi et
Radiacion UV 15370 mJ cm 60 93% al.. 2006

4r\1
-
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Continla Tabla 5-19 Inactivacion de huevos de helminto en condiciones experimentales

Perhidrol 6% 240 95% Q\;ﬁnlg\é;
Ré::ﬁfri]in "Co 5KGy 47.73 100% Dzlfoz%zlalet
Solucién de lodo 4% 120 95% puramove
Peégircrir(])ico 0% 240 9% Q \;ﬁrqg\ég
Tgrﬁi?rtl?ode 6259L" 30 100% Aki% g;a'-’
YA
Yodo 10% 40 motilidad YElE
observada) ’
Glutaraldehido 2% 10 100% /?I/Q'ggié 1Et
Eilr?zr:lL%g?o LIRS 10 100% Agl’figg‘éft
NaClO, 7% 10 100% /?I/c;lggg let
i - u oms | % 5nor
Alcohol etilico 70% 10 100% i};@lggg let
= = i oms | S 5nor
Fenol 30 10 100% A;)I/fi gglé 1et
Tabla de elaboracion propia
5.2.10.8 Toxicidad

La prueba de germinacion efectuada constituye el caso extremo para la utilizacion de los

AM, al presentarse como sustrato de siembra, donde el modelo estadistico Yix= p + AM;+

Pj + (AMP);; + Eij, detallado en el 0 y desglosado en Figura 17-1 muestra que no existe

ningun efecto interactivo en ninguna para las proporciones que van desde 0% hasta 100%

del medio de prueba (AM;, AM,, SiO, y PP) tal como lo evidencié la prueba estadistica de

Doctorado en Ingenieria, UNAM
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F, con un a=0.05, respectivamente. El ensayo plante6 su estimacion con tres especies que
presentan alta sensibilidad (jitomate, lechuga y trébol), segun la prueba OCDE 131.

Por otro lado, la prueba de ANOVA realizada para las germinaciones de las tres especies
indica que no existe diferencia significativa para las fracciones intermedias (40-60%) de
soporte evaluado, en contraste con los extremos de 0 y 100%, donde si existio diferencia.
En particular, las PP que no registraron valor, al no registrar crecimiento. Lo anterior
parece ser consecuencia de no contar con una fuente de alimentacién que favoreciera la
germinacion y posterior crecimiento de la plantula, mientras que en el caso de los AM1 y
AM; se registro un valor de entre 66 a 77% idéntica a las empleadas como testigo (70%),
con lo cual se puede concluir que no existe efecto interactivo aparente relacionado con la

germinacion como se muestra en la Figura 5-45.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de germinacion

AMN1 AMN2 Si02 PP AMN1 AMN2 SiO2 PP AMN1 AMN2 SiO2 PP

%de TN
mo m20 m10 m60 m 80 m 100

Imagen de elaboracién propia
TN= Tierra Negra

Figura 5-45. Ensayos de germinacion en diferentes soportes

Por otro lado, el ANOVA efectuado a las tallas finales de las plantulas de las tres especies
evaluadas, muestran que no existe diferencia significativa («=0.05) en ninguno de los tres
casos al obtener para el jitomate 12.5+0.2, trébol 6.2+0.1 y lechuga 9.3+0.5 cm, mientras

que los testigos correspondieron a 12.1+0.8, trébol 6.5+0.1 y lechuga 9.2+0.1,
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respectivamente. De hecho se observa que las diferencias son menores al 5% en todos los
casos.

Cabe destacar que de igual manera el mayor crecimiento fue observado para las fracciones
medias 40-60% de soporte de prueba, mientras que en los extremos de 100% como puede

ser observado en la Figura 5-46

<

¢ \

PRt 3

: 0 O w}t % ‘ 5"!
o P A Y ) AR AN

o aggtessn®
G 8eseIN
. 1 . : L
TN +AM en t=0 TN+AMent=15d Medicién de las plantulas en t=15
d

TN=Tierra Negra; AM= Agregado Mineral; t=tiempo
Figura 5-46. Ensayos interactivos de germinacion

5.2.10.9 Limites Maximos Permisibles por elemento

Los agregados minerales empleados en el presente trabajo, posterior al acondicionamiento
de triturado y tamizado registraron una composicion de 32 y 36 elementos. Sin embargo, la
prueba de disolucidn a tres horas en condiciones de pH=7 evidencio la presencia solo 14 y
13 elementos en medio liquido, correspondientes al 43 y 36%, respectivamente, donde para
ambos lotes se caracterizaron un total de 12 elementos (Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Nd, Pb,
Ti, V, Y y Zn). Los anteriores se encuentran referidos en normas cominmente aplicadas a
agua residual tratada, descargas y para consumo humano en México, tales como la NOM-
001-SEMARNAT-1996, NOM-001-SEMARNAT-1996, NOM-003-SEMARNAT-1997,
NOM-127-SSA1-1994, NOM-052-SEMARNAT-1993. EI AM; supera los valores
establecidos por la norma solo en los casos de As, Cr, Cu, Ni y Zn, que representan al
12.5% de los elementos caracterizados, ddnde, solo los dos primeros (As y Cr) sobrepasan
completamente la normatividad referida anteriormente. Lo anterior limitaria su uso
posterior, mientras que el resto estaria constituido como uso restringido, al sobrepasar

alguna de ellas. Por otra parte el AM; solo lo hizo en dos casos (Ni y Zn), que representan
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el 5.55% de los elementos que componen al agregado. Sin embargo, de igual manera su uso
posterior se encontraria restringido al sobrepasar los LMP establecidos (Tabla 5-20).

Por otro lado, la misma prueba en medio &cido y bésico para los AM (1 y 2) se registraron
un total de 23 y 22 elementos en ambos agregados. Los registros evidenciaron altas
concentraciones en ppm de Zn (47256+3051 y 13856+3334), seguidos de Pb (1684411301
y 10471+12638), Mn (1198443112 y 18221+5456) y Nd (13658+2621 y 16971+719), Ca
(1259+137 y 978+113), Mg (333+64), asi como Sr y Ba con representatividad menor a 2
ppm, en ambos casos, respectivamente. En medio basico el resultado fue de 21 y 22,
respectivamente, donde el mayor contenido para el AM; se encontr6 para Zn
(8387+£14472), Nd (1143+1941), Mn (897+1542, Cu (433+£704), mientras que el resto de
los elementos caracterizados se ubicaron en valores menores a 60 ppm. Analogamente, el
AM; fueron Y (190.03+83), Nd (185.06+96), Al (160.60+23), Zn (43£4) y el resto con
concentraciones menores a 30 ppm.

Sin embargo, el analisis efectuado por ICP-MS para los blancos compuestos por H,SOy,
agua destilada y NaOH empleados como medios de disolucion &cido, neutro y basico,
respectivamente, evidencié la presencia de compuestos ajenos a éstos. La solucién basica
registro un total de 14 diferentes elementos en la solucion &cida y neutra, asi como 12 para
medi6 alcalino. (Tabla 11-5). Lo anterior, sugiere que el equipo empleado para las
caracterizaciones ya cuenta con memoria. Por ello, el impacto de dicho analisis sugiere la
posible ausencia de algunos elementos presentes en los ensayos de disolucion efectuados,
principalmente de bajo contenido. Sin embargo, solo seis elementos (Ca, Hg, Mg, Sr, Si 'y

Zr) no fueron registrados en ninguno de los medios.

4r\5
-
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Tabla 5-20.Normatvidad mexicana (LMP) por elemento de los AM; y AM, en diversas instancias

NOM-002- NOM-003- NBQ{' NOM-052-
SEMARNAT-  SEMARNAT- SEMARNAT- AM1 AM2  Conclusién
NOM-001-SEMARNAT-1996 A AR SSAIL- el

Proteccién Uso en Uso

Uso en riego Agricola  Uso puablico urbano vida riego publico
acuética Agricola  urbano

No

Ag NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 5 0.06 ND e
Especificado

As 0.2 0.4 0.1 0.2 0.1 0.2 0.4 0.1 0.5 0.75 0.4 0.05 5 16.03 ND Si supera

Ba NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.70 100 0.21 0.02 No Supera

No

Co NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.92 ND Especificado

Cu 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 10 15 0.4 2 NE 1189 148 Restringido

No

Hg 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01  0.015 NE NE 0.46 ND ND Especificado

No

Mn NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.30 NE 61.33 18.48 Especificado

Ni 2 4 2 4 2 4 2 4 4 6 2 NE NE 4.37 5.61 Restringido

No

Si NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE ND ND .
Especificado
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Continda Tabla 5-20.Normatvidad mexicana (LMP) por elemento de los AM1y AM?2 en diversas instancias

Sr NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE ND ND NO.
Especificado

. No
Ti NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 2.33 0.75 Especificado

\% NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 2.07 0.75 NO.
Especificado

No
Y NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 47.16 43.48 Especificado

Zn 10 20 10 20 10 20 10 20 6 9 10 5 NE 13.65 38.91 Si supera
Zr NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE ND 0.89 g

Especificado

Tabla de elaboracién propia

En todos los casos concentracion expresada en (mg L™) y las cifras significativas contenidas en norma; NE= No especificada;
ND=No determinada; PM=Promedio mensual;
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6 CONCLUSIONES

Los compuestos con contenido de plata, cobre y hierro aplicados directamente sobre
los HH, si promueven la inactivacién de los HTC y HAL. Asimismo, los agregados
minerales también lo hacen, y al ser empleados como lecho dentro de un sistema de

filtracion remueven organismos del caudal e inclusive los destruyen.

La evaluacion de la inactivacion de HH ante agentes con contenido metéalico (Fe, Cu
y Ag), debe ser efectuada empleando ambas técnicas de medicion, ya que algunos
de los eventos involucrados en la pérdida de viabilidad del organismo tienen un
efecto neto en la osmoregulacion, estimables mediante tincién diferencial por
exclusion. No obstante, también ocurren otros fenémenos internos, que ocurren en
el nucleo, solucién hialina y en las cubiertas, que no necesariamente se reflejan
directamente en la permeabilidad selectiva del huevecillo, a los cuales es sensible la

técnica de larvado in vitro.

Ambas especies de HH resultaron poseer diferente sensibilidad ante los agentes
evaluados. No obstante, todos ellos registraron valores de inactivacion superiores al
90%. El orden de efecto desinfectante ejercido sobre los HH resulté especifico entre
ambas especies, e inclusive entre ambas técnicas. Para T. canis usando TDE:
AM>AM>AgNO3>Fe,03>Cu>Cu,0>FeSO4>Ag,0>CuSO,>FeS,>Ag>AJ coloidal)
>Fe, mientras que por LIV fue: AM;>AM;>Ag,0>Cu,0>AgNO3s>Fe,03>FeSO,>
CuSO4>FeS,>Cu>Ag>Fe>Agcoidaty. POr otro lado, A. lumbricoides registro:
AM>AM>Cu,0>FeSO4>Fe,03>FeS,>Ag,0>CuSO4>Cu>AgNO3>Ag>AJ coloidal)
>Fe, mientras que la evaluada por LIV fue AM;>AM;>Cu,0>FeSO,>Ag,0>
AgNO3> CuSO,>FeS;>Fe,03>Cu>Ag>Agcoloiday>Fe€, respectivamente.

1.0

-

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Conclusiones

poSCRAR!

Ingenieria

e La pérdida de viabilidad en HH derivada del contacto con agentes con Fe, Cuy Ag

se apunta a la combinacién de eventos, caracterizados por su interaccion con los
componentes del huevecillo, tales como proteinas, compuestos lipidicos y material
genético, que derivan en cambios en la capacidad homeostatica, eventos oxidativos
y de intervencion metabolica, que en conjunto impiden el correcto desarrollo del
siguiente estadio, e inclusive en el mantenimiento de las condiciones de regulacion

selectiva con el medio externo.

e Los ensayos de contacto efectuados entre los HH y los AM sugieren que su pérdida
de viabilidad ocurre de manera sinérgica; por efecto mecanico asociado a la
abrasion que las estructuras del material pétreo ejercen sobre el organismo, asi
como por efecto quimico derivado de su contenido biocida, el cual ocurre de manera
similar a los presentados con otros metales. Asimismo, que el material también

puede ejercer la inactivacion de forma mecénica o quimica.

e El sistema de filtracién de 2 m y % in de longitud fue capaz de retener e inactivar la
totalidad de los HH introducidos bajo las condiciones evaluadas. El tiempo de
contacto tedrico necesario para iniciar la pérdida de viabilidad del huevecillo ocurre
durante los primeros 4-7 min de trayecto del organismo. Asimismo, el recorrido del
organismo, que puede alcanzar hasta 30 dias dentro del sistema de filtracion
promueve su destruccién total, la cual se acentta con el aumento de la profundidad

del lecho.

e EIl uso de AM constituye una tecnologia alternativa innovadora contra HH al
presentar resultados en bajas concentraciones y tiempos de contacto. Asimismo
cumple con algunas de las caracteristicas econdmicas, quimicas y ambientales que
qgue hace factible su uso, tales como ser de bajo costo, alta durabilidad, facil

obtencion, aplicacion, manejo, transporte y disponibilidad.

1.0
-

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Referencias

10.

11.

Ingenieria

REFERENCIAS

Aranda, L.A. 2001. Evaluacion de la aplicacion del reactivo de Fenton como un
proceso de depuracion y de desinfeccion de aguas residuales. Tesis de Licenciatura
Facultad de Quimica, UNAM. 82 pp.

Aguilar, P., Jiménez, B., Maya, C., Orta, T., Luna, V. 2006. Disinfection of sludge
with high pathogenic content using silver and other compounds. Water Sci. Technol.,
54, 179-187.

Akao, N., Tsukidate, S., Kondo, K., Fujita, K., 1995. In vitro effects of benzalkonium-
ion intercalated aluminium triphosphate on the second stage larvae and fertilized eggs
of Toxocara canis. Jpn. J. Parasitol., 44, 138-142.

Aladawi, M.A., Albarodi, H., Hammoudeh, A., Shamma, M., Sharabi, N., 2006.
Acceler-ated larvae development of Ascaris lumbricoides eggs with ultraviolet
radiation. Radiat. Phys. Chem., 75, 115-1109.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 2002. Biologia
Molecular de la Célula. 4 ed. Ediciones Omega. 1468 pp.

Alonso, J.M., Bojanich, M.V., Chamorro, M., Gorodner, M.O. 2000. Toxocara
seroprevalence in children from a subtropical city in Argentina. Rev. Inst. Med. Trop.
Sao Paulo., 42, 235-237.

Anderson, R.C. y Chabaud, A.G.S., A. Willmott (Eds.). 1974. CIH Keys to the
Nematode Parasities of Vertebrates. Nos. 1-10. Commonwealth Agricultural Bureaux,
Farnham Royal UK, 765 pp.

Aquino, L.M. 2007. Inactivacion de esporas de Bacillus subtilis con dioxido de titanio
inmovilizado. Tesis de Licenciatura, Escuela de Ingenieria y Ciencias. Departamento
de Ingenieria Civil y Ambiental, 99 pp.

Army Corps of Engineers [ACE]. 2010. Multimedia en internet. Filter experiments and
design criteria. 1955. U.S Army Engineer Waterways Experiment Station, Vickisburg
(TARDEC), Miss. 34 pp. Multimedia en internet.
www.swri.org/4org/d08/tardec/default/filtration/sandantracie.ntm,  (Consultado en
mayo de 2010)

Auvinet, G. 1982. Conceptos y técnicas recientes en materia de filtros para usos
geotécnicos. Facultad de Ingenieria, Instituto de Ingenieria, UNAM, 46 pp.

Avramova, S., Dinev, D., Boeva, V., Dakova, A., Grigorava, M., Khadzhilarska, D.,

1985. Study of the effect of some disinfectants on helminth ova. Epidemiol. Mikrobiol.
Infekt. Boles. 22, 53-56.

a0

=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Referencias

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ingenieria

Ayala I. 2007. Efecto desinfectante del ozono sobre huevos de helminto, bacterias y
amibas en aguas residuales. Tesis de licenciatura, UNAM. México. D.F. 53 pp.

Aycicek, H., Yarsan, E., Tanyksel, H.O., Girginkardesler, N., Ozyurt, K. 2001.
Efficacy of Some Disinfectants on Embryonated Eggs of Toxocara canis. M. Turk. J.
Med. Sci., 31, 35-39

Bandala, E.R., Gonzélez, L., De La Hoz, F., Pelaez, M.A., Dionysiou, D.D., Dunlop,
P.S.M., Byrne, J.A., Sanchez, J.L. 2011. Application of azo dyes as dosimetric indica-
tors for enhanced photocatalytic solar disinfection (ENPHOSODIS). J. Photochem.
Photobiol. Chem., 218, 185-191.

Bandala, E.R., Gonzalez, L., Sanchez-Salas, J.L., Castillo, J.H. 2012. Inactivation of
Ascaris eggs in water using sequential solar driven photo-Fenton and free chlo-rine. J.
Water Health., 10, 20-30.

Bazan, R., Romero, C., Valencia, M., Nazario, J. y Garcia, S. 2000. Guia de précticas
de Edafologia. Departamento de suelos UNAM, 234 pp.

Begon, M., Harper. J.L., Townsend, C.R. 1990. Ecology. Blackwell Scientific
Publications: Boston, Massachusetts, USA. 945 pp.

Bitton, D.S. 1994. Wastewater Microbiology. John Wiley and Sons. Inc. USA. 101-111
pp.

Bloomfeld, S.F. 1991. Methods for assessing antimicrobial activity. En: Mechanisms
of action of chemical biocides. Their study and explotation. The society for applied
bacteriology Technical series No. 27. Editado por S. P. Denyer and W.B. Hugo
Blackwell scientific publications. Oxford. Gran Bretafia. 1-21 pp.

Borkow, G., Gabbay, J. 2005. COPPER As A Biocidal Tool. Curr. Med. Chem.
12(18), 2163-2175.

Bratton, R., Nesse, R. 1993. Ascariasis: an infection to watch for immigrants. Postgrad
Med., 93, 171-178.

Brusca, R.C., Brusca, G.J. 2002. Invertebrates. 2da Edicion. Sinauer Associates, Inc.,
E.U.A., 37-98 pp.

Buendia, J.A. 2001. Evaluacién de las lesiones histopatologicas producidas por las
larvas de Toxcoara canis en Jerbos (meriones unguiculatus) después del tratamiento
con moxidectina. Tesis Licenciatura (Médico Veterinario Zootecnista)-UNAM,
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, 76 pp.

f\l\l
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM



posCRAGE

Referencias

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Ingenieria

Buitrago, G.V., Lépez, A.P., Coronado, A.P., Osorno, F.L. 2004. Determinacion de las
caracteristicas fisicas y propiedades mecéanicas de papa cultivada en Colombia Rev.
Bras. Eng. Agric. Ambient., 8(1),1-5 pp.

Carrasco, J.  2000. Regulation of the synthesis of brain metallothioneins,
Neurotoxicology., 19, 661-666.

Caspeta-Mandujano, J.M. 2005. Nematode parasites of freshwater fish in Mexico: key
to species, descriptions and distribution. Universidad Autonoma del Estado de
Morelos, Cuernavaca, Morelos, México, 175 pp.

Centro de Investigacion y Desarrollo de Tecnologia del Agua [CIDTA]. 2010.
Multimedia en internet
http://cidta.usal.es/residuales/libros/logo/pdf/DESINFECCION.pdf, (Consultado en
mayo de 2008)

Center for disease control & prevention; Center for global health [CDC]. 2012.
Multimedia en Internet En: http://dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Frames/S-
Z/Toxocariasis/body Toxocariasis_pagel.htm y
http://dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Ascaris/lumbricoides pagel.htm
(Consultada en Enero de 2012)

Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria y Ciencias del Ambiente [CEPIS]. 2008.
Multimedia en internet.
http://www.cepis.opsoms.org/bvsacep/e/sobrecep.html#elcepis. (Consultado en mayo
de 2008)

Chaloupka, K., Malam, Y., Seifalian, A.M. 2010. Nano silver as a new generation of
nanoproduct in biomedical applica tions. Trends Biotechnol. 28(11), 580-588.

Clapp R.B., Homberger, G.M., 1978. Empirical equations for some soil hydraulic
properties. Water Resources Res. 14, 601-618.

Consultora de Sustancias [CSA]. 2012. Toxicologia: sustancias. Multimedia en
internet. En: http://www.consultoriamoron.ar/producciones/entrega.asp?identrega=43
(Consultado en Enero de 2012)

Davies, R., Etris, S. 1997. The development and functions of silver in water
purification and disease control. Catalysis Today, 30, 107-114.

De la Fé, P., Duménigo, B.E., Brito, Alberto, E., Aguilar, J. 2007. Multimedia en
internet. Toxocara canis y Sindrome Larva Migrans Visceralis (Toxocara canis and
Syndrome Larva Migrans Visceralis). Revista Electronica de Veterinaria. 7(4), 1-17.
Multimedia en internet.  http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n040406.html,
(Consultado en octubre de 2008).

f\l'\2
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Toxocariasis/body_Toxocariasis_page1.htm
http://dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Toxocariasis/body_Toxocariasis_page1.htm
http://dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Ascaris/lumbricoides%20page1.htm
http://www.consultoriamoron.ar/producciones/entrega.asp?identrega=43

Referencias

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Ingenieria

De Souza, G.S.M.B., Rodrigues, L.A., de Oliveira, W.J., Chernicharo, C.A.L.,
Guimaraes, M.P., Massara, C.L., Grossi, P.A. 2011. Disinfection of domestic effluents
by gamma radiation: Effects on the inactivation of Ascaris lumbricoides eggs. Water
Res. 45, 5523-5528.

De Victorica, J., Galvan, M. 2003. Preliminary testing of a rapid coupled methodology
for quantitation/viability determination of helminths eggs in raw and treated
wastewater. Wat Res., 37, 1278-1287.

Departamento del Distrito Federal [DDF]. 2008. Multimedia en internet.
http://www.ddf.gob.mx, (Consultado en octubre de 2008).

Dubas, S.T., Kumlangdudsana, P., Potiyaraj, P. 2006. Layer-by-layer deposition
ofantimicrobial silver nanoparticles on textile fibers. Colloids Surf. Physicochem. Eng.
Asp. 289, 105-109.

Duménigo, B.E., Lao, N. 1994. Prevalencia de Toxocara canis en perros caseros de
Ciudad de La Habana. Rev. Cub. Med. Trop., 46, 99-102.

Elaguapotable.org. 2017. Multimedia en internet.
http://www.elaguapotable.com/desinfeccion%20con%200zono.html (Consultada en
mayo de 2017).

Ente Nacional de Obras Hidricas de Saneamiento [ENOHS]. 2010. Multimedia en
internet.  Fundamentacion-Cap  X-  desinfeccion.  Multimedia en internet.
http://www.frbb.utn.edu.ar/frbb/images/stories/frbb/materias/ residuals
_sanitaria/ENOHSa%20Fundamentaciones%20Desinfeccion.pdf, (Consultada en
mayo de 2010).

Felder, R.M., Rousseau, R.W. 1986. Elementary Principles of Chemical Processes,
Wiley Series in Chemichal Eng, John Wiley & sons 2da ed. 347 pp.

Fondo de Poblacion de las Naciones Unidas [UNFPA]. 2012. El agua y la poblacion:
El estado de la poblacion mundial, tendencias del medio ambiente Multimedia en
internet.http://www.unfpa.org/swp/2001/espanol/ch02.html (Consultada en Enero de
2012).

Gabriels, D., Lobo, D., Pulido M.M. 2014. Métodos para determiner la conductividad
hidraulica saturada y no saturada de los suelos. Venesuelos 14, 7-22.

Gadomska, K., Maleszewska, J., Krogulska,, Wichrowska, B., 1991. Analysis of
survivalrate of Ascaris suum (Goeze, 1782) eggs and of Escherichia coli in ozone-
disinfected water. Bull. Pol. Acad. Sci. Biol. Sci. 39, 347-352.

Garcia, J.L., Mejia, L., Bandala, E., Corona, B. 2008. Inactivacion de huevos de
heminto mediante fotocatalisis homogénea. Aquaforum, 12(49), 14-18.

a0

=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://www.elaguapotable.com/desinfeccion%20con%20ozono.html
http://www.unfpa.org/swp/2001/espanol/ch02.html

Referencias

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Ingenieria

Gaudy, A.F., Gaudy, E.T. 1981. Microbiology for environmental scientist and
engineers. McGraw Hill International. Tokio, Japon. 703 pp.

Germicidal S.A. de C.V. 2017. Multimedia en internet.
https://ramaucsa.wordpress.com/2010/12/17/purificacion-de-agua-por-rayos-ultra-
violeta-uv/ (Consultado en enero de 2017).

Gross, M., Farrell-Poe, K. 2004. Disinfection University Curriculum Development for
Decentralized Wastewater Management. University of Arizona and Arkansas. 1-19 pp.

Guadagnini, R.A., Dos Santos, L.U., Bueno, R.M., Guimardes, J.R. 2013. Inactivation
of bacteria and helminth in wastewater treatment plant effluent using oxidation
processes. Water Sci. Technol. 68, 1825-1829.

Gyurék, L.L., Finch, G.R. 1998. Modeling water treatment Chemicals disinfection
Kinetics. J. Env. Eng., 124, 783-793.

Institute for International Cooperation in Animal Biologics. 2008. Multimedia en
internet. http://www.cfsph.iastate.edu, (Consultado en mayo de 2008).

Instituto Mexicano del Seguro social [IMSS]. 2009. Comunicado de la Coordinacién
Social. Multimedia en internet.
http://www.imss.gob.mx/SiteCollectionDocuments/migracion/prensa/Comunicados200
9/310309Com110.pdf (Consultado en octubre de 2010).

Instituto Nacional de Salud Publica [INSP]. 2008. Multimedia en internet.
http://www.insp.mx/rsp/ esiduals/articulo.php?id=001206, (Consultado en mayo 2008)

Jenkins, J.B. 1997. Genética. Editorial Reverte. led. México, 800 pp.

Jiménez, B. 2007. Multimedia en internet. Helminths (worms) eggs control in
wastewater and sludge. International Symposium on New Directions in Urban Water
Management. UNESCO Paris. Multimedia en internet.
http://www2.gtz.de/Dokumente/oe44/ecosan/en-helminths-eggs-control-  wastewater-
sludge-2007.pdf. Sustentado por: Deutschegesallshaft far technishe zusammenarbeit,
(Consultado en mayo 2008).

Jiménez, B., Maya, C. 2007. Multimedia en internet. Helminths and Sanitation.
Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied
Microbiology A. Méndez-Vilas (Ed.). Multimedia en internet.
http://www.formatex.org/microbio/pdf/Pages60-71.pdf, (Consultado en mayo de
2008).

Johnson, M.D., Lambert, R.J.W., Hanlon, G.W., Denyer S.P. 2002. A rapid method for
assessing the suitability of quenching agents for individual biocides as well as
combinations. Journal of Applied Microbiology 2002, 92, 784—789 pp.

f\l'\4
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM


https://ramaucsa.wordpress.com/2010/12/17/purificacion-de-agua-por-rayos-ultra-violeta-uv/
https://ramaucsa.wordpress.com/2010/12/17/purificacion-de-agua-por-rayos-ultra-violeta-uv/
http://www.imss.gob.mx/SiteCollectionDocuments/migracion/prensa/Comunicados2009/310309Com110.pdf
http://www.imss.gob.mx/SiteCollectionDocuments/migracion/prensa/Comunicados2009/310309Com110.pdf

Referencias

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Ingenieria
Kappes, T., Dominguez,M., Bello,H., Mella,S., Riedel, G., Gonzalez-Rocha, G. 2012.
Actividad de cobre sobre bacilos gramnegativos multi-resistentes aislados en hospitales
chilenos. Rev. chil. infectol. 29(6), 622-627

Kawashita, M., Toda, S., Kim, H.M., Kokoubo, T., Masuda, N. 2003. Preparation of
antibacterial silver-doped silica glass micro- spheres. J. Biomed. Mater. Res., 66A(2),
266-274.

Kennedy, M.W. 2005. Toxocara: the enigmatic parasite Eds: Holland C. y Smith, H.
V. The larval surface. Cap: 3 32-45 pp.

Kim, J.S., Kuk, E., Yu, K.N., Kim, J.H., Park, S.J., Lee, H.J., Kim, S.H., Park, Y.K.,
Park, Y.H., Hwang, C.Y., Kim, Y.K., Lee, Y.S., Jeong, D.H., Cho, M.H., 2007.
Antimicrobial effects of silver nanoparticles. Nano-medicine, 3, 95-101.

Laurent, P. 2005. Multimedia en internet. Household drinking water systems and their
impact on people with weakened immunity. Multimedia en internet.
http://www.who.int/household_water/research/HWTS_impacts_on_weakened_immuni
ty.pdf, (Consultado en octubre 2010).

Leal, M., Gelover, S., Reyes, K., Gomez, L. 2006. Inactivacion de huevos de helminto
mediante fotocatélisis solar con TiO,. XXX Congreso Interamericano de Ingenieria
Sanitaria y Ambiental, Punta del Este, Uruguay.

Lebdik, H., Madjene, F., Aoudijit, L., Igould, S. 2017. Metals Nanoparticles in
microorganism removal. IJRMS, 1, 60-64.

Lee, H., Lee, H.J.,, Sedlak, D.L., Lee, C. 2013. pH-Dependent reactivity of oxidants
formed by iron and copper-catalyzed decomposition of  hydrogen
peroxide. Chemosphere, 92, 652-658.

Litter, J., Blesa, M.A., Meichtry, M., De la Fuente, L., Levy, K., Mateu, M., Hidalgo
M., Apella, C., D Hiriart, J., Powell, P., Jardim, W., Mntagner, C., Ceballos, B.,
Cornejo, L., Leal, M.T., Jiménez, A., Rodriguez, J., Rimachi, J., Billvik, M. 2005.
Multimedia en internet. Tecnologias Econdémicas para la desinfeccion vy
descontaminacion de aguas en zonas rurales de América Latina. Multimedia en
internet.http://www.cnea.gov.ar/xxi/ambiental/agua/pura/Informe2005final WEB. pdf,
(Consultado en junio 2008).

Magafa-Lépez, R. 2011. pisefio y evaluacion del funcionamiento de un filtro
empacado con agregados minerales para la eliminacion de huevos de helminto. Tesis
de Maestria en Ingenieria Ambiental, Facultad de Ingenieria, UNAM. 208 pp.

Magafa-Lépez, R., Luna-Pabello, V.M., Barrera-Godinez, J.A., Orta de Velasquez,
M.T., Fernandez-Villagomez, G. 2016. Effect of mineral aggregates on the
morphology and viability of Toxocara canis eggs. Ecol. Eng., 90,125-134.

f\l'\5
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Referencias

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Ingenieria

Maldonado, V. 2010. Multimedia en internet. Filtracion. Biblioteca Virtual de
Desarrollo Sostenible y Salud Ambiental [BVDSSA] Multimedia en internet.
http://www.bvsde.paho.org/bvsatr/fulltext/tratamiento/manuall/tomoll/nueve.pdf,
(Consultado en septiembre del 2010).

Maya, C., Torner-Morales, F.J., Lucario, E.S., Hernandez, E., Jiménez, B. 2012.
Viability of six species of larval and non-larval helminth eggs for different conditions
of temperature, pH and dryness. Water. Res. 46, 4770-4782

McCabe, W., Smith, J.C., Harriot, P. 1985. Unit operations in chemical engineering.
42, edicion, McGraw Hill, 485 pp.

Melendez, B., Fuster, J. 2003. Geologia 9°ed, Thompson Eds., Madrid, Espafia. 911pp

Mengelle-Lépez, J.J., Canet, C., Prol-Ledesma, R.M., Gonzalez-Partida, E., Camprubi,
A. 2013. Secuencia vulcano-sedimentaria La Esperanza (Cretécico inferior) al norte de
Guanajuato, Meéxico: Importancia en la exploraciéon de sulfuros masivos
vulcanogénicos. Bol. Soc. Geol. Mex. 65, 511-525.

Metcalf, (1996) Ingenieria de aguas residuales, tratamiento, vertido y reutilizacion.
Vol. 1 McGraw Hill. 234 - 250 pp.

Mintz, E., Bartram, J., Lochery, P., Wegelin. M, 2001. Not just a drop in the bucket:
expanding access to point-of-use water treatment systems, Am. J. Pub. Health., 91,
1565-1570.

Miranda-Rios, M. 2005. Estudio y evaluacion del poder germicida de compuestos de
plata en aguas residuales parcialmente tratada. Tesis Maestria, UNAM, Facultad de
Quimica. UNAM. 122 pp.

Miranda-Rios, M., Luna-Pabello, V.M., Orta de Velasquez, M.T., Barrera-Godinez, J.
A. 2011. Removal of Escherichia coli from biological effluents using natural and
artificial mineral aggregates. Water SA. 37(2), 213 — 220.

Morales A. 2010. Sintesis y evaluacion de nano-fotocatalizadores soportados tipo
fenton para remover parasitos (Ascaris summ) presentes en agua. Tesis de Doctorado,
Facultad de Ingenieria, UNAM.

Moravec F. 1998. Nematodes of vertebrates of the Neotropical Region. Academia,
Praha. 464 pp.

Morones, J.R., Elechiguerra, J.L., Camacho, A., Holt, K., Kouri, J.B., Ramirez, J.T.,
Yaca-man, M.J., 2005. The bactericidal effect of silver nanoparticles. Nanotech., 16,
2346-2353.

Mujeriego R. 1998. Evolucion y perspectivas de la reutilizacién de aguas en Espafia.
En: jornadas Téecnicas: La gestion del Agua Regenerada. 1-13 pp.

N
ab
»

Doctorado en Ingenieria, UNAM



PoSCRAR!

Referencias

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Ingenieria

Neftafim.  2008.  Multimedia en internet.  Multimedia en  internet.
http://www.netafim.com.mx/Nuestros_Productos/Filtros/Filtros_de_Grava/,
(Consultado en diciembre 2008).

Nelson, F.L., Cox, M.M. (2005). Lehninger, Principles of Biochemistry, 4® ed. WH
Freeman, New York, 954 pp.

Nestor, J., Pasamonte, L., Marinconz, R., De Marzi, M., Cajal, S., Malchiodi, E. 2000.
Parasitosis zoonoticas transmitidas por perros en el Chaco Saltefio. Medicina-Buenos
Aires, 60, 217-220.

Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996. Norma Oficial Mexicana
Proteccion ambiental. Que establece los limites maximos permisibles de contaminantes
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales. Abril 23 de 2003,
México, D. F.

Norma Oficial Mexicana NOM-002-ECOL-1996, Que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado urbano o municipal. DGN, México, D.F.

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997. Norma Oficial Mexicana
Proteccion ambiental. Que establece los limites méximos permisibles de contaminantes
para las aguas residuales tratadas que se retsen en servicios al publico. DGN, México,
D.F.

Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002. Norma Oficial Mexicana
Proteccion ambiental. Lodos y biosélidos.-Especificaciones y limites maximos
permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposicion final. DGN.
México, D. F.

Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005. Que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los
residuos peligrosos. DGN. México, D. F.

Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994. Norma Oficial Mexicana de salud
ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion". DGN. México, D.F.

Northington, C.W., Chang, S.L., Mccabe, L.J. 1970. Health aspects of wastewater
reuse En: Water quality improvement by physical and chemical processes III.
Washigton D.C. 56-98 pp

Organizacidn para la cooperacion y desarrollo Econémico [OECD]. Terrestrial Plants:
Growth Test. Guideline for Testing of Chemicals N° 208. OECD. Publications Paris.

r\n7
=Y

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Referencias

Ingenieria
94. Oaks, J.A., Kayes, S.G. 1979. Artificial hatching and culture of Toxocara canis second
stage larvae. J. Parasitol. 65, 969-970.

95. Ocampo, R., Salgado, R., Roman, J. (1992). La omnipresencia de las helmintiasis.
Salud Publica de México, 34, 357-360.

96. Organizaciéon mundial de la salud [WHO]. 2011. Agua saneamiento y salud.
Multimedia en internet. http://www.who.int/water sanitation health/diseases/es/.
(Consultada en Diciembre de 2011).

97. Organizacion Mundial de la Salud [WHO]. 2009. Multimedia en internet. Filtros
lentos. http://www.col.ops-oms.org/saludambiente/guia-filtros.htm, Multimedia en
internet. (Consultado en septiembre del 2010).

98. Organizacién de las Naciones Unidas [ONU]. 2012. Ten years of international action
for disposition of water source. Multimedia en Internet.
http://www.un.org/englishten/waterforlifedecade/quality.shtml (Consultada en Enero
de 2012).

99. Organizacion Panamericana para la Salud [FAO]. 2017. Capitulo 7 Desinfeccion
http://www.bvsde.paho.org/bvsacg/fulltext/desinfeccion/capitulo7.pdf (Consultada en
Enero de 2017).

100.0rta de Velasquez, M.T., Martinez, J.L., Monje-Ramirez, I., Rojas-Valencia, M.N.
2004. Destruction of helminth (Ascaris suum) eggs by Ozone. Ozone Sci. Eng., 26,
359-366.

101.0rta, M.T., Yafiez-Noguez, I., Jimenez-Cisneros, B., Luna-Pabello, V.M., 2008.
Adding silver and copper to hydrogen peroxide and peracetic acid in the disinfection of
an advanced primary treatment effluent, Env Tech., 29, 1209-1217.

102.Programa Nacional del Instituto de Tecnologias Educativas [PNTLC]. 2012.
Multimedia en Internet.En:
http://platea.pntic.mec.es/~cmarti3/ CTMA/BIOSFERA/superviv.htm (Consultada en
Enero de 2012).

103.Panacek, A., Kvitek, L., Prucek, R., Kolar, M., Vecerova, R., Pizurova, N., Sharma,
V.K.,Nevecna, T.J., Zboril, R., 2006. Silver colloid nanoparticles: synthesis, character-
ization, and their antibacterial activity. J. Phys. Chem., 110(33), 16248-16253.

104.Pancobro, J. Desinfeccion de agua mediante procedimientos electrofisicos cobre/plata.
Multimedia en internet en:
http://dspace.universia.net/bitstream/2024/233/1/DESINFECCION+DEL+AGUA+ME
DIANTE+COBRE-PLATA .pdf (Consultada en Enero de 2012).

o0
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://www.who.int/water_sanitation_health/diseases/es/
http://www.un.org/englishten/waterforlifedecade/quality.shtml
http://www.bvsde.paho.org/bvsacg/fulltext/desinfeccion/capitulo7.pdf
http://www.ingentaconnect.com/content/tandf/envt;jsessionid=2hostbeu8c20t.victoria
http://platea.pntic.mec.es/~cmarti3/CTMA/BIOSFERA/superviv.htm
http://dspace.universia.net/bitstream/2024/233/1/DESINFECCION+DEL+AGUA+MEDIANTE+COBRE-PLATA.pdf
http://dspace.universia.net/bitstream/2024/233/1/DESINFECCION+DEL+AGUA+MEDIANTE+COBRE-PLATA.pdf

Referencias

PoSCRAR!

Ingenieria

105.Papale, J., Garcia, M.N., Torres, M., 2008. Anemia, deficiencias de hierro y de
vitamina A y helmintiasis en una poblacion rural del estado Lara. An. Venez. Nutr. 21,
70-76.

106.Pham, A.L.T., Doyle, F.M., Sedlak, D.L. 2012. Kinetics and efficiency of
H202 activation by iron-containing minerals and aquifer materials. Water
Research, 46, 6454-6462.

107.Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente [PNUMA). 2011. Manual
sobre Sistemas de Captacion y Aprovechamiento del Agua de Lluvia para Uso
Doméstico y Consumo Humano. Multimedia en internet.
http://www.pnuma.org/recnat/esp/documentos/capl.pdf (Consultada en Diciembre de
2011).

108.Quiroz, R.H. 1984. Parasitologia y enfermedades de los animales domésticos. 1°
Edicién. LIMUSA, México 234 pp.

109.Rodriguez, D.N. 2009. Efecto de agregados minerales sobre la viabilidad de huevos de
helminto (Toxocara canis). Tesis de Licenciatura. Facultad de Estudios Zaragoza,
UNAM, 98 pp.

110.Reyna J., Limén, A.E., Nava, R. 2007. Invasion intestinal por Toxocara canis como
diagnostico diferencial de linfoma: informa de un caso, Enfermedades infecciosas
Residuales, 27, 100-102.

111.Reynolds T.D., Richards P.A. 1996. Unit Operations and Processes in Environmental
Engineering, 2da Edicion, PWS Publishing Company 211-247 pp.

112.Rivera-Garza, M., Olguin, M.T., Garcia-Sosa, |., Alcantara, D., Rodriguez-Fuentes, G.
2000. Silver supported on natural Mexican zeolite as an antibacterial material,
Micoporous and Mewsoporous Materials, 39, 431-444.

113.Rojas-Valencia, M.N., Orta-De-Veldsquez, M.T., Vaca-Mier, M., Franco, V., 2004.
Ozonation by-products issued from the destruction of microorganisms present in
wastewaters treated for reuse. Water Sci. Technol., 50, 187-193.

114.Rojas M.N., Orta M.T., Franco, V. 2008. Comparacion de mecanismos de accion de
desinfectantes aplicados en aguas residuales, Aquaforum., 12(49), 19-22.

115.Rojas, M.N., Orta M.T. 2009. Evaluacion del efecto del ozono y de la radiacion
ultravioleta sobre la estructura y viabilidad de huevos de helmintos, 1-8,
http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/mexicoll/ar-9.pdf  (Consultada en marzo de
2013)

116.Rojas-Valencia, M.N., 2011. Research on ozone application as disinfectant and action
mechanisms on wastewater microorganisms. In: Mendez-Vilas, A. (Ed.), Science
Against Microbial Pathogens: Communicating Current Research and Technological

o0
=\

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://www.pnuma.org/recnat/esp/documentos/cap1.pdf
http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/mexico11/ar-9.pdf

Referencias

Ingenieria
Advances, Microbiology Book Series-Number 3, vol. 1. FORMATEX, Espafia,.263—
271 pp.

117.Romero-Nuiez, F.M., Armienta, M.A., Gutierrez, M.E., Villa-Sefnor, G. 2007. Factores
geoldgicos y climaticos que determinan la peligrosidad y el impacto ambiental de jales
mineros. Rev. Int. Contam. Ambient., 24, 43-54.

118.Ruparelia, J.P., Chatterjee, A.K., Duttagupta, S.P., Mukherji, S., 2008. Strain
specificityin antimicrobial activity of silver and copper nanoparticles. Acta Biomater.,
4, 707-716.

119.Sanchez, J.M. 2002. .Etiologia y epidemiologia de la ascariosis porcina En: Manejo
sanitario y tratamiento de las enfermedades Del cerdo. Mundo ganadero. Multimedia
en linea. http://www.vet-uy.com/articulos/cerdos/050/0033/porc033.htm. (consultado
en Enero de 2012)

120.Silbergeld, E. 2012. Toxicologia: Herramientas y enfoques. Toxicologia, 1-9.

121.Skoog, D.A. y Leary, JJ. 1994. Analisis instrumental. 42 edicion, Madrid, Espafa,
McGraw-Hill, Interamericana de Espafia, 543 pp.

122.Sobsey, M.D. 2002. Managing water in the home: accelerated health gains from
improved water supply. WHO, Geneva, Switzerland. Multimedia en internet.
http://www.who.int/water_sanitation_health/dwqg/wsh0207/en/index.html (Consultado
en julio de 2009)

123.Solis-Lopez, M. 2014. Proceso de oxidacion avanzada tipo fenton con escorias de cu
para la desinfeccion de agua contaminada con huevos de parasitos (ascaris suum).
Tesis de Doctorado en Ingenieria, Instituto de ingenieria, UNAM. 138

124.Sondi, 1., Salopek-Sondi, B., 2004. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a
casestudy on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. J. Colloid Interface Sci.,
275, 177-182.

125.Sparks, T., Chase, G. 2012. Filters and Filtration handbook. BH, Scientific Collection.
6 ed. 458 pp.

126.Steel R.G.D., Torri J.H. 1981. Principles and procedures of statistics: a biometrical
approach. Mc Graw- Hill. London 633 pp.

127.Tay, J. 1993. Microbiologia y Parasitologia Médica. Méndez editores, México D.F.,
793 pp

128.Turbidex. 2010. Hyper-Filtration media. Multimedia en linea.
http://www.turbidex.com/master.pdf. (consultado en enero de 2010)

ol
1

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://www.vet-uy.com/articulos/cerdos/050/0033/porc033.htm

Referencias

Ingenieria

129.Universidad de las Américas Puebla [UDLAP]. 2010. Multimedia en internet.
http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lic/ponce_o_e/capitulo5.pdf,
(Consultado en abril 2009).

130.Universidad de Extremadura, Facultad de Ciencias, Area de Edafologia y Quimica
agricola Multimedia en internet. [UEX]. 2009. Multimedia en internet.
http://www.unex.es/edafo/ECAP/ECALSPFDensidad.htm, (Consultado en abril de
2009).

131.Universidad de Malaga [UMA]. 2008. Multimedia en internet. http://www.uma.es,
(Consultado en abril 2009).

132.Véasquez-Garibay, E.M., Romero-Velarde, E., Napoles-Rodriguez, F., Nufio-Cosio,
M.E., Trujillo-Contreras, F., Sdnchez-Mercado, O. 2002. Prevalencia de deficiencia de
Hierro y Yodo, y parasitosis en nifios de Arandas, Jalisco, México. Salud Publica de
México, 44, 195-200.

133.Wang, J., Huang, C.P., Pirestrani, D. 2003. Interactions of silver with wastewater
constituents, Water Research, 37, 4444-4452,

134.Warren, K. 1990. An integrated system for the control of the major human helminth
parasites. Acta Leidensia, 59,433-442.

135.Wikiwater. S.A. de C.V. 2017. Multimedia en internet. Documento informativo:;Por
qué usar desinfeccion? http://www.wikiwater.fr/e18-el-tratamiento-del-agua-por.html.
(Consultado en enero de 2017).

136.Ximénez-Garcia, R. 2010. Las parasitosis intestinales en México, 12 ed., Cuadernos de
la  Fundacibn Mexicana para la Salud, Multimedia en internet.
http://www.funsalud.org.mx/quehacer/publicaciones/cuaderno36/cuaderno36.pdf
(Consultado en septiembre de 2010).

l'\dl
1

Doctorado en Ingenieria, UNAM


http://www.wikiwater.fr/e18-el-tratamiento-del-agua-por.html

UM M&: Anexo |
POSG , DO

Ingenieria

8 ANEXO I

Ciclos de vida

8.1 Ciclo de vida de Toxocara canis

El ciclo de T. canis es indirecto, ya que puede incluir la participacion de hospederos
intermediarios e inclusive de algunos que pueden funcionar como paraténicos, los cuales
permiten el desarrollo parcial del helminto; siendo ésta una adaptacion para garantizar la
supervivencia y transmision a sucesivas generaciones de sus hospederos intermediarios y
eventualmente del definitivo.

La relacion helminto-hospedero es estrecha inferida a través de la existencia de ciclos de
vida acoplados, lo cual denota una alta adecuacion etioldgica del helminto con el
hospedero. (Kennedy, 2005).

El ciclo de vida (Figura 7.1) se inicia cuando las hembras de T. canis depositan sus huevos
en el intestino delgado del hospedero, los cuales se liberan con las heces (en forma de
huevo) y que tienen una alta viabilidad, asi como resistencia de inclusive afios, ya sea en el
ambiente o en un hospedero que le brinda condiciones 6ptimas de temperatura, humedad y
oxigeno. Asi entonces se desarrollara al siguiente estadio conocido como la larva L-2 (ain
dentro del huevo).

Los perros (hospedero definitivo) adquieren la toxocariasis de varias formas: por ingestién
de huevos embrionados, infeccion intrauterina por el paso de L2 de la placenta al feto,
ingestion de L2 viables en la leche materna asi como de L3 contenidas en las heces de los
cachorros, donde éstas Ultimas no requieren de la migracién hepato-pulmonar para llegar a
su madurez. En los cachorros menores de tres meses, las larvas pasan por via linfatica o
sanguinea a los ganglios linfaticos o al higado en donde contintan su migracion al corazén
y pulmones. En algunos casos las larvas pasan por los bronquios, traquea y esofago,
mientras que intestino delgado se realiza la siguiente muda dando lugar a la cuarta larva la
cual crece y coOpula. De cuatro a cinco semanas después se cierra el ciclo al liberar
nuevamente los huevos a través de las heces (De la Fé et al., 2007).

En caso de que los huevos de T. canis sean ingeridos por hospederos no canidos, las larvas

penetran al epitelio mucoso; pero tiempo después quedan en una fase de desarrollo
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restringido en el tejido. No obstante que las larvas no muestran un desarrollo o

diferenciacion morfoldgica, son incapaces de completar su ciclo de vida y mantienen un
metabolismo activo mostrando un comportamiento migratorio regularmente hacia el
musculo y tejido nervioso. Sus recorridos por todo el cuerpo en esta fase y dan como
resultado el estado clinico denominado “larva migrans visceral” o “larva migrans ocular”.
Los gusanos adultos viven aproximadamente cuatro meses en la porcion proximal del
intestino delgado, donde las hembras adultas producen una cantidad de huevos por dia
(hasta 1.5 millones) de huevos no son embrionados los cuales no se encuentran en fase
infectiva (en desarrollo). En condiciones favorables los huevos depositados en el suelo lo
hacen en un periodo de dos a seis semanas, los cuales constituyen la forma infectiva para el
perro y otros hospedadores, incluido al hombre que también la puede adquirir, donde es
comudn encontrarlos en agua residual, alimentos mal lavados y callejeros y en parques
publicos. (Reyna et al., 2007; Quiroz, 1984).

Existe otra via, la cual es de tipo perinatal, donde los huevos ya con el embrién pasan al
duodeno, eclosionan y liberan larvas de segundo estadio (L2) que atraviesan la pared
duodenal y alcanzan el higado, a través del sistema porta llegan al corazén y de ahi a los
pulmones, posteriormente ascienden por el tracto respiratorio ya convertidas en larvas de
tercer estadio (L3), estas son deglutidas y pasan nuevamente al intestino delgado donde
sufren la cuarta y ultima muda que constituye el paso a la fase adulta. EI macho y la hembra
copulan, esta tltima pone huevos que salen con las heces. En los adultos este ciclo se cierra
en muy pocos casos debido a que las L2 se quedan en los tejidos. (De la Fé et al., 2007). Lo

anterior, se ejemplifica en la Figura 8-1.
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Figura 8-1. Ciclo de vida de Toxocara canis

8.2 Ciclo de vida de Ascicaris lumbricoides

El ciclo de Ascaris es directo, donde el cerdo es el hospedero definitivo, La hembra
fecundada cuyo habitat es el intestino delgado deposita los huevos que son expulsados
junto on las materias fecales, no son infectantes de inmediato, ya que para serlo deben
efectuarlo en condiciones favorables. EI huevo sufre division blastomérica hasta formar la
larva moévil (L1) y luego el segundo estadio que ya es infectante, donde una vez ingeridos
Ilega al duodeno donde son atacados por los jugos gastricos dejando en libertad a las larvas.
Ellas penetran a la mucosa duodenal empleando el torrente sanguineo y dirigiéndose hacia
el higado y posteriormente llegando a los pulmones, hasta que quedan atrapados en los
capilares pulmonares. Ahi penetran en los alveolos ascendiendo al duodeno por bronquios y
faringe. Una vez mas las larvas son deglutidas volviendo nuevamente al duodeno donde

terminan su proceso madurativo diferenciandose en macho y hembra. Luego del cépula
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aproximadamente dos meses después del elemento infectante los huevos son expulsados

con la materia fecal, donde condiciones como una adecuada presencia de oxigeno,
humedad, sombra y suelos arcillosos promueven su larvado. A pesar de ello el organismo
es resistente a bajas temperaturas, desecacion, acidos fuertes, formol; de hecho, en suelos
sembrados se ha registrado su persistencia de hasta 12 afios. La desecacion del sustrato en

combinacidén con las corrientes de viento suele fomentar su dispersion, lo cual se observa
en el ciclo de vida (Figura 8-2).

Penetra en los alveolos, asciende
hasta la garganta y es nuevamente
tragada, y llega al intestino delgado,
7 donde se desarrolla como adulto.

Ingestion de los huevos
infectantes o

0 Adultos /
en el intestino [f

delgado

En funcion de las
condiciones
ambientales,

las larvas pueden e
estar desarmrolladas
en dos semanas

Alcanza los
pulmones

por el torrente
sanguineo

Los huevos fértiles comienzan G
su desarmrollo en funcién de las Huevos no fel'!lllzado?
condiciones ambientales que no se desarrollarin

Tomado de CDC, (2012)

Figura 8-2. Ciclo de vida de Ascaris lumbricoides.

4
1

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Anexo Il

Ingenieria

9 ANEXOII

Técnicas de caracterizacion fisica y fisicoquimica de los materiales empleados

Los procedimientos se efectuaron de acuerdo a las metodologias empleadas en Bazan et al.
(2000), Buitrago et al. (2004) y UEX (2009).

9.1 Caracterizacion fisica

Densidad real

Se designa con este término a la relacion masa/volumen existente en la fase sélida de un
compuesto (UEX. 2009).

Para su calculo se empled la siguiente técnica:

1.-Se pesa un matraz aforado de 100 ml vacio.

2.-Se adicionan 10 g de muestra.

3.-Se llena hasta tener la mitad del recipiente agua destilada.

4.- Se agita suavemente en forma de ocho o circularmente (de manera horizontal) durante
dos minutos con el objetivo de sacar todo el aire contenido en el material y el ocasionado
por el mezclado.

5.- Dejar reposar por un tiempo aproximado de tres a cinco minutos.

6.- llenar el matraz hasta el aforo.

7.- Pesar el matraz con la muestra y el agua por separado se pesa el matraz solamente con
agua.

Se calcul6 a partir de la ecuacion siguiente:

S
S+A—-(s+a)

Densidad real =

Donde:

S = masa de la muestra sola (g)

A = masa del agua sola ()

s +a =masa de la muestra y agua ()
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Densidad aparente

Refleja la masa de una unidad de volumen de material seco y no perturbado que incluye
tanto a la fase sélida como a la gaseosa englobada en ella (Universidad de Extremadura
[UEX]. 2009). El valor obtenido es muy variable, ya que depende del volumen de los poros
segun sea el material. Si el material es compacto la densidad sube. Su valor nos permite
establecer equivalencias entre las relaciones masa/masa y masa/superficie (UEX, 2009)

El procedimiento es el siguiente:

1.-Se pesa una probeta vacia del volumen requerido de acuerdo a la cantidad de material
empleada.

2.-Agregar material al cual se le determinara la densidad hasta el limite sefialado de la
probeta.

3.- Se elimina el espacio existente entre el material por la técnica de “golpeado”, o también
conocida como la 10-10; la cual consiste en golpearlo ligeramente 10 veces sobre la mesa a
una distancia de 10 cm.

4.-Agregar lo que falte para completar los 10 o0 100 ml de la muestra.

5.- Pesar la probeta con la muestra y proceder a calcular como sigue:

. A-B
Densidad aparente = —~

Donde:

A= masa de la probeta mas el agregado (g)

B= masa de la probeta vacia (Q)

V= volumen (mL)

Porcentaje de porosidad

Se utiliza su valor para dar una idea de la estructura general del medio, ya que refleja el
dominio natural de las fases liquida y gaseosa del suelo, donde la primera limita el espacio
ocupado por la segunda. Depende de la textura, estructura y a lo largo del tiempo se vera
modificada de la actividad bioldgica que pueda desarrollarse en ella. Se encuentra dada por
el porcentaje de huecos existentes en el mismo frente al volumen total (UEX, 2009).

Con los resultados obtenidos de la densidad aparente y la densidad real, se calcula el

porcentaje de espacio poroso existente en la muestra, calculandose como sigue:

Densidad aparente]

% de Porosidad = 100 [1 ~ “Densidad real
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Permeabilidad

Para su determinacion se llevo a cabo el ensayo de Lefranc modificado, el cual se emplea
para medios permeables o semipermeables de tipo granular. El valor obtenido refleja la
capacidad de un material para captar una cantidad de liquido, ya sea con carga constante o
variable partiendo de un material seco a través de su nivel de admision (permeabilidad
méaxima) de acuerdo a tiempos y caudales expuestos. El aire expulsado se regula en el
medio de soporte, estabilizdndose a lo largo del tiempo (nivel y velocidad de descenso), lo
cual indica que ya se ha logrado un régimen permanente (permeabilidad promedio). (UEX,

2009). A continuacién se menciona el procedimiento seguido:

1.-Se pesa una cantidad de material 10 g y de manera paralela se vacia 50 mL a una
probeta.

2.- Se pesan ambos por separado peso seco.

3.- Se pone en contacto al material con el agua (hasta que quedé cubierto completamente) y
registrar la cantidad de agua.

4.- Se deja por un periodo de 30 segundos y se extrae todo el liquido con una pipeta de
punta fina.

5.- Se pesa la muestra. Por diferencia de pesos se obtiene la permeabilidad del material.

6.- La primera obtenida seré la permeabilidad méaxima.

7.- Debido a que cada material es diferente se debe llevar a cabo las repeticiones
correspondientes hasta observar una estabilizacion.

8.- El promedio existente entre las mediciones corresponde a la permeabilidad promedio
(+desviacion estandar).

9.- Se el valor final con respecto al tiempo corresponde al porcentaje de permeabilidad.
Calculandose como sigue:

Peso seco x 100

Permeabilidad Maxima = -
Peso humedo(méximo)

Peso seco x 100

Permeabilidad Promedio = -
Peso humedo promedio)

Do6nde:
Peso seco = (g)

Peso humedo = ()
Permeabilidad promedio = %
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Retencidn

Con los resultados obtenidos de la de la permeabilidad, se calcula el porcentaje de de
retencion existente en la muestra como se sefiala en el inciso anterior. Dicho fendmeno se
puede analizar con carga constante como el caudal que se necesita para mantener constante
el nivel o medir la velocidad y el tiempo de descenso del nivel de agua. Dicha propiedad se
fundamente en la capacidad de un material para retener un liquido con respecto al tiempo

(UEX, 2009) y se calculé como sigue:

(Pprom X 100)
P(max)

Retencion = — 100

Donde:
Pprom= Permeabilidad promedio en %
Pmax= Permeabilidad méxima en %
Conductividad hidraulica
Consiste en la velocidad en que el agua que fluye en un medio poroso, la cual es
directamente proporcional al gradiente hidraulico causado por el flujo (ley de Darcy)
(Quezada, 2010). Se evalué como:
Q=K xA x hL*

Donde:

Q = caudal (m*d™)

K = conductividad hidraulica (m d*)
A = 4rea (m?)

h= altura de agua (m)

L= largo de la muestra de suelo (m)

El procedimiento se sefiala a continuacion:

1.- Se coloca un volumen de material en el permeametro de carga constante

2.- Se adiciona un gasto (Q) constante a la entrada

3.- Se coloca una probeta de 1 L y se mide el Q a la entrada del sistema, en el desvio y a la
salida (balance de masa).

4.- Se registran los tiempos requeridos en llenar el volumen de la probeta.
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9.2 Caracterizacion fisicoquimica

Difraccion de rayos X

Es un método analitico empleado para la identificacion cualitativa de compuestos
cristalinos presentes en un sélido, (Universidad de Malaga [UMA], 2008; Skoog y Leary,
1994)

El equipo empleado fue un Siemens D5000 con tubo de Cu, radiacion Cu ko A=1.5046 y
filtro de Ni, en el intervalo angular de 0-90° en condiciones de operacion de 35 KV y 30
mA

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Emplea electrones en lugar de luz para formar una imagen y permite la visualizacién y
analisis morfoldgico de muestras biologicas y minerales con volumen. Tiene una gran
profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran parte de la muestra.
Es una técnica llevada a cabo al vacio, por lo cual no es posible introducir el agregado
metalico en polvo, se compactard (formado de pastillas), con un aglutinante y un
recubrimiento de una pelicula de carbono. (Skoog y Leary, 1994).

Anélisis multielemental
A partir de los analisis llevados a cabo con ayuda de la MEB con difraccion de Rayos X se
integré una tabla con el contenido cuantitativo (%) de los elementos quimicos que

componen al AM.

Flotacion por aireacion

La flotacion se emplea para separar particulas de una fase liquida. EI proceso consiste en la
introduccion de aire en el medio liquido. Las burbujas se adhieren a los solidos, y la
fuerza ascension que experimentan en conjunto la particula y burbuja de aire hace que
migren a la superficie. La formacion de una capa espumosa permite retirar el solido por
medio de un rascado superficial.

El procedimiento se sefiala a continuacion:

1.- El material fue triturado y molido para recuperar los didmetros de malla correspondiente

a -200 mallas +450 mallas

FaYal
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2.- A partir de una muestra de 2000 g y 1976.5 g provenientes de los AM (1y 2),
respectivamente.

3.- El material fue introducido en un equipo de flotacion marca Denver con celda de 7 L de
capacidad 'y operada en condiciones de agitacion de 2000  rpm.
4.- Las muestras se suspendieron para completar un volumen de pulpa (sélidos + agua del
grifo) de 6 L.

5.- Las muestras se acondicionaron con xantato amilico de potasio a 1mg kg™ de sélido por
un periodo de 5 minutos en ausencia de burbujeo de aire.

6.- Se adicion0 espumante a base de aceite de pino a razon de 1500 g m-3 de pulpa.

7.- Se burbujed aire a razén de 10 L min™, con formacion de burbujas de aproximadamente
2 mm de didmetro durante un periodo de 10 min, hasta no recuperar particulas en la

espuma.
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10 ANEXO 111

10.1 Técnicas helmintoldgicas empleadas

Aclaramiento

Se efectuo el procedimiento sefialado en Caspeta (2005), consistente en la exposicion a
soluciones graduales de glicerina con agua, la cual se sefiala a continuacion: Se coloco y
extendié al helminto en un portaobjetos, con una pipeta Pasteur se introdujo la mezcla de
glicerina 1:20 y se depositd nuevamente sobre una plancha caliente hasta evaporar la
mezcla, en seguida se llevé a cabo la introduccion de la mezcla con la misma relacion hasta
la evaporacion. Posteriormente se introdujo por las orillas del cubreobjetos la solucion 1:15,
hasta la evaporacion y con su respectiva repeticion. Se continua asi las siguientes
concentraciones 1:10, 1:5, 1:2 y 1:1; todas ellas con dos cambios de glicerina por paso, o en
su defecto se realiza el paso una sola vez de acuerdo al grado de aclaramiento.

Esta técnica fue utilizada con el objeto de poder apreciar con claridad algunas estructuras
importantes para la identificacién taxondémica precisa, por ejemplo: estructuras en los
huevos, filamentos o las estructuras de la boca del organismo. En la Figura 10-1 se observa
al ejemplar adulto empleado para la identificacidn taxondmica.

El estudio taxondmico de los helmintos, se realizé con base en las claves taxonémicas y

literatura especializada; Moravec (1998) y Caspeta (2005) respectivamente.

Figura 10-1. Parte dorso-ventral-anterior de hembra adulta de T. canis (aclarado) visto al Microscopio
estereoscopico (3x)
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11 ANEXO IV
Caracterizacion de los AM
11.1 Caracterizacion fisicoquimica de los AM
Tabla 11-1. Prueba de disolucién de los AM 1y 2 a tres horas (ICP-Ms)
AM;N AM;A AM;B AM;N AM,A Am,B
Elemento (ppm) X DE X DE X DE X DE N DE N DE
Al ND - 5397.77 526.56 370.72 486.42 ND - 2748.87 12343 160.60 23.70
Si ND - ND - ND - ND - ND - ND -
\" 2.07 0.13 181.55 42.14 20.96 17.02 0.60 0.60 ND - 46.20 0.32
Ti 2.33 0.06 32.23 6.25 17.88 8.09 0.75 0.75 0.97 0.79 13.16 2.59
Mn 61.33 16.84 11984.55 3112.32 897.43 1542.85 18.48 18.48 18221.93 5456.57 7.50 6.00
Cr 2.55 0.07 27.03 4.09 4.36 231 0.00 - 9.24 7.76 3.05 0.14
Co 0.92 0.21 76.74 16.76 14.96 24.27 ND - 40.36 13.10 0.47 0.15
Pb ND - 16844.66 1301.57 249.80 425.27 17.04 17.04 10471.60 12638.42 54.57 10.83
Ag 0.06 0.06 104.05 25.79 0.86 1.50 ND - 28.90 15.15 4.97 1.03
As 16.03 8.64 242.55 21.79 65.44 10.03 7.63 7.63 54.87 22.50 31.78 27.55
Zn 31.65 0.48 47256.18 3051.38 8387.77 14472.15 38.91 38.91 13856.88 3334.26 43.39 4.04
Cu 11.89 3.22 1334.02 181.55 433.12 704.50 1.48 1.48 714.00 803.39 36.01 7.91
Ni 4.37 1.60 307.57 86.73 37.57 63.23 5.61 5.61 152.58 54.34 1.84 0.76
Au ND - 0.58 0.91 0.68 0.48 ND - 0.53 0.92 0.64 0.45
Y 47.16 12.88 41.55 31.44 30.86 19.84 43.48 43.48 72.35 9.77 190.03 83.62
Zr ND 0.00 1.23 0.18 1.19 0.04 0.89 0.89 0.84 0.73 1.49 0.03
Hg 0.46 0.62 1.56 1.41 9.88 6.09 ND - 0.42 0.72 3.06 2.55
Nd 0.00 - 13658.33 2621.54 1143.22 1941.25 18.18 18.18 16971.02 719.45 185.19 95.46
AMN-= Agregado mineral en solucién neutra; AMA = Agregado mineral en solucién acida; AMB = Agregado mineral en solucion béasica
Tabla de elaboracion propia
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Continda Tabla 11-1. Prueba de disolucién de los AM 1y 2 a tres horas (ICP-Ms)
Na 23.69 8.55 18.80 6.72 235.65 33.32 22.30 7.96 27.25 10.83 70.21 55.13
Mg 10.44 2.46 333.44 64.81 10.36 2.82 23.82 19.52 468.05 35.31 9.85 2.49
K 8.95 3.97 12.43 2.76 5.54 1.51 15.18 2.66 22.62 8.93 2.84 0.86
Ca 14.77 2.94 1259.86 137.78 11.56 0.91 32.90 24.09 978.23 113.79 14.11 12.23
Sr ND - 0.20 0.17 ND - ND - 1.06 0.43 ND -
Ba 0.21 0.04 0.84 0.12 0.23 0.04 0.20 0.01 0.76 0.21 0.46 0.20

AMN-= Agregado mineral en solucién neutra; AMA = Agregado mineral en solucién acida; AMB = Agregado mineral en solucion basica

Tabla de elaboracion propia
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Tabla 11-2. Prueba de disolucion de los AM 1y 2 a tres meses (ICP-Ms,
Elementos AM1N AM1A AM2N AM2A AM2B
Al 1.78 0.87 14314.41 17697.19 115.11 63.34 5.05 8.75 6.3 2.76 120.1 44.93
Si 29.14 50.47 224.87 206.17 340.47 117.42 ND - 0 0 251.49 420.73
Vv 4.37 2.23 227.76 382.13 36.14 214 2.62 2.93 18.99 11.85 40.66 31.39
Ti 29.23 8.39 62.83 47.4 76.8 37.23 9.82 5.02 13.33 14.39 40.95 59.07
Mn 21.87 19.76 14052.95 5757.4 112.92 115.46 15044.85 25863.16 22603.37 3324.34 6.73 1.48
Cr 1.84 0.15 243.97 206.97 6.26 2.61 1.82 0.42 7.08 1.09 4.01 1.92
Co 0.99 0.56 194.26 73.45 1.05 0.64 50.46 83.73 110.65 18.4 0.09 0.16
Pb 0 0 47074.83 49836.12 100.47 27.41 213.01 296.77 547.65 796.15 143.97 52.85
Ag 1.48 0.89 86.08 56.45 81.58 37.31 1.66 1.89 16.73 9.24 84.63 63.49
As 12.48 10.32 49.11 33.36 349.21 72.56 6.12 8.44 22.07 30.58 154.88 185.1
Zn 136.78 130.49 47005.08 29264.79 97.92 37.57 8713.48 15076.06 2529.06 2796.67 48.48 33.28
Cu 8.06 5.4 1490.68 2556.92 54.69 7.57 4.13 4.05 16.57 1.08 115.11 111.68
Ni 44.87 52.52 851.96 55.46 0.87 0.39 187.99 268.8 906.33 67.78 5.08 3.53
Au 33.33 11.55 40 26.46 60 84.85 23.33 20.82 53.33 75.72 100 88.88
Y 23.41 34.63 304.36 130.43 45.14 19.72 108.16 31.92 136.24 98.73 73.41 13.23
Zr 0.28 0.49 ND - 0 0 33.33 5.77 3.34 5.77 26.69 43.74
Hg 0 0 ND - 0 0 0 0 1.94 3.36 17.57 8.25
Nd 36.13 62.24 313.43 264.03 5.23 3.91 12.06 19.34 19.75 29.35 40.96 36.79
Na ND - 344.65 112.4 304.29 7.83 ND - 20.97 4.88 181.64 24.48
Mg ND - 6.39 0.12 11.87 10.36 ND - 565.69 73.19 4.48 2.26
K ND - 5.28 0.6 9.28 0.5 ND - 17.52 5.08 5.7 4.74
Ca ND - 20.22 1.89 14.02 3.83 ND - 1240.19 195.64 6.14 3.4
Sr ND - 0 ND 0 0 ND - 1.5 0.87 0 0
Ba ND - 0.18 0.06 0.19 0.02 ND - 0.67 0.08 0.13 0.22
AMN-= Agregado mineral en solucién neutra; AMA = Agregado mineral en solucién acida; AMB = Agregado mineral en solucion basica
Tabla de elaboracién propia
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Tabla 11-3 Normatividad mexicana aplicable al AM (ensayos en medio &cido a tres horas)
NOM-002- NOM-003- NOM- NOM-052- AM1 AM2 Conclusion
NOM-001-SEMARNAT-1996 SEMARNAT- SEMARNAT- 127- SEMARNAT-
1997 1997 SSA1- 1993
1994
Rios Embalses naturales  Alcantarillado Embalses
y artificiales naturales y
Uso en riego Agricola  Uso publico urbano  Proteccion Uso en Uso artificiales
vida riego publico
acuatica Agricola  urbano
P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D.
Ag NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 5 104.05 28.9 Restringido
Al NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.20 NE 5397.77  2748.87  Restringido
As 0.2 04 01 0.2 0.1 0.2 04 0.1 0.5 0.75 04 0.05 5 242.55 58.47 Si supera
Au NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.58 0.53 No
Especificado
Ca NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 1259.86 978.23 No
Especificado
Co NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 76.74 70.36 No
Especificado
Cr 1 15 0.5 1 0.5 1 15 0.5 0.5 0.75 15 0.05 NE 27.03 9.24 Si supera
Cu 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 10 15 0.4 2 NE 1334.02 714 Restringido
Hg 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01  0.015 NE NE 0.46 1.56 0.42 No
Especificado
K NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 12.43 22.62 No
Especificado
Mg NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 333.44 468.05 No
Especificado
Mn NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.30 NE 11984.55 18221.93  Restringido
Nd NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 13658.33  16971.02 No
Especificado
Na NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 200 NE 18.8 27.25 No
Especificado
Ni 2 4 2 4 2 4 2 4 4 6 2 NE NE 307.57 152.58 Si supera
Pb 0.5 1 0.2 0.4 0.2 0.4 0.5 1 1 15 0.5 0.025 5 16844.66  10471.6 Si supera
Sr NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.2 1.06 No
Especificado
Ti NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 32.23 0.97 No

Especificado
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Contintia.- Tabla 11-3 Normatividad mexicana aplicable al AM (ensayos en medio &cido a tres horas)
Y NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 41.55 72.35 No
Especificado
Zn 10 20 10 20 10 20 10 20 6 9 10 5 NE 47256.18 13856.88 Si supera
Zr NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 1.23 0.84 No
Especificado

En todos los casos concentracion expresada en (mg/L™) v las cifras significativas contenidas en norma; NE= No especificada; ND=No
determinada; PM=Promedio mensual;
Tabla de elaboracién propia
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Tabla 11-4 Normatividad mexicana AM en medio bésico a tres horas
NOM-002- NOM-003- Nl(gg/l NOM-052-
NOM-001-SEMARNAT-1996 SEMARNAT- SEMARNAT- SSA1- SEMARNAT-  AM1 AM2 Conclusién
1997 1997 1993
1994
Rios Embalses naturales
y artificiales Embalses
Proteccion Uso en Uso Alcantarillado naturales y
Uso en riego Agricola  Uso publico urbano vida riego publico artificiales
acuatica Agricola  urbano
P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D. P.M.  P.D.
Ag NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 5 0.86 4,97 No
Especificado
Al NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.20 NE 370.72 160.6 e
Especificado
As 0.2 0.4 0.1 0.2 0.1 0.2 0.4 0.1 0.5 0.75 0.4 0.05 5 65.44 31.78 Si supera
No
Au NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.68 0.64 Especificado
Ba NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE No
Especificado
Co NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 14.96 0.47 N
Especificado
Cr 1 15 0.5 1 0.5 1 15 0.5 0.5 0.75 15 0.05 NE 4.36 3.05 Si supera
Cu 0.4 0.6 04 0.6 04 0.6 0.4 0.6 10 15 0.4 2 NE 433.12 36.01 Restringido
No
Hg 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01 0.02 0.005 0.01 0.01  0.015 NE NE 0.46 9.88 3.06 Especificado
K NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 5.54 2.84 NO
Especificado
Mg NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 10.36 9.85 No
Especificado
No
Mn NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 0.30 NE 897.43 [25) Especificado
Nd NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 114322  165.35 NO
Especificado
Na NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 200 NE 235.65 70.21 NO
Especificado
Ni 2 4 2 4 2 4 2 4 4 6 2 NE NE 37.57 1.84 Restringido
Pb 0.5 1 0.2 0.4 0.2 0.4 0.5 1 1 15 0.5 0.025 5 249.9 54.57 Restringido
Ti NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 17.89 13.6 No

Especificado

Tabla de elaboracién propia
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ContinGa Tabla 11-4 Normatividad mexicana AM en medio basico a tres horas

\Y NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 20.96 46.2 '\.IO.
Especificado

Y NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 30.86 190.03 No Sefialado

Zn 10 20 10 20 10 20 10 20 6 9 10 5 NE 8387.77 43.39 Si supera

Zr NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 1.19 1.49 No Sefialado

En todos los casos concentracion expresada en (mg L™) v las cifras significativas contenidas en norma; NE= No especificada; ND=No

determinada; PM=Promedio mensual
Tabla de elaboracién propia
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Tabla 11-5.Memoria del ICP-MS

Elementos Referencia (NaOH) o Referencia (H,SO,) o] Sol neutra (o]
Al 271.26 7.12 71.90 66.90 2.2 1.3
Au 286.66 5.77 105 57.66 40 0.02
Y 97.10 2.58 21.04 26.59 63.19 14.56
Ti 21.23 0.85 8.99 4.49 12.8 0.15
Cu 4.20 1.89 16.32 3.27 9.31 2.65
As 3.49 0.28 2181.82 2176.97 10.64 2.15
Mn 3.15 2.73 6.11 8.90 19.46 4.81
\') 1.95 1.31 7.43 11.40 2.86 0.6
Cr 1.75 1.25 9.56 2.08 1.97 1
Nd 1.18 1.02 2.27 2.27 1.08 0.09
Ag 0.66 0.07 8.48 4.67 1.34 0.12
Ni 0.023 0.04 0.01 0.02 19.4 9.56
Co 0 0 0.15 0.27 1.62 1.45
Hg 0 0 0 0 0 0
Pb 0 0 61.82 80.04 0 0
Si 0 0 0 0 0 0
Zn 0 0 47.35 20.95 39.79 8.47
Zr 0 0 0 0 0 0

Tabla de elaboracién propia
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12 ANEXO V
12.1 Memoria fotogréafica de Toxocara canis
gmL* 0.01 0.05 0.1 0.5 1
30
60
90
120

Figura 12-1. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con Ag” (MO) 40X y 10X
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gmL? 0.01

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-2. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con AgNO; (MO) 40X y 10X
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gmL™*

3gotas L™

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

7 gotas L™

20 gotas L™

Inmersién en
la solucién
de plata coloidal

Figura 12-3. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con plata coloidal Agl+y Ag0 (MO) 40X
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gmL™? 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min
L 5

Figura 12-4. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con plata coloidal Ag,0O (MO) 40Xy 10X
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gmL?

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-5. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con Cu (MO) 40X

235

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Anexo V

U
POSGR

gmL* 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-6. Efecto progresivo experlmentado en los huevos de T. canis con CuSO, (MO) 40Xy 10X
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gmL? 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-7. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con CuO (MO) 40X
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gmL™? 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-8. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con Cu,0 (MO) 40X

238
Doctorado en Ingenieria, UNAM




PO SGR/4DO
4 Ingenieria
g mL™* 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-9. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con Fe (MO) 40X
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gmL* 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

.

Figura 12-10. Efecto progresivo experimentado en los huevos de T. canis con Fe,O; (MO) 40X
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120 min

150 min

180 min
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Figura 12-12. Efectb_prog resivo experimentado en los huevos de T. canis con FeS, (MO) 40X y 10X
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12.2 Memoria fotografica de Ascaris lumbricoides

gmL* 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-13. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Ag por Microscopia Optica 40X y 10X
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gmL” 3 gotas L* 7 gotas L™ 20 gotas L* e solucion
de plata coloidal
= B N . B
90 min
120 min
150 min
180 min

Figura 12-14. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con plata coloidal por Microscopia Optica 40X
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gmL™ 0.01 0.05 0.1 05
30 min
60 min
90 min
120 min
150 min
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| 2 7 . J
Figura 12-15. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Ag,O por Microscopia Optica 40X
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gmL™ 0.01 0.05 0.10 0.50 1.00 2

30 min

60 min

90 min

120 min

150 min

180 min

Figura 12-16. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con AgNO; por Microscopia Optica. 40X
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Figura 12-17. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Cu por Microscopia Optica 40X
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Figura 12-18. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con CuSO, por Microscopia Optica. 40X
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30 min
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Figura 12-19. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Cu,O por MO 40X
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Figura 12-20. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con CuO por MO 40X
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Figura 12-21. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Fe por Microscopia Optica 40X
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Figura 12-22. Efecto progresivo experimentado en los huevos de A. lumbricoides con Fe,O; por Microscopia Optica 40X
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AM;-HAL-SA AM;-HAL-CA AM,-HAL-SA AM,-HAL-CA SiO,-HAL-SA SiO,-HAL-CA

30

60

90

120

150

180

HAL=Huevo de Ascaris lumbricoides; HTC=Huevo de Toxocara canis; SA= Sin Agitacion; CA= Con Agitacion;
Figura 12-23 Ensayos de medios pétreos en condiciones SA'y CA para HAL
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AM;-HTC-SA AM-HTC-CA AM,-HTC-SA AM»-HTC-CA SiO,-HTC-SA SiO,-HTC-CA

30

60

90

120

150

180

HAL=Huevo de Ascaris lumbricoides; HTC=Huevo de Toxocara canis; SA= Sin Agitacién; CA= Con Agitacion;

Figura 12-24 Ensayos de medios pétreos en condiciones SA'y CA para HTC
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13 ANEXO VI

Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los AM

13.1 Determinaciones cualitativas y cuantitativas del AM

Difractometria de Rayos X (DFRX)

A continuacion se muestran los difractogramas obtenidos para los dos AM examinados que
contribuyeron a determinar la composicion mineraldgica cualitativa de los agregados
empleados en el presente trabjao. El equipo empleado fue un Equipo Siemens D5000 con
tubo de Cu, radiacion Cu ko A=1.5046 y filtro de Ni, en el intervalo angular de 0-90° en
de operacion de 35 KV y 30 mA.

1 1 1 I 1 1 1 I 1 1

condiciones

|

, | ]
g ) | | L ‘ I ‘ k
= ‘ﬂ“f—.‘rw’r—“"f‘ﬁ‘f‘v‘r“v—#l‘*‘?“vl‘v'x*'-‘er'r'*ﬁ‘Tl‘tU'[\Jl "/—'71*4 "?“Lf‘\' ';,“'v‘--rer vt e e Y'fb' 7‘Err‘vw t trr iy

Figura 13-1. Difractograma del AM; (de 1-90°)
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Figura 13-2. Difactograma perteneciente al AM, (de 1-90°)
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UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION

FACULTAD DE QuimIcA - UNAM

LAB. DE FLUORESCENCIA DE RAYOS X

VNIVERZDAD NACJONAL
AVFNMA DE
Mexico US.A.L

Resultados de Analisis por Fluorescencia de Rayos X:

Responsable: Dr. Victor Manuel Luna

No. de muestras analizadas: 2

Solicitudes: 9283, 9284

Fecha de analisis: 28 de junio de 2011

Equipo: Espectrometro de Fluorescencia de Rayos X SRS3000

Método de preparacion de la muestra: Perla preparada con una mezcla 67:33 de Tetraborato de litio/Metaborato de litio al 50%

Tipo de analisis desarrollado: Cuantitativo

Programa analitico: USAIMO7

Muestra %Si0; | %TiO: | %ALO; | %Fe;03 | %MnO [ %MgO | %CaO | %Na;0 | %K:0 | %P;0s | Suma | PXC

AM1 91.694 | 0.142 3.027 2.491 0.049 0.695 0.961 -0.238 1.126 | 0.018 99.96 | 1.29%
AM2 63.412 | 0.548 9.186 12.957 0.186 5.938 5.190 1.294 1.185 | 0.074 | 99.97 | 6.75%

Nota: La muestra se llevd a base calcinada como tratamiento previo a la preparacién de la perla. En la tabla se reportan anexos los datos de cada muestra

correspondiente a la pérdida por calcinacion (PXC).

Realizd: Victor Hugo Lemus Neri -/

M. en C. Nayeli Ldpeg, Balbiaux

Av. Uni

idad 3000, Cd. Uni

ia, Circuito Escolar, Facultad de Quimica Edif. “B”
Tel.: Lab. 56.23.25.23, Ofna. 56.23.25.21 y Fax 56.23.25.22

Figura 13-3 Caracterizacién del AM1 por medio de AFRX
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FACULTAD DE QUIMICA - UNAM
UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION
LAB. DE FLUORESCENCIA DE RAYOS X

VNIVER4DAD NACJONAL
AVFN'MA DE
Moxco U.S.A.L
Resultados de Anilisis por Fluorescencia de Rayos X:
Responsable: Dr. Victor Manuel Luna
No. de muestras analizadas: 2
Solicitudes: 9283, 9284
Fecha de analisis: 27 de junio de 2011
Equipo: Espectrometro de Fluorescencia de Rayos X SRS3000
Método de preparacion de la muestra: Tableta prensada con 10% de Cera
Tipo de Analisis desarrollado: Cuantitativo
Programa analitico: Traza04
Muestra Rb St Ba Y Zr Nb \4 Cr Co Ni Cu Zn Th Pb
AM1 41 12 237 4 18 -1 56 -716 11 25 123 1438 -141 562
AM2 32 106 151 8 139 0 153 -2142 30 64 320 9078 -156 850

Nota 1: Los resultados se muestran en ppm. Nota 2: Las muestras fueron llevadas a base seca como tratamiento previo a la lectura de las muestras.

Realizé: QFB. Victor Hugo Lemus Neri [ M. en C. Nayeli Lipes, Balbianx

Av. Universidad 3000, Cd. Universitaria, Circuito Escolar, Facultad de Quimica Edif. “B"
Tel.: Lab. 56.23.25.23, Ofna. 56.23.25.21 y Fax 56.23.25.22

Figura 13-4 Caracterizacion del AM2 por medio de AFRX
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14 ANEXO VII

14.1 Ensayos de larvado de HTC y HAL para agentes metalicos

Tincion Incubacion
100 100
90 20
80 w 80
w Q
§ 70 :g 70
o K
3 5 e
Q
g 60 §
3 . 50
3 %0 <
S 9 40
)
i 40 i 0
8 30 3 J_
b ES 20 A
20 - |
10
10 -
0 -
0 - 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2
0.01 0.05 0.1 0.5 1 2g/mL g/mL
[ | il [ | il n i [ | i [ | i | | i [ | i
=30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min  Testigo 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min Testigo
100 100
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80 80
70 70
o o
H g
8 60 S 60
= -
§ 50 § 50
z z
g 40 8 40
x ®
30 30
20 20
10 10 -
0 o -
0.01 0.05 0.1 0.5 1 2 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2g/mL
g/mL
30 min M 60 min ®90 min M 120 min M 150 min 180 min W Testigo M 30 min M 60 min 90 min M 120 min M 150 min 180 min W Testigo

Figura 14-1 Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a plata coloidal.
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Tincion Incubacion
100 100
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“ ]
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= 3
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3 S
40 - 40
z 2
] S 3
ES 30 ES
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0.01 0.05 0.1 0.5 1 2 g/mL 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2 g/mL
m 30 min m60 min 90 min H 120 min 150 min 180 min " Testigo W30 min W60 min M 90 min W 120 min W 150 min 180 min m Testigo

Figura 14-2.1nactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Ag,0O
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Tincion Incubacion
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g g
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3 3 3 3
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Figura 14-3. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a AgNO;
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Tincion Incubacion
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m 30 min M 60 min ® 90 min W 150 min m 180 min m2 M Testigo =30 min 60 min 90 min

Figura 14-4.Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Fe
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Tincion Incubacion
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Figura 14-5. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Fe,S
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Figura 14-6. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Fe,0;
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[
Figura 14-7. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Fe,SO,
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Tincion Incubacion
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Figura 14-8. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Cu

266

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Anexo VII

PO s%ll?%l%\g 2

Ingenieria

TIncion Incubacidn
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Figura 14-9. Inactivacion de HTC y HAL ante la exposicion a Cu,0O
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100
100 —
90 %
80 80
o 70 - ]
$ g 0
o 'a
£
5 60 -§ 60
S £
3 E
< 50 < 50
H <
9 L
2 404 z 40
2 ]
xR 30 X 30 A
20 - 20 -
10 A 10 A
0 - 0
30 min ¥ 60 min 90 min 120 min 150 min #1180 min H Testigo 30 min H 60 min 90 min M 120 min 150 min = 180min = Testigo
100 100
90 90
80 80
@ 70 4 " 70
< c
8 60 4 S 60 -
= =
§ 50 - $ 50 4
z >
a a
g 40 A g 40
ES
30 A B 30 -
20 - 20
10 - 10 -
0 - 0 -
0.01 0.05 0.1 0.5 1 2 g/mL 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2 g/ml
30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min u Testigo M 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min W Testigo

Figura 14-10. Inactivacién de HTC y HAL ante la exposicién a Cu,SO,

268

Doctorado en Ingenieria, UNAM




Anexo VIII

Ingenieria

15 ANEXO VIII

15.1 Memoria de calculo del filtro
PROPIEDADES DEL AM1

Py [kg/m3]=1120

Prea [kg/m3]=1670

Porosidad (%) = 32.86
Permeabilidad promedio (%) = 13.85
Factor de esfericidad = 0.83

Conductividad hidraulica k [m3m2/d] = 15.4

El disefio corresponde a lo puntualizado en 5.5.1, donde se busca de acuerdo a lo sefialado

en 5.5.1un tiempo de residencia de 120 minutos y que a su vez no supere los 2 m de altura.

Calculo Teorico del filtro2 m (d = 2.00 mm)
r =0.635cm

Volimen disponible en la tuberia libre
Vol.disponible = w+1r? % L
[m3] =[] * [m] * [m] * [m]
[m3] = m* (0.00635m)(0.00635m) * 2m
Vol.disponible = 0.0002533 m3
Vol.disponible = 253 cm3
Vol.disponible = 2.53 *x 10™* m3

Masa de AM contenida en el filtro
masa ontenida en el filtro = (pyeq) (vol disponible sin material)

[kg] = | 9/ 3|+ m?]

kgl = 167059/ 5 |+ (2533 %x 107% m?)
real
masa contenida en el filtro = 0.4230 kg

Capacidad de contencion de agua para el filtro (experimental en saturacion)
Vol.libre para el agua = 83.23 mL

Volimen libre para el agua

o0
=\J
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Vol.libre para el agua = 83.23 mL

Gasto sugerido (Q)

Q = volumen disponible para rellenar el filtro /tiempo de residencia necesario
“90 min”

[mL/seg] = [mL]/[seg]
[mL/seg]| = (83.234 mL/(5400 seg)

~ Q sugerida = 1.54 x 1072 mL/Seg

Tiempo de residencia hidraulico 0
Tiempo de residencia hidraulico = Tiempo de residencia del agua /60

[seg] = [segl/[min/seg]
[seg] = [5400 seg]/[60 min/seg]
Tiempo de residencia hidraulico = 90 min

Caracteristicas finales del filtro y operacion
Tipo de flujo = continuo
Q: 1.54 X 10_2 mL/seg

Diametro = 1.27 cm
Longitud= 200 cm

Capacidad de tratamiento por condiciones de operacion
Capacidad de tratamiento de opeacién =

1.54 x 1072 mL/seg * factor de conversiéon

[mL/seg] = [seg/min] * [min/h] * [h/d] * [L/mL]]

Capacidad de tratamiento de opeacion =

1.54 x 1072 mL/seg * factor de conversion™ (60 seg/1 min)*(60 min/1 ha)*(24 h/L

d)*(1L/ 1000 mL)
Capacidad de tratamiento de operacion = 1.33L/d

Materia retenida

Materia retenida = pesode HH ss / d

lkg/m®] = =

h
Materia retenida = 8.1 X 10~°g * 19.97 ]

Materia retenida = 1.6 X 10~* g/d

fater]
=T
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Cinéticade degradacion esperada
Cinética de de degradacion = K20°(1.06)(Texp prom — 20)

K20° = 1.104/d (Obtenido de tablas)
Cinética de degradacion = (1.104)(1.6 x 10™* mg)(30 — 20)
Cinética de degradacion = 0.001806 mg/d

Cinética de degradaciéon = 1.8 x 1073 mg/d

Tiempo minimo de saturacion con sol experimental hh

Tiempo de visa por saturacion = volamen libre disponible /masa total
degradacion supuesta = 0%

m
Tiempo de saturacién = [83.23 g * 1000]/[1.20 x 10~* 7‘9]

Tiempo de saturacién = 514429.81 d

Tiempo de saturacion del sistema experimental (hh + agua destilada)
= 139.46 anos

Nota: El disefio del filtro solo considero la interaccion de agua destilada con los huevos de
helminto. No obstante, los resultados obtenidos en la memoria de calculo pueden
modificarse en funcion de las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas del influente.

Solidos totales retenidos hh hasta saturacion teorica del medio

Solidos totales retenidos = (Masa en tiempo de saturacion) * (t de saturacion)

) ) mg 1000 g
Solidos totales retenidos = —
d "~ 1mg

) % 50903.18 g/d

Sélidos totales retenidos = 83276.02 g de hh

hh retenidos hasta saturacion tebérica del medio

hh retenidos hasta satuaciéonl..16 x 1073 g de hh
= (hh por dia ) * (t de saturacién)

hh retenidos hasta satuacion = 19.97 hh * 50903.18 d)

l'\—ll
1
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hh retenidos hasta satuacion = 10162394

Capacidad de tratamiento (litros) calidad experimental

HH retenidos hasta satuacion

Capacidad de tratamiento =
p HH contenidos en un litro

Capacidad de tratamiento = 1016239497 hh/15h/L)

apacidad de tratamiento = 677492 L
Tiempo de agotamiento del filtro en funcién de la plata

Concentacion total de plata contenida en el filtro (2 m)

Concentacion total de plata contenida en el filto
= Peso del filtro * concentacién de plata

23mg

Concentacion total de plata contenida en el filtro = 0.423 kg *

Concentacion total de plata contenida en el filtro = 60.76 mg de Ag

Tiempo de agotamiento del filtro en funciéon de la plata

Ecuacion obtenida Y = 0.0007 x + 26.642

M=zl
m

26.642

M = 0.9988 * (26.642/—0.0007)
M = —-38012.90

K = constante de langmuir

L 263 x 10°°
M_ .

1
K=amEm

f\_12
1
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1
k=
—2.63 X 107 + (—38014.32)

k=-263 % 107 /d
masa = 0.423 g

Co =26.67mgde Ag/kg

26.67mg 26.61mg

X = ((0.1L)( r "

)/ (0.423 kg * 1000 * 1000)

X=1418 x 107>
Tiempo de agotamiento =TA
TA =1585d

TA = 4.34 anos

Operacion Maxima (Capacidad mdixima de tratamiento por diseiio)

Se evaluo6 con la apertura completa de las valvulas reguladoras (flujo maximo).

Gasto maximo de tratamiento por disefio
Q medido (maximo) = 1960 ml/38.011 min

did o 513 ml 1min
Q medido (maximo) = 51. — * 60seg
Q medido (maximo) = 0.855 mL/seg
Capacidad maxima de tratamiento por disefo
mL\ seg *min* hora * L
= (0855 ) «

seg/ minx hora*d *mL
Capacidad maxima de tratamiento por disefio = 73.872 L/d

Masa esperada teorica (sin degadacion)

1.07mg
p (hh) =—
Masa de hh = p (hh) = Vol

m
Masa esperada = 1'07Tg *73.872L/d

m
Masa esperada = Tg L /d
Masa esperada = 79.04 mg/d

Tiempo de saturacion a capacidad maxima de opeacion tedrica (sin degadacion)
Espacio disponible = 2.53 x 10™*m3

fater]
=T
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m
Tiempo de saturacion = (mg)/(79.04 7‘9)

Tiempo de saturacion = 2301.5d
Tiempo de saturacion = 6.30 afios

Cinéticade de degradacion esperada
Cinética de de degradacion = K20°(1.06)(Texp prom — 20)

K20° = 1.104/dia (obtenido de tablas)
Cinética de degradacion = (1.104)(284.259mg)(30 — 20)
Cinética de degradacion = 3138.22 mg/d

Tiempo de agotamiemto a capacidad maxima de operacién
Co =0.123mg de Ag/kg

masa = 0494 g

Co =0.0016 mg de Ag/kg

0.123mg 0.0016mg

X = ((40.608 L)( T T

)/ (0.494g * 1000)

X =0.009979

Tiempo de agotamiento = TA

mg 0.0016mg
TA = ((0.009979)(15.3977))/((0.4363 * (0'06T i T)

TA = (1110.04)(365 d)
Tiempo de agotamiento = 3.04 afios

Costo de construccion filtro

El material por si solo no tiene un costo, ni tampoco ningun uso posterior, por ello dentro
de la mina es retirado, acumulado, apilado y abandonado. Todo ello, debido a que el
contenido metalico solo contiene trazas de plata y el costo de explotacion es mayor a la
cantidad de plata contenida.

El material se me obsequid, pero en caso de requerirla para algin uso se manejé un precio

tentativo a negociar partiendo de $250/ton por lo tanto:

1.80 m de tuberia de PVC hidraulico de %in comercial (mayoreo) = $7.56
Material de empaque = $0.123

fater]
=T

Doctorado en Ingenieria, UNAM



Anexo VIII

PoSCRAR!

Ingenieria
Malla de retencion = $0.10
Cinturén plastico = $ 0.004
Costo total del filtro= $7.78

!
I
1.50m

1.83m

0.30m

- E=scala
00172 m 1l emiz 14 em

Figura 15-1 Esquema de vista y dimensiones a emplearse en el filtro desinfectante

=7
1
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16.1 Tablasy nomogramas
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Tiempo = 15 d; Q= 1.33 L d*; t=25 5 °C; Patm=587 mm Hg; dP=2 mm

Figura 16-1 Perfil de filtrado con respecto a la operacién AM; OD
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Tiempo =15d; Q=1.755 L d!; t=25 5 °C; Patm=587 mm Hg;dP=2 mm

Figura 16-2 Perfil de filtrado con respecto a la operacién del AM, OD
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Tiempo = 3 d; Q=60.048 L d*; t=25.5 °C; Patm=587 mm Hg;dP=2 mm
Figura 16-4 Perfil de filtrado con respecto a la operacion AM, OM
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100 +
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10 - = Pérdida de viabilidad

= Filtracion
0 T ——

T T T T i 1

0 20 40 60 80 100 120
Profundidad del lecho (cm)

AM; Tiempo = 15 d; Q= 1.33 L d%; t=25 5 °C; Patm=587 mm Hg; dP=2 mm
Ecuacion de ajuste para Filtracion: y = 0.012x? - 2.2067x + 102.19 R2 = 0.9859

Ecuacion de ajuste para Pérdida de viabilidad: vy = 11.64¢%%%26 R2=0.9294
Figura 16-5 Curva de operacion para AM,; en OD
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20

-20

20 40 60 80 100 120
=== Pérdida de viabilidad

=== Filtracion

Profundidad del lecho (cm)

AM, Tiempo = 15 d; Q=1.755 L d™; t=25 5 °C; Patm=587 mm Hg;dP=2 mm
Ecuacion de ajuste para Filtracion: y = 0.007x° - 1.645x + 94.969 R?=0.9845

Ecuacion de ajuste para Pérdida de viabilidad: ~ y = 20.01e®%* R2 = 0.9759
Figura 16-6 Curva de operacion para AM, en OD
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100
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AM; Tiempo =3 d Q=60.048 L d*; t=25 5 °C; Patm=587 mm Hg;dP=2 mm
Ecuacion de ajuste para Filtracion: y = -0.0041x° + 0.2134x + 100.8 ~ R?=0.9454

Ecuacion de ajuste para Pérdida de viabilidad: vy = 13.871¢%00% R2=0.8975
Figura 16-7 Curva de operacion para AM; en OM
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Figura 16-8 Curva de operacion para AM, en OM
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Tabla 16-1 Eficiencia del filtro empacado con AM; en OD para HTC

Profundidad Relacion 8 Eficiencia

10 1.18 15.55
20 1.5 33.33
30 1.95 48.88
40 2.5 60
50 5.62 82.22
60 7.5 86.66
70 15 93.33
80 45 97.77
20 45 97.77
100 - 100

Tabla de elaboracion propia

-=Indefinido

Tabla 16-2 Eficiencia del filtro empacado con AM; en OM para HTC

Profundidad Relacion Eficiencia

10 1.00 0
20 1.02 0
30 1.00 0
40 1.00 0
50 1.00 0
60 1.00 0
70 1.00 0
80 1.00 0
90 1.00 0
100 1.02 0.03
110 1.21 2.56
120 1.50 4.76
130 1.95 13.04
140 2.50 24.24
150 3.46 35.48
160 6.42 55.55
170 11.25 77.77
180 45 93.33
190 45 97.77
200 - 100

Tabla de elaboracion propia

-=Indefinido

D0
[=\>4
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Tabla 16-3 Eficiencia del filtro empacado con AM, en OD para HTC
Profundidad Relacion 8 Eficiencia
10 1.12 11.11
20 1.25 20.00
30 1.45 31.11
40 1.8 44.44
50 2.14 53.33
60 3.21 68.89
70 6.42 84.44
80 9 88.89
920 22.50 95.56
100 45 97.78
110 45 97.78
120 45 97.78
130 - 100
Tabla de elaboracion propia
-=Indefinido
Tabla 16-4 Eficiencia del filtro empacado con AM, en OM para HTC
Profundidad Relacion Eficiencia
10 1.00 0
20 1.00 0
30 1.00 0
40 1.00 0
50 1.00 0
60 1.00 0
70 1.00 0
80 1.00 0
90 1.00 0
100 1.00 0
110 1.00 0
120 1.05 4.44
130 1.15 13.33
140 1.32 24.44
150 1.55 35.56
160 2.25 55.56
170 4.50 77.78
180 15.00 93.33
190 45.00 97.78
200 - 100
Tabla de elaboracién propia
-=Indefinido

D0
[=\>4
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Parametros cinéticos correspondientes al modelo de Chick-Watson para A.
lumbricoides
Cu
Concentracion (g mL-1) K (particular) Ecuacién de ajuste para K n
0.01 0.1279 y =-0.0917x + 0.1389 -0.1800
0.05 0.1258 R?=0.9513
0.1 0.1597
0.5 0.078
1 0.0491
2 -0.0431
Cu,0
Concentracion (g mL-1) K Ecuacién de ajuste para K n
0.01 0.2292 y =-0.0937x + 0.2409 -0.2142
0.05 0.2348 R*=0.99
0.1 0.2436
0.5 0.1938
1 0.1488
2 0.0522
CuSO,
Concentracion (g mL-1) K Ecuacién de ajuste para K n
0.01 0.1683 y=-2E-17x + 0.1683 -0.1640
0.05 0.1725 R?=0.9789
0.1 0.1862
0.5 0.1698
1 0.1582
2 0.1423
Ag,0
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.306 y =-0.0645x + 0.3713 -0.0859
0.05 0.3183 R*=0.3804
0.1 0.4649
0.5 0.3268
1 0.3612
2 0.2148

FaYa)
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AgNO;
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.2439 y=-0.1129x + 0.2161 -0.1845
0.05 0.189 R?=0.8845
0.1 0.2312
0.5 0.1064
1 0.1168
2 -0.0042
Fe
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.1145 y =-0.0741x + 0.1029 -0.2384
0.05 0.0874 R*=0.9616
0.1 -0.1075
0.5 0.0522
1 0.0248
2 -0.0402
Fe,03
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.145 y =-0.1091x + 0.1206 -0.3318
0.05 0.1003 R?*=0.9739
0.1 0.1023
0.5 0.0599
1 0.0128
2 -0.0961
FeS,
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.00744 y =-0.1091x + 0.1206 -1.1554
0.05 0.0592 R*=0.9739
0.1 0.115
0.5 0.0197
1 -0.0166
2 -0.1297

FaYa)

Doctorado en Ingenieria, UNAM

[=\>4



poSCRARS

Anexo IX
Ingenieria
Ag coloidal
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n

0.01 0.0121 y =-0.1034x + 0.0182 R2= 1.3841
0.05 0.0076 0.9645
0.1 -0.0023
0.5 -0.0023

1 -0.0921

2 -0.1923

20
—_—J
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Parametros cinéticos correspondientes al modelo de Chick-Watson para T. canis

Concentracion (g mL-1) K (particular) Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.1726 y =-0.06x + 0.157 -0.2615
0.05 0.1184
0.1 0.0163
0.5 0.3264
1 0.0912
2 -0.0024
Cu,O
Concentracion (g mL-1) K Ecuacién de ajuste para K n
0.01 0.04546 y =-0.1031x + 0.0837 -0.1406
0.05 0.0572 R?=0.4572
0.1 0.0159
0.5 0.2085
1 -0.0586
2 -0.1432
CuSO,
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.1725 y =-2E-17x + 0.1683 -0.1786
0.05 0.1652 R*=0.9853
0.1 0.1525
0.5 0.1427
1 0.1411
2 0.1124
Ag,0
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.167 y=-0.1357x + 0.1944 -0.0907
0.05 0.1735 R?=0.8705
0.1 0.1605
0.5 0.2085
1 0.054
2 -0.0936

20
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AgNO;
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.1308 y =0.0002x + 0.1126 -0.3041
0.05 0.14 R?=0.049
0.1 0.1677
0.5 0.0589
1 -0.001
2 0.1798
Fe
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.2062 y =-0.1328x + 0.1628 -0.1689
0.05 0.1184 0.881
0.1 0.1597
0.5 0.1093
1 -0.0243
2 -0.0788
Fe,0;
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.1068 y =-0.0883x + 0.168 -0.1061
0.05 0.1948 R*=0.818
0.1 0.1716
0.5 0.1416
1 0.0885
2 -0.0186
FeS,
Concentracion (g mL-1) K Ecuacion de ajuste para K n
0.01 0.134 y =-0.1092x + 0.1336 -0.2241
0.05 0.1003 R? =0.9604
0.1 0.1455
0.5 0.0762
1 0.0366
2 -0.0907
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Ag coloidal
Concentracion (g mL-1) K Ecuacién de ajuste para K n

0.01 -0.0142 y =-0.0949x + 0.0057 1.2701
0.05 -0.0085 R?=0.9268

0.1 -0.0045

0.5 -0.0014

1 -0.0921

2 -0.1923

20

Doctorado en Ingenieria, UNAM

—_—J



Anexo XI

Ingenieria

17 ANEXO X

17.1 Anexo estadistico

Pruebas interactivas de germinacion
Las pruebas efectuadas muestran los resultados obtenidos para las mezclas de 0-100% de

manera progresiva en porciones de 20 % en cada tanto del sustrato a prueba con su parte
complementaria de tierra negra, es decir: (0% AM y 100% TN; 20% AM y 80% TN; 40%
AMy 60% TN; 60% AM y 40% TN; 20% AM y 80% TN; 0% AM y 100% TN).

Conclusion

AM;

G[ Least Squares Means Table

Least
Level SqMean
Jitomate  53.253333
Lechuga  43.935000
Trehal 14813333

Std Error
8.8042502
8.8042502
8.8042502

Mean

502633
40 88560
148133

‘ P=00019 RSg=0.22 RMSE=37 343

6[ Summary of Fit

Se rechaza H;

RSquare 0.21
RSquare Adj 018
Raot Mean Square Errar 7.3
Mean of Response 41.3
Observations (or Sum Wgts)

7598
Ba15
5327
5380

f4

G[ Analysis of Variance

Sum of
Sowrce DF
Mode| 2 18780280
Error a1 T1158 606
. Total 63 00848886

¥ Parameter Estimates

Squares Mean Square  FRatio

a88a 14 70918
138527  Prob>F
0.0015*%

6[ Effect Tests

Sur

Sowrce  Nparm DF
Plantas 2 2 18740

Squares FRatio  Prob>F

m of

280 7.0919 0n01a*

AM;

Least Squares Means Table

Least
Level Sq Mean
Jitomate 59.253333
Lechuga 49.995000
Trehol 14813333

Std Error
8.8042502
8.8042502
8.8042502

Mean
59,2533
49.9950
14,8133

9[ Summary of Fit

Se rechaza H;

RSguare a
RSquare Adj o
Root Mean Sguare Errar 3
Mean of Response 4
Observations (or Surm YWyts)

217598
186914
7358327
1.35389

54

v Analysis of Variance

Sum of
Squares Mean Square F Ratio

Source DF
Model 2
Errar a1 71158 606
C. Total a3 908948386

¥ Parameter Estimates

19790.280

959514 7.0:9
1385.27  Prob>F
00019+

9[ Effect Tests

Source  Nparm DF S
Flantas 2 2197

Sum of
(quares FRatioc Prob=F
a0.280 7.0919 0.0019~

SiO;

6[ Least Squares Means Table

Least
Level Sq Mean
Jitomate 59253333
Lechuga 49995000
Trehol 14812323

Std Error
4.7809828
4.7809828
47809828

Mean
58.2533
49.9950
1481232

F=000T RE0=1.

T RWMSE=Z0. 288

0[ Summary of Fit

Se rechaza H;

RSquare

RSguare Adj

Root Mean Sguare Error
Mean of Response
Ohservations (or Sum Ygts)

0837141
0760235
20.28389
41.35388

54

0[ Analysis of Variance

Sum of

Source DF Square:
todel 17
Error 36
G Total 53

¥ Parameter Estimates

TE137 034
14811852 411.44  Prob>F
40848 886

s Mean Square F Ratio
447865 108853

<.0001*

0[ Effect Tests

Source Nparm  DF
PP 5

Plantas 2 2
Plantas*PP 10 10

Sum of
Squares
32835799
19790.280
23410955

FRatic  Prob>F
16.0100 0001+
24.0500 =.0001*

56800 0001+

20
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PP

*[ Least Squares Means Table

Least
Level Sq Mean Std Error
Jitomate 59.253332 4.7809828
Lechuga 49.995000 4.7809828
Trehal 14.813333 4.7809828

Mean
58,2533
49.9950
14,8133

0[ Summary of Fit

RSguare 0837141
RSguare Adj 0.760235
Root Mean Square Errar 20.283599
Mean of Response 41.35388
Observations (or Sum Wits) 54
v Analysis of Variance
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio
Madel 17 76137.034 447865  10.8853
Error 36 14811852 41144 Prob>F
. Total 53 40948 886 =.0001*

¥ Parameter Estimates

0[ Effect Tests

Sum of
Source Nparm DF Squares FRatio Prob>F
PP 5 5 32835788 160100 <0001
Plantas 3 2 189790.280 240500  <.0001%
Plantas*PP 10 10  23410.955 56900  =0001*

Se rechaza H;

Figura 17-1 Ensayos de interactividad con los medios de soporte
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This work shows the effects on morphology and inactivation or wiability loss on Toxooora cants eggs (TCE)
as aresult of their direct exposure to mineral aggregates {MA). Contact assays were performed on TCE-MA
in flasks using 15TCE per sample, and MA (0.01,0.05, 0.1, 0.5, 1, and 2 g mL- ) for exposure times of 30, 50,
o), and 120min, under shaking (US), and no shaking (NS} conditions. The MA characterization was per-
formed by X-Ray Diffraction Spectroscopy { XRDS), Mass Absorption Spectroscopy with Graphite Fumace
{MASGF), Coupled Masma Mass Spectrometry (ICP-85), and X-Ray Fluorescence Spectrometry (XRF). MA
are composed of hematite, sandinite, montmaorillonite, calcte, quartz, nimite, and jordanite. The com-
position of the residue on ignition (mgkg ") was: Ca0 (91,746.0 4+ 1913.7), Zr (254284 131.2), Al:0,

Helminth egy (1683.0 4+ 2083, 580 (113804 123.5), as well as Fe, 05 (21204 23.1), Cu {02 £ 0.4), TiDy (36.4+E6.1],
Viahility loss and Ag (1280 + 1.4, In order to identify the morphological alterations associated with the TCE viability
Metal loss in the contact assays. photo-micrographs were taken by an optical microscope (0M) and a scanning

Toxocora canis

electron microscope (SEM). These experiments showed structural damage on the external and internal
layers [muckeus and hyaline solution) of the TCE, indicating a direct relationship with the viability boss or
inactivation: the observed values were in the range of 35% (0001 g of 2 mm MA: 30min: N5) up to 92%
(200 g of 0.6 mm MA: 120min; US). The viability loss increases as the MA particle size decreases, and as
the hA concentration increases, the effect of the time of contact and the shaking condition also affect
the viahility loss. The external morphological damage observed on TCE indudes impairment, thinning,
and fracture of the external layers. On the internal structures, heterogeneity of the hyaline solution and
release of the nuckear material were observed. Consequently, the TCE viability loss can be attributed to
the structural damage caused by the mechanscal stress produced by direct contact with the MA surface.
This damage is synergistic with the interaction caused by the chemical stress between the TCE biomass
and the MA Certain compounds of the MA_ containing Ag. Cu, Fe, Al, Ti and Zn. have been reported as
hawing beocidal ability.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduoction

Muorbidity associated with helminthiasis is a global public health
problem, emphasized in developing countries due to poverty,

causing an estimate of three and a half million deaths per year
(Papale et al,, 2008). The precarious conditions on urbanistic infra-
structure and the use of untreated wastewater to irrigate crops
that are later eaten uncooked are contributing factors to the preva-
lence of these conditions (Maya et al, 2012; Jimenez-Cisneros and
Maya-Rendon, 2007 ; De Victorica and Galwin, 2003).

Municipal wastewater in developing countries has been

¥ Corresponding author.

E-mud addresses: burropaplanchan@yahoo.com (R Magana-Lipez),
|pwictor@uanarmmx (V.M. Luna-Pabello), barrerag@unammx (LA Barren-Godines ),
mortal@ingenunamoms (M.T. Oria de Vel dsquez],
prorginafermandes@ingenieriaunam. mx (G Famander - Willagtmez).

hitpiidxdoiong 10 iecoleng 200601071
2585740 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

reported with a range of 70-3000HEL~'. In Mexico, 608 HEL!
in metropolitan areas, up to 330HEL-" in rural and peri-urban
areas (Jimenez-Cisneros and Maya-Rendon, 2007; [imenez and
Wang, 2006}, while France and USA reported less than 10HEL-!
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(Jimenez-Cisneros, 2008). WHO recommends a criterion of
=1 HEL-! far irrigation wastewater for crops intended for fresh
consumption. However, epidemiological studies in Central Mexico
indicate that the restriction of =1 HEL-' may not be sufficiently
protective in situations where conditions favor egg survival {WHO,
2006).

Commaonly used methods for wastewater disinfection as chlo-
rine and ultraviolet radiation have not been effective to eliminate
certain microorganisms nor highly resistant structures of prop-
agation, such as helminth eggs (HE) (Mun et al, 2009), This is
relevant issue to health due to the long survival times (several
months) that largely exceed the time pericds reported for other
organisms, and also due to their higher resistance to inactivation.
Aladawi et al. (2006) state that applying ultraviolet {UV) radiation
at 0.00E5-15.37 ] cm-* doses to Ascaris lumbricoides eggs shows no
lethal effect, on the contrary, it stimulates the embryonic period
(transformation into the infectious form), and accelerates the larval
stages (intermediary development stages between egg and adult).
On the other hand, Guadagnini et al. (2013) daim that the UV
radiation has an inactivation capacity of 82% on HE. However, the
combination of UV radiation (0.0070 ] cm~2) and Hz0z (30 mg L-1)
leads to E1% inactivation. Therefore, there is a need of further
research on the effects that other agents produce on non-larval
egps, and the embryonic process. On the other hand, ozone has
shown to produce up to 35% impairment of HE viability when used
for a time period of 45- 180 min (Gadomska et al., 1991) and 94%
impairment when used in 4.6 mg 0y L-! for 60 min (Rojas-Valencia
et al, 2004). However, ozone being non-selective is needed at high
dosage in raw wastewater and/or a pre-treatment is needed to
remove organic matter|Orta deVelisquez etal, 2004 ). In this sense,
Sobsey( 2002) states that HE hawe structures that are more resistant
compared to the structures commonly present in certain bacteria,
viruses, and protozoa.

Particularly, Toxocara cands eggs (TCE) are around 85 pm, have
a subglobose form with an irregular envelope, and the protoplasm
has a gramular appearance { Rodriguez et al, 2006). TCE have five
layers, one or two maore than the eggs of Hymenolepus nona, Tae-
nia saginete, Fasciola hepatica, Schistosoma spp., A lumbricoides,
Ancylostoma duodenaele, Trichuris trichivura { [imenez-Cisneros, 2008;
Jimenez-Cisnercs and Maya-Rendon, 2007; Habluetzel et al, 2003;
Aygipek et al, 2001). The five-layered arrangement is as follows,
from the most owter to the most inner layer: (1) a thin uterine
membrane with small bulges; (2) a vitelline layer represented by
a thin membrane that follows the contour of the crests and ridges
of an underlying layer; (3) a thick homogeneous chitinous layer
(up to 6.3 wm}; (4) a granular electron-dense layer with an awver-
age thickness of 035 pm; and (5) a laminar zone formed by the
superposition of four or five fibrous layers with an average thick-
niess of U6 pum [ Aycicek et al., 2001 ). This conformation confers the
TCE a high structural resistance to unfavorable environmental and
chemical conditions.

TCE weere selected as a representative model of the experimen-
tal behavior of HE for the present work in view of their higher
number of layers, their presence in municipal wastewater and for
representing bess human infection risk than other species. Also,
the study of TCE acquires more relevance since it has been estab-
lished that they are the agent that cause the conditions referred
to as oculer and visceral larva migrans (Rodriguez et al, 2006). The
presence of TCE has been reported on wastewater, feces, sewage
in rural and urban areas, and represent a public health issue due
to their prevalence and morbidity in humans (Maya et al., 2012;
Dubnd et al, 2007; Kozan et al, 2005; Habluetzel et al, 2003)
With the aim of promoting the inactivation or viability loss of HE,
other studies have addressed the use of solar and gamma radia-
tion, as well as the addition of acid and cationic compounds. Also,
different types of processes have been used to eliminate these

reproductive structures, such as, aerobic, anaerobic and thermal
processes, pH changes, fine filtration through membranes and zeo-
lites, showing percentages of inactivation effectiveness ranging
from 30% to 100% (Maya et al, 2012; Bandala et al, 2011; De
Souza et al., 201 1; Mun et al., 2009; Pecson et al, 2007 ; Vinneris
et al, 2003; Rivera-Garza et al, 2000). Similarly, assays have
been performed on TCE using iodine, glutaraldehyde, benzalko-
nium chloride, potassium permanganate, ethyl alcohol, potassium
hydroxide, phenolic solutions and a dihydroxybenzol and hydrogen
peroxide solution resulting in partially favorable results (Shalaby
et al, 2011; Aycicek et al, 2001). On the other hand, the use of
metallic elements such as Ag, Fe, Cu, among others, either sepa-
rately or combined, has also been applied showing a biocidal ability
ranging from 50% to 9 on viruses, bacteria and fungi [ Miranda-
Rics et al, 200 1; Ruparelia et al,, 2008; Dubas et al, 2006; Panacek
et al., 2006; Morones et al, 2005; Sondi and Salopek-5ondi, 2004).
However, there are no references regarding the effect of these ele-
ments on HE or TCE.

Mineral aggregates (MA) contain compounds with biocidal abil-
ity, such as Ag Cu, Fe, Al, Ti and Zn. The use of MA may represent
an alternative to induce viability reduction on HE. Additionally, the
present work aims to explore the effect of the MA structure and
metal contents upon their interaction with TCE. For this reason, in
this wark, special attention will be paid to the possible structural
and physiological damage promoted by mechanical stress and the
chemical interaction attributable to the presence of MA.

2 Materials and methods

The tested variables where the effect on morphology and on TCE
viability loss derived from the contact with MA at different concen-
trations and expasure times. The T. canis eggs used during the assay
were recovered by dissection of an adult fernale gravid uterus.

21. Mhysicochemical cheracterization of the MA

The MA used in this study were obtained from a mine located
in Zacatecas, Mexico. These materials are considered inert rocks
with nmo commercial value since they only contain traces of
metallic elements. MA samples having a particle diameter (pd)
of approximately 2.5cm, were crushed with a Zenith-Shanghai
JC250 « 1200 crushing equipment, and subsequently separated
using sieves. There were two size fractions recovered; cormespomnd-
ing ta0.60+ 0,05 mm and 2.00 + 0.05 mm. Afterwards, the fractions
were washed with running water to remove excess dust and dried
on an oven at 250°C in order to remove the remaining mois-
ture. A sample of the recovered fractions was physicochemically
characterized as follows: {a) Crystallography by X-Ray Diffraction
Spectroscopy (XRDS ) using a Siemens D5000 Diffractometer with a
Cu tube, k; =1.0546, and a Mi filter in an angular interval of 0-90° at
35kV and 30mA; (b) Mass Absorption Spectroscopy with Graphite
Furnace (MASGF) according to ASTM E1613-94 [ASTM, 1997; (c)
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) using a
ICP-Mass equipment, Bruker brand, Model Aurora M0 with cou-
pled autosampler and computer, following the technical procedure
PT-USAI-FQ-AA-DD]; and (d) X-Ray Fluorescence Spectrometry
(XRF) using a SRS3000 spectrometer, where the determination of
major elements was performed preparing a bead containing 67:33%
of Lithium Tetraborate/Lithium Metaborate using the analytic pro-
gram USAIMOT. For minor elements, determination was made via
a pressed sample with 10% was, applying the analytical program
Trazal4 of the equipment itself.

22, Characteristics of the TCE

T. camis eggs [TCE) used in this work were provided by the
Helminthology Department of the Mational School of Biological

a0
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Sciences of the Mational Polytechnic Institute (Mexico City). The
suspension contained approximately 15000 TCEmL-!, and was
preservied in 2 5% formaldehyde at 4 Cuntil use. Theviability of test
batchwas determined in vitro according to the procedure described
by Oaks and Kayes [ 1979), resulting in £3 £4.5% larval organisms,
which render the batch technically acceptable for use.
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Takle 1
Daalitative characterzation of MA.
Hematits F=z04
Sanidine (K, Na)Si, A0,
Montmaorillomite Na = (Al Mg)25i0qo{0H, 2H:0
Calcite Cal,
Mymit= (NI, Mz Al (SIAl 0, 00H s (NiMzFels ALAE 105w(0H)s
Jordanite Pyl As.5b)s5n
Quartz Sily

23. Dissolution test of MA

In order to identify and quantify the metals released from the
MA in agueous suspension, as well as the solid remnants derived
from the MA contact with water, assays were performed (in tripli-
cate), according to the following procedure. In 250-ml Erlenmeyer
flasks, 10g of the MA were added along with 20mL of distilled
water, under constant shaking at 100 £ 20 rpm for 3 h, and also fora
continuous period of three months. At the end of each period, sam-
ples were taken and analyzed by Atomic Absorption (AA), X-Ray
Fluorescence Spectrometry (XRF), and Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry {[CP-MM5 ).

2.4, Contoct tests between TCE and MA

Contact tests between TCE and MA were conducted by pla-
cing 15 TCE/sample on croular plastic 5 ml-containers. TCE were
directly expased to MA in concentrations of 0LO1, 0.05, 0L10, 05,
1.00, and 2.00 g mL-", for independent periods of time of 30, 60, 90,
and 120min. The tests were performed in two different conditions:
no shaking (M%) and under mechanical shaking (U5} The shaking
condition was at 60 + 5 rpm using a Vortex-Genie G560 shaker, Sci-
entific Industry, during the corresponding time period for each test.
In each test, 0.8 mL of distilled water was added in order to cover the
sample. An experimental control was prepared for both, the M5 and
U5 conditions, consisting of 15 TCE per sample, and a 0.1 N Hz504
solution as incubation media{Oaks and Kayes, 1979 All tests were
performed in triplicate.

Once the contact time had elapsed for each test, the TCE were
placed on a Doncaster camera and recovered by means of suction
using plastic pipettes since adhesion of the TCE to the glass mate-
rial was observed during the experiment. With the objective of
identifying the morphological changes in the internal and external
structures of the organism, some specimens were randomly sepa-
rated in order to be micro-photographed with a IROSCOPE Mg-11T
optical microscope, and a scanning electron microscope model JEOL
LO00-LV equipped with micro analysis by energy dispersive X-Ray
Spectroscopy. The rest of the TCE from each test were incubated
separately at a constant temperature of 26 £2=C, for 28 days in
0.1 M Ha504 solution under gentle shaking and the absence of light
(Daks and Kayes, 1979).

For this study, those TCE that were capable of developing and
become infectious were considered viable, which was determined
by the presence of larval stages. Therefore, the absence of lanval
stages after incubation was considered for quantifying the inac-
tivation percentage or viability loss of TCE, using the following
equation:

Percentage of viability loss or inactivation (%) = [W] = 100

whereN is the number of TCE in contact with the MA: r the number
of TCE not in the larval stages.

25, Stotistical analysis

The effects on viability were determined by an ANOVA test using
the SP55 software, with = 0.1 to identify the statistical differences
between the test and control flasks.

3. Results and discussion
31, Characterzation of the MA

Table 1 shows the MA qualitative characteristics obtained by
XRD5. The analysis shows that MA mainly consists of: quartz,
hematite, sandinite, montmorillonite, calcite, nimite, and jordan-
ite. Mengelle-Lipez et al. {2013) report the existence of different
mineral species in the MA extraction zone. The quantitative anal-
ysis obtained by MASGF allowed us to determine an Ag content
equivalent to 128 £ 14 ppm. Also, by XRF analysis, we were able
to quantify the MA chemical compaosition, reported in mgkg!,
as: Ca0 (01,746 £ 19.13), Zn (34 £ 1.22), Al;D; (1683.00 4+ 209.00),
5il; (113800 +123.00), as well as Fe; 05 (2122004 23.06), Cu
(0.20 £0.44), Ti0y (36.40+ 6.06), Ag (152.00 + 32.00), among oth-
ers (Table 2).

It is worth mentioning that in other studies performed in bacte-
ria, algae and HE, either independently or in combination, the use
of concentrations lower that 100mgL-" of Zn0, Ti0y, Cul, Cuy0,
Fep0y, Ags, Ag;0, and AL, has accomplished up to 99% mortality
(Solis-Lipez et al, 2014; Miranda-Rics et al, 2011; Dubas et al,
2006), therefore, the exposure of TCE to MA could induce their
wiability loss. Table 4 shows the effect of different experimental
conditions on HE viability. In most cases, to achieve a total inactiva-
tion of HE, the contact time tends to be longer, i.e. upto 120 min. The
best results( 1 0% of inactivation of fertilized TCE) were obtained by
using 625 mgmlL-! of benzalkonium-ion intercalated aluminum
triphosphate during 30 min.

3.2, Dissolution of MA

Table 3 shows the results of the MA dissolution tests for 3-h and
three-month periods. The results are expressed as mean + 50, and

Tahble 2
(Quantitatiwe characterization of MA

Element or compound Mean + 50 {mgky 1)
Cal 91,7460 = 19137
Fis 2542E = 1312
Al 1683 = 209.3
S10; 11380 £ 1235
Mg0 G532 =333
Naliy 753 = 50.8
Nb 2502 2 16
Fez 0y 2120 2 211
Kzl 41E = 16.2
Pyl 415274
Tl 34 =6
1i-] MD=12
Mini) 160 =14
¥ 120212
W TE=04
Az 12800 = 14.0
Sr 1Ex19
Ea 17202
o 07 =00
Cr 04 =0l
Cun DF =00
Ni 0Z=04
n 0Z=04

SI, standard deviation.
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Table3 N L N (279£084). Ti (1152 1.33), As (0.84 + 0.84), Ag (0.54 £ 0.48), and

Quanditative atian ol MA n (3 hand 3 months 2ssays]. Hg(0.31 £0.53)(50lis-Lopez et al. 2014; Miranda-Rios et al, 2011;
Element or 3h (mean+ 500 1 months (mean + 50) Wang et al, 2009; Dubas et al, 200&; Eechiguerra et al., 2005
compaund (mgkg 1) (mg kg 1) Fe; 0 content (37.16 + 14.25) was obtained by mass differences
b ND NI using XRF.
Feally ND KD The three-month period proved the presence of the same ele-
Fal0s N iy ments, and quantitative contents similar to that obtained for the
ik e N 3-h period. However, the concentration of elements with biocidal
In BIDED+ 41321 1009.57 + 66205 . .]:-e . L
¥ 247 B8+ 28731 710+ 3303 ability was higher in the case of Zn (121.53%), TiDz (205.17%), As
sl 9424+ 16323 NI (144.04%) and Ag (222 22%). In contrast, for Cu, AlyOy, Pb and Hg
ﬁ:zl:l ;Ejull‘ : :33—;»9 ;Lﬂh_'j': 53[25 the contents was maintained between 13.73% and 70.96%, which
P Ilan. 10 . -:,nrr\gspnnds to the average cunczntrat!cms and standard d.e\n..mun
™ 1165+ T ED 2166+ BOG obtained for the 3-h shaking tests. As will be shown later, the differ-
MgD 1MASLI1Z 1193+ ET? ence in the medinm contents and higher concentration of metallic
Bid T1LEG+ 1114 421024 elements in the samples of the three-month tests, facilitates trans-
Al 1042+ 1739 SB0£1.10 porting these elements into the TCE, which in turn induces a higher
M 1033+ 443 SL11+2801 iability 1
a0 7014245 450.£0324 viability loss. o )
B 575 + G4l 079 +1.00 Dissolved metals have demonstrated microbiocidal capacity.
Mn( 404+ 186 1.57 + 130 For example, silver and titanium compounds promote oxidation
Cr 2794084 1.47 + 182 and inhikition of res piratory-related enzymatic processesin bacte-
:'_r 2+ 176 HEEATL ria, and break the electron transference chain and dismupt DNA

ik 1.15£133 136170 4 RMA (Li L 2017 Mi da-Ri 1 2011}, Simnil

s 054+ 0.8 131+ 103 an (Liu et al, 012; Miran 3-.IEIS.|'_‘[.1.,_ ] imilar pro-
r 073+063 NI cesses may be occurring in the inactivation of HE. It is known that
Ag 054+ 048 1.20+0.45 the chemical composition and the morphology of HE from vari-
Ca gg‘l' + g-;g ;;1' + Hé ous species reported in wastewater are similar, the main variation
g Uzu:u.ul D £ being the amino acid contents in the various Layers {Rojas-Valendia,
sr WD ND 2011}

50, standard deviation; NI, not determined by the anabytical technigue.

the concentrations were obtained by ICP-M3 and AA, a total of 24
elements were detected in the following concentrations (mgL-'):
Zn(830.69+£41320), Y (247 88 + 287.31),5i02 (94.24 4 163.23),Cu
(47.31 £26.39). Additionally, elements with biocidal ability were
characterized, such as: AlzOh (1042 £17.39), Pb (5752 6.04), Cr

33. MA ffect on the viability of the TCE

Fig. | shows the MA-TCE contact test results. Said results show
progressive viability losses for all the tested conditions ranging
from 35% to 92%; except in the control conditions, where an aver-
age of 13% was maintained. The highest viability loss percentages
were found at an exposure time (ET) of 120min in the MA size

Table 4
Inactivaticn of HE at different experimental conditions.
Disimfectant Concentration Contact time {mimubes) Inactiwation Reference
Peracetic acid SElmgl-1 il 2-1leg Rojas-Valencia (200 1)
Hz0Fe{I1 280 mmal LY/ 10 mmol L* 120 B4x Banddala et 2L (2012)
Felll) 10 mmalL-1 120 30 Bandala et 2l [2002)
a0y 150 meminl " fre= chlarine 120 2030 Bansdala et 2l [(2002)
HaOz I-I0HEL " and when it is ZIED Reduction 47X Guadagnini et 2l (2013)
possible io reduce it to Inactivation 37X
<M mgT55L " the HE combent
will be <l HEL-®
HzOx/zolar radiation Until 280 mmol ! 120 TE Bandala et 2l (2002)
Hz02/1W radiation I mgL- 170 m]em-2 22ED Redusction GTE Guadagming et 2l [2003)
Inactiation 11E
Oy BEImgOafl 45,90 and 180 B)-o0x Gadomska et al. (1991]
0y 4 EmgOafl [=1] 4% Rojas-Valencia et 2l (2004
LV radiation TO-400 m]em? =50 Reduction 62X Cuadagmini et 2l (2013)
Inactivation 10
UV radiaticn 15370 mjcm = &l Inactivation 93E Aladawi et all [2006)
Gamma radiation Bn Sklhy 4773 T De Souza et al (2001)
ladophorows solustion 4% 120 95z Awramoeva et al. (1985)
Performic acd G 240 a3z Awramnoea et al. [ 1985)
Pertydrol B 240 asx Awramoea et al. (1985)
Benzalkonium-ion EI5gL! 30 100% Akza ot al. (1995)
intercalated ahaminum
triphosphates
Tadine 1154 40 100% {mo medility obserwsd) Aycicek o al. (2001)
Clutaraldehyde X L1} 100% Aygicek ot al. [(2001)
Berzalkonium chioride 1i:4 L1} 100% Aygicek ot al. [(2001)
Sodium hypochloride TE L1} 100% Aygicek =t al. (2001)
Potassium permanganate [ |4 L1} 100% Aycicek =t al. (2001)
Ethyl alcobal T 10 100% Aycicek ot al. (2001)
Pedaszium hydroxide 10E L1} 100% Aycicek et al [2001)
Phienal x {1 100% Aycicek et al. (2001)
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Fig. 1. Viability loss percentage of T, canis eggs cawsed by contact with natural mineral aggregate (MA) at six different concentrations under different testing conditions: (a)
001 gMAmL-7; (b) 005 g MAmL-T; (o) L] gMAmL-1; (d]0Sg MAmL-1; () | gMAmL1; and {[) 1 g MAmL- 1. N5, no chaking; U5, under shaking.
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fractions of 0.6 mm (90.9%) and 2 mm (90.9%), refer to Fig. 1f. In
fact, the tests performed on the smallest particle size (0.6 mm)
showed values higher than 90% starting at an ET of 90 min (Fig. le
and f).

The viability loss increases at higher ET, stirring (US), and MA
concentrations, and is particularly accentuated for smaller particle
sizes (0.6 mm), and US (up to 32%) tests. It should be noted that
the increase in those variables confers better contact between the
MA and the TCE surface, as well as better contact with the dis-
solved metals, In the US tests a superior effect was observed {up
to 20%) even for the lower concentrations (0.01 gmL-' of MA and
0.05gmL-" of MA) at the ETs of 30 min and 60 min (Fig. 1aand b,
respectively), which suggest a chemical stress created by the MA.
In NS tests, higher viability losses were observed for concentra-
tions above 0.1 gmL-' of MA and for contact times of 60 min or
higher(Fig. 1c-f). This provides evidence that the mechanical stress
is a major factor on the viability loss (Fig 2), and that it increases
with greater metal concentration and longer contact time, as well
as with smaller particle size. The statistical significance of these

observations was assessed by the ANOVA test («=0.1), comparing
the control against all the different study conditions. These results
show significant differences for all the tested conditions.

In order to identify the effects resulting from the contact
between TCE and MA, micro-photographs were taken by OM and
SEM (see Figs. 2 and 3, respectively:. As shown in Fig. Za, the con-
trol test shows a TCE with untouched structures (layers, nucleus
and hyaline solution), observing a clear delimitation, homogene-
ity, and differentiation in each one. The NS contact tests( Fig. 2band
d) were characterized by differences in the initial ovoid geometry,
structural heterogeneity, and thickness variation of the external
constituents, These structural alterations can be attributed to the
chemical stress caused by the MA content. On the other hand, US
tests show a notorious mechanical stress evidenced by the presence
of ruptures, rips, and significant decrease in the thickness of the
external and internal envelopes, and by the nuclear material segre-
gation (Fig. 2c and e). It is worth noticing that in the NS tests there
is only contact between the MA and the most superficial layer of
the TCE. However, particles could interact in the TCE interior, since,

Fig.2. OM imnages (20x) of 7. cants ezgs expased to MA for 120 min, no shaking (NS) and under shaking (US). (a) Control; () TCE ruptured and damagad by MA; (c) MA2mm
NS; (d) MA 2mm US; (e) MA 0.6 mm NS; and () MA 0.5 mm US. M= MA; N = nixclews; W layer.
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Fig.3. SEM images of 7. cants eggs exposed to natural MA for 120 min, no shaking (NS) and under shaking (US). (2) Control; (b) MA 2 me NS; (c) MA 2 mm US; (d) MA 0.6 mm

NS; and (e) MA 0.6 mm US. W= layers.

as mentioned by Aguilar et al. (2006), HE have naturally occurring
fissures that allow them to perform activities like osmoregulation.
US tests promote a close interaction of the TCE surface with the MA
particles due to the fact that shaking induces collisions and friction.
Consequently, the observed effects on the TCE can be attributed toa
combination of mechanical stress and chemical interaction, caused
by the particle shapes and the metallic content of the MA, as well
as by the contact time.

On the micro-photographs taken by SEM of a TCE specimen
with no larva, from the control test, with no contact at all with
the MA (Fig. 3a), its typical characteristics can be observed (ovoid
and smooth). [n contrast, Fig. 3b-e confirms the nature of the struc-
tural damage, previously identified by OM with respect to particle
size and shaking conditions.

In the case of the specimens from the NS tests (Fig. 3b and d),
punctures and thinning of the external layer can be observed, which
indicates the presence of phenomena causing viability loss derived
from the contact between MA and TCE. US tests(Fig. 3c and e) show

similareffects but in greater magnitude on the TCE morphology and
viability.

34. TCE viability loss mechanism induced by MA

Based on the tests performed in the present work, a mechanism
of mechanical-chemical stress is proposed for the TCE viability loss
{Fig. 4). Such mechanism consists in both a mechanical effectand a
chemical effect. In the case of the mechanical effect, the surface of
the MA particles interacts with the TCE surface resulting in the gen-
eration of damages and rupture of the external layers. The damage
caused to the external layers induces a partial viability loss of the
affected TCE. When this damage is severe, leaking of the hyaline
solution and even of the nuclear material occurs, which is lethal
to the TCE On the other hand, based on the US tests, it is possi-
ble to attribute TCE inactivation to the existence of chemical stress.
Such effect could be the consequence of the metals contained in
the MA, such as Ag, Cu, Zn, Ti, Fe, Al, among others, that have
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Fig 4. Propased mechanism for the inactivation of TCE induced by MA.
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shown to be toxic on bacteria and fungi, as demonstrated by other
studies (Solis-Lopez et al, 2014; Miranda-Rios et al, 2011; Dubas
et al., 2006). The interaction among the metals, or their metallic
compounds, in the MA and the TCE causes structural heterogeneity
and thinning of the TCE layers, and thereby leads to viability loss.
The damage produced by the MA on TCE, such as tears, fissures,
rips, and abrasion of the layers in different degrees of severity, will
impair the correct exchange regulation with the medium, the con-
tainment of the nuclear contents, the protection of the interior of
the organism, and the structural integrity. On the other hand, due
to the disruption of the intermembrane electron transfer, oxidation
of the membrane components and blockage of chemical transport
across membranes, the chemical damage will cause weakening and
thinning of the membranes, thus allowing rupture and penetra-
tion through the cellular envelope (Fig. 2b). The penetration favors
the input of chemicals into the egg, some of said chemicals may
be reactive oxygen species, or heavy metal ions that usually cause
physiological damage on living beings (Solis-Lapez et al, 2014; Li
et al., 2008}, and presumably this also occurs in the TCE.

In order to produce treated wastewater useful for unrestricted
irrigation according to WHO guidelines (<1 HEL-1}, a suitable dis-
infection of wastewater at the early stages of the treatment could
be achieved by using MA as filter media in the secondary filter. Like-
wise, the use of MA can be seen as a novel alternative to the TCE
inactivation in municipal wastewater treatment plants. This type
of disinfectant has the following advantages: it is relatively easy
to add it to the treatment process and it does not generate byprod-
ucts that require subsequent treatment. Also, its effectiveness could
be comparable to disinfectant agents swch as acids, phenaols, O3
and UV radiation. However, before recommending a widespread
application, economic feasibility studies need to be conducted.
Mevertheless, the alternative remains potentially interesting for
developing countries.

4. Conclusion

MA were assessed as agents inducing wiability loss on TCE.
Results show, according to the assays performed, that this loss
is progressive and is associated to the contact time, concentra-
tion and particle size of MA. Also, the tests showed that mineral
aggregates are more effective against TCE when the particle size is
smaller, and by increasing the concentration and contact times. [n
the N5 tests, we observed that the TCE viability loss is attributable
to chemical stress caused by the presence of elements with biocidal
activity. On the other hand, the U3 tests produced data showing a
synergy between the chemical and the mechanical stresses on the
TCE viability loss. The latter could be associated to the morphol-
ogy of the MA particles, and the effect of adhesion and abrasion
on the external layer of the egg. Consequently, the TCE viability
lo=s is caused by the combined mechanical-chemical damage pro-
duced by the MA, which eventually turns out irreparable for the
orgamism. The maost relevant aspects observed are the presence of
rupiures, tears, and severe thinning of the external and internal lay-
ers, and the leakage of hyaline and nuclear material. Therefore, MA
are seen as a novel alternative to the TCE inactivation in municipal
wastewater.
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