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RESUMEN

Los resultados de este trabajo presentaron que el ozono es una alternativa
para la desinfeccion del agua. En la prueba de conteo en placa, cuando se
utilizaron 3x10* UFC/ml de Escherichia coli se comprobé la capacidad
desinfectante del ozono porque con el tratamiento la cantidad de coliformes en el
agua se redujo a cero es decir, una reduccion bacteriana del 100%, produciendo
agua potable, cuando sc utilizaron 1.5x10° UFC/mil y 3x10° UFC/ml, de la
scgunda y tercera prucba respectivamente, el porcentaje de reduccion bacteriana
fuc mcnor al 99.99%, por lo que decimos que una carga demasiado grande de
bactcria en ¢l agua no sc climina totalmente con el ozono, dejando agua de
potabilidad no aceptable, ya que se¢ considera potable si ¢l porcentaje es igual o
mayor a 99.99%, de acucrdo a las especificaciones de la NOM-180-SSA1-1998.

Lo anterior se comproboé porque al mismo tiempo se hizo la determinacion
del Namero Mas Probable (NMP) y los resultados obtenidos coincidieron con cl
conteo en placa, porque cuando sc utilizé la cantidad inicial de 3x10* UFC/ml ¢l
NMP de coliformes antes del tratamiento fue =2400/100ml, y después de éste ¢l
NMP de coliformes fue <2/100ml. En cambio cuando se utilizo mas cantidad de
bacteria (1.5x10° y 3x10° JFC/ml) ¢l NMP antes del tratamiento fue >2400
NMP/100mi ¢n ambos casos y después del tratamiento esta cantidad permanecio
igual, de decir el agua no poseia una potabilidad aceptable.

En cuanto a los posibles subproductos de la desinfeccion del agua tratada
con ¢l ozono, vemos que s¢ cncontré una cantidad muy por debajo del limite
maximo permisible de sustancias activas al azul de metileno ya que este limite es
de 0.5 myg/l, de acucrdo a la NOM-180-SSA1-1998, y como resultado obtuvimos
una concentracion de 1.0x102 mg/l de sustancias activas al azul de metileno, es

decir, solamente ¢l 2% del limite permisible de subproductos de la desinfeccion.



1. INTRODUCCION

1.1 EL AGUA

El volumen total de agua en el mundo permanece constante, lo que cambia es
la calidad y la disponibilidad. El agua esta constantemente reciclandose, este es
un proceso conocido como el ciclo del agua. Los hidrologos estudian la
naturalcza fisica y quimica del agua y sus movimientos tanto debajo como en la
superficic. En términos de volumen total, el 97.5% del agua del mundo es salina
con un 99.99% dc clla encontrandose en los océanos, el resto forma los lagos
salinos. Esto significa que solamente ¢l 2.5% del volumen del agua en el mundo
cs actualmente agua no salina. Sin embargo, no toda esta agua dulce esta
disponible para ¢l consumo humano. Alrededor del 75% de esta se encuentra
inmovilizada en los casquetes polares y en los glaciares, ademas un 24% esta
localizada en el subsuclo, lo que significa que menos de un 1% del total se
encucntra en lagos, rios y en cl suclo. Por lo tanto, solamente se cuenta con el
0.01% dcl agua decl mundo cn lagos y rios, con otro 0.01% presente como
humedad en el suelo pero sin disponibilidad para Jos humanos.

El ciclo es continuo y asi ¢l agua es una fuente renovable. En esencia, cuanto
mis llueva mayor scra ¢l caudal de los rios y mas altos los niveles alcanzados en
las capas freaticas en las zonas de almacenam.entos de aguas subterrancas
llenados con el agua quc sc filtra a través de la tierra. Las disponibilidades de
agua dependen de las lluvias caidas, asi, cuando la cantidad de lluvia decrece el
volumen de agua disponible para el suministro decrece, y en caso de sequia
severa disminuira a cero. Para proveer suficicnte agua para el abastecimiento de
todo el aiio se requiere de una administracion cuidadosa de los recursos.

El agua absorbe rapidamente tanto las sustancias naturales como las

producidas por ¢l hombre, gencralmente convirtiendo el agua en inadecuada para
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su consumo, sin algun tipo de tratamiento. Los grupos impor de

hi

que pueden considerarse ind en » son: color, materia suspendida,

turbidez, patogenos (virus, bacterias, protozoos u otro tipo de organismos
patégenos), dureza, sabor y olor y ademas de productos quimicos nocivos.'®

E] objetivo del tratamiento del agua es producir un adecuado y continuo
suministro de agua que cs quimica, bacteriologica y estéticamente agradable.
Asi, la potabilizaciéon del agua debe producir agua que sca grata, (sin sabores
desagradables), saludable (sin ningan organismo patégeno o producto quimico
nocivo para el consumidor), limpia (libre de materia suspendida y turbidez), sin
color y sin olor, razonablemente blanda, no corrosiva y con bajo contenido de
materia organica.':?

LLos consumidores esperan tener en sus grifos agua limpia y saludable las 24
horas del dia. Aunque ¢l agua que es antiestética, por ¢jemplo debido al color o
la wurbidez, puede ser perfectamente sana para beber, los consumidores
consideraran que no es apta para beber y probablemente peligrosa para la salud.
l.os problemas no sc originan solamente en los propios recursos, sino también
durante cl tratamiento, distribucion y en los hogares de los consumidores.

l.as plantas dec tratamiento dec agua deben scr capaces de tener una
produccion final de alta calidad independi 1ente de cual sea la demanda. Con

fa cxcepcion de aguas subterrancas puras, todas las aguas suministradas
rcquierecn una purificacion. Aunque en tcoria ¢l agua mas sucia se¢ pucde
purificar hasta calidad de agua potable, en la practica incluso cl tratamiento de
agua relativamente pura para producir un agua final de una calidad estable, y en
suficicnte volumen, es técnicamente mas dificil. El tratamiento del agua consiste
cn una secric de pasos los cuales operan gencralmente en seric. Cuanto mas
limpia sea el agua bruta menores son los pasos 0 los procesos que se requieren, y

por lo tanto ¢l costo total decl agua cs menor.!



1.2 DESINFECCION
Debido a 1o pequefio de muchos microorganismos, no es posible garantizar
que su remocion sea completa con los tratamientos previos a la desinfeccion. Por

Aecin

esta razoén es 10 ¢ ar el agua, ya que la desinfeccion es la

destrucciéon de microorganismos capaces de causar enfermedades, asi esta es una
esencial y final barrera contra la exposicion humana ante microorganismos
patogenos que causan enfermedades (virus, bacterias y parasitos protozoarios).
La cloracion fue y ha sido usada por siglos para proveer una seguridad adicional
contra dichos microorganismos. La destruccion de patogenos y parasitos por
desinfeccion ayuda considerablemente en la reduccion de enfermedades. Pero, en
afios recientes, se¢ ha encontrado que la cloraciéon del agua puede causar la
formacion de productos o subproductos que pueden ser toxicos o genotoxicos
para humanos y animales.

Por esto algunos otros desinfectantes usados para la destruccion de patéogenos
y parasitos, por cjemplo ¢l ozono, son también utilizados para la desinfeccion del
agua, ademas de que este presenta caracteristicas oxidativas y que sirve para la
oxidaciéon de materia organica, hierro y manganeso y para controlar los
problemas de sabor, olor y crecimiento de algas. > *2°

Uno de los procesos de la purificacion del agua comprende la filtracion, y
aunquc los filtros lentos de arena son muy eficaces para eliminar bacterias, y ¢l
proceso de coagulacion es bueno para climinar virus, no ¢s posible garantizar
que su remocion sea completa por dichos tratamicntos debido a lo pequeiio de
muchos microorganismos, asi ¢l agua final contiene patdgenos y bacterias que
necesitan ser climinados o destruidos. En la priactica es imposible esterilizar el
agua para matar todos los microorganismos presentes, y debido a la alta
concentracion de productos quimicos requeridos para su esterilizacion, harian el

agua muy desagradable y posiblemente peligrosa para beber. Por lo tanto ¢l agua
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se desinfecta, en lugar de esterilizarla, utilizando uno de los métodos de
desinfeccion como son la cloracion, ozono o la radicacién ultravioleta para

asegurar quc los patogenos potencialmente dafiinos se o 1gan en un nivel de

seguridad en las aguas potables.?

Es importante observar la diferencia entre la esterilizacion (la muerte de
todos los organismos), que rara vez se necesita, y la desinfeccion (la muerte de
organismos potencialmente daifiinos), que es ¢l requerimicnto normal. > '*

La eficacia del tratamiento del agua en eliminar microorganismos patégenos
varia de mes a mes, ¢ incluso cuando la planta de tratamiento esta logrando un
99.9% dc climinacion habra siecmpre algunos patogenos residuales en el agua.
Esto significa que la desinfeccion es absolutamente vital para asegurar que todos
los microorganismos provenicntes dc una contaminacion fecal del agua bruta

scan destruidos.!

1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA DESINFECCION

Sc pucden considerar dos puntos importantes dentro de los factores que
influycn cn la desinfeccion:
* Tipo de dcsinfectante: La eficacia de la desinfeccion depende del tipo de

quimico utilizado. Algunos desinfectantes (por ejemplo ozono, didxido de cloro)
son fucrtes oxidantes, en comparacion con otros.
® Tipo dc microorganismo: Existe una exagerada variacion en la resistencia de

Accin bt

microorganismos patogenos a la ¢ >cion. Las bacterias formadoras de

esporas son general mas resistentes a los desinfectantes que las bacterias

vegetativas. La resistencia a los desinfectantes varia de acuerdo a la cantidad de

bacterias y a la cepa pertencciente. En general, la resi ia a la desinfeccion
lleva cl siguicnte orden: bacteria vegetativa < virus entéricos < bacterias

formadoras dc esporas < quistes de protozoarios.?



1.4 PATOGENOS BACTERIANOS Y ENFERMEDADES
RELACIONADAS CON EL AGUA
L.a materia fecal contiene arriba de 10° bacterias/gramo. El contenido
bacteriano de las heces representa aproximadamente 9% del peso humedo. Las
bacterias se han caracterizado y per en a los sigui Brupos:

1. Bacterias Gram negativas anacrobias facultativas (por ejemplo Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, IXscherichia, Klebsiella, Shigella)

2. Bacterias Gram negativas acrobias (por ejemplo Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium, Acinetobacter)

3. Bacterias Gram positivas formadoras de esporas (por ejemplo Bacillus spp)

4. Bactcrias Gram positivas no formadoras de csporas (por ejemplo
Arthrobacter, Corynebacterium, Rhodococcus)?
Las enfermedades transmitidas por ¢l agua son aquellas que se propagan por

el agua contaminada con heces u orina humana; la infecciéon ocurre cuando el

microorganismo patoégeno llega al ag que co una persona que no es
inmunc a la enfermedad. La mayoria dc las enfermedades en esta categoria, el
colera, la tifoidea, la disenteria bacilar, ctc., siguen una ruta clasica de
transmision fecal-oral y los brotes se caracterizan porqQque enferman
simultancamente varias personas que toman de la misma fuente de agua.

El agua es muy importante e¢n la vida del hombre, si esta contaminada, sc¢
convierte en un medio con gran potencial para transmitir una amplia variedad de

enfermedades. En el mundo desarrollado las enfermedades hidricas son raras, lo

que se debe a la presencia de sistemas cfici de ab imiento de agua y
climinacion del agua residual. Sin embargo en el mundo en vias de desarrollo, tal

vez cerca de 2000 millones de personas no ¢ con ab imiento de agua

seguro y adecuado. Como resultado, las enfermedades hidricas en estas areas

alcanzan cifras cscalofriantes.?



Hay aproximadamente dos docenas de enfermedades infecciosas, (Tabla 1),
en cuya incidencia puede influir ¢l agua. La causa de estas enfermedades puede
tener su origen en bacterias, protozoarios 0 gusanos. Su control y detencion tienc
como fundamento la naturaleza del agente causantc, aunque es mas util tomar en
consideracion los aspectos relacionados con el agua en la diseminacion de la
infeccion.?

Algunas dc cstas enfermedades son de gran importancia en la ciudad dec
Meéxico, ya que el requerimiento fisiologico basico de agua de una persona es de
2.5 Vdia, aunque la carga de trabajo y las condiciones climaticas pucden
aumentar bastante esta cifra, debido a la necesidad de remplazar el agua perdida
por la transpiracion. A medida que el nivel de vida aumenta, aumenta también el
uso del agua, y si s¢ consume agua contaminada con algun microorganismo
patégeno, el consumidor esta expuesto a contracr alguna enfermcdad,
principalmente gastrointestinal (Tabla 2).2

Asi, la calidad dcl agua potablc para uso publico cs lo mas importante para
cada uno dec nosotros. [Los sistemas de distribucion del agua municipal y rural
pucden transmitir enfermedades humanas tales como colera (Vibrio cholerace),
ficbre tifoidea (Salmoneclla typhi), shigelosis (Shigella spp), salmonclosis
(Salmonella spp.), y gastroenteritis (Campylobacter jejuni, Escherichia coli),
(Tabla 1 y 2). La amenaza dc la transmision de tales enfermedades es mas seria
cuando la densidad poblacional crece y consigo los desechos de los habitantes de
las ciudades que acarrean patégenos humanos intestinales.?

La transmision de todos cllos se realiza por via fecal-oral y se¢ producen
principalmente por la contaminaciéon, tanto directa como indirecta, de los
recursos de agua por las aguas residuales o en ocasiones por desechos de

animales. Es tedricamente posible, pero improbable, que otros organismos



patogenos tales como nematodos (lombrices y anquilostoma) y céstodos (tenia)

se pucdan transmitir a través de agua potable.’

Tabla 1. Principales enfermedades relacionadas con el agua *
Enfermedad Tipo de relacion con el agua

Colera

Hepatitis infecciosa
Leptospirosis
Paratifoidea
Tularemia

Tifoidea

Disenteria amibiana
Discnteria bacilar Por cl agua o por el agua para cl aseo personal
Gastrocnteritis
Ascariasis

Conjuntivitis
Enfermedades diarréicas
Lepra

Sama

Scpsis y tlcera de la picl
Tifa

Tracoma

Gusano de Guinca

E . P
Paludismo
Oncocercosis
Enfermedad del sueiio Insectos vectores relacionados con el agua
Ficbre amarilla

Denguc

1.S MODO DE TRANSMISION
En 1546 cl cientifico italiano Fracasoro, investigador de las muertes por

Transmitida por el agua

Por el agua para aseo

Desarrolladas cn el agua

plaga bubédnica llega a una conclusién en el modo de transmision de las
infecciones, expresando que la transmision involucra el transporte de un agente
infeccioso de un reservorio a un hospedero, cste ¢s el mas importante eslabon en
la cadena de la infeccion. En 1850, ¢l Dr. Snow cstablecié la transmision de

enfermcedades microbianas a través del agua, por ejemplo ¢l colera.
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Tabla 2. Agentes patégenos causantes de enfermedades bacterianas.

Agente bacterial

2,3,15

Enfermedad principal

Reservorio principal

Sitio afectado

Salmonella yphi
Salmonella paratyphi
Shigella

Vibrio cholerae
FEscherichia coli
enteropatogénica
Yersinia
enterocolitica
Campylobacter jejuni

lLegrionella
pneumophila
Mycobacterium
tuberculosis
Leptospira

Bacterias oportunistas

Fiebre tifoidea
Ficbre paratifoidea
Disenteria bacilar
Colera
Gastroenteritis

Gastroenteritis
Gastroenteritis
Enfermedad aguda
respiratoria
Tuberculosis
Leptospirosis

(enfermedad de Weil)
Variable

Heces humanas
Heces humanas
Heces h

Tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal
1 ino delgado bajo

Heces humanas
Heces humanas

Heces
humanas/animales
Heces
humanas/animales
Aguas termales

Exudado respiratorio
humano
Heces animales y
orina
Agua natural

Tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal

Tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal
Pulmones
Pulmones
Gencralizado

Principalmente tracto
zastrointestinal

Asi, se llega a la conclusion de que los patoégenos pueden ser transmitidos de

un reservorio a un hospedero susceptible por varias rutas:

e Transmision persona a persona (mano-mano, fecal-oral, sexual)

e Transmision por agua

e Transmision por alimentos

e Transmisién por airc (particulas)

e Transmisién por vectores (insectos)

e Transmision por fomites *'?

En resumen, las bacterias son ¢l grupo mas importante en cuanto a frecuencia

i de fi

de dcteccion en el agua y de epid

medades registradas. Las

enfermedades por bacterias mas import

estan comunt

asociadas con la

contaminacion fecal del agua. Un aspecto importante en el desarrollo de alguna
enfermedad bacteriana transmitidas por el agua cs el clima de la regién, por

cjemplo, cn regiones templadas estas incluyen Salmonella (tifoidea y



paratifoidea), Campylobacter, Shigella (disenteria bacteriana), Vibrio cholerae
(colera), Escherichia coli (gastroenteritis) y Mycobacterium (tuberculosis), como

se vio en la Tabla 2.’

1.6 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PATOGENOS

El aislamiento y la identificacion de microorganismos patogenos individuales
es complejo, siendo diferente para cada especic, y extremadamente lento. Estos
microorganismos pueden no estar presentes en ¢l agua todo ¢l tiempo, y pueden
estar presentes €n un numero muy pequeiio. Por lo tanto, no se acostumbra
examinar todas las muestras de agua de modo rutinario para determinar la
presencia o ausencia dc todos los patogenos. También, la seleccion de un
patogeno en concreto pucde ser engafioso ya que cada especie puede tolerar
diferentes condicioncs ambientales. Para examinar rutinariamente los
suministros dec agua sc requicre una prucba rapida y sencilla. Es muy importante
cxaminar los suministros de agua por medio de una sencilla prueba general que
por una seric de prueba mas complicadas, ya que la mayoria de los casos de
contaminacién de los suministros de agua ocurre raramente. Esto ha llevado al
desarrollo de 1a utilizacion de microorganismos indicadores para determinar la
probabilidad en caso de contaminacion por heces. Las caracteristicas de un
microorganismo indicador ideal son las siguientes
1. Puede ser un miembro de la microflora intestinal de animales de sangre

calientec

2. Puede estar presente cuando los patogenos cstan pr o en

muestras no contaminadas.
3. Puede estar presente en mucho mayor nimero que ¢l patogeno.
4. Que no se multiplique en ¢l medio ambicnte

5. Quc sca detectable por métodos faciles, rapidos y baratos.
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6. El organismo indicador puede ser no patogénico por si mismo. .3

Asi, la proteccion de la salud publica requiere un indicador de poblaciéon

fecal, ya que las heces son la principal ¢ de ¢« i ion del agua por
bacterias causantes de cnfermedades gastrointestinales. En el afio 1890,
Theobald Smith propone a Fscherichia coli como el indicador bioldgico de
seguridad de los tratamicentos del agua ya que forma parte de la flora de
mamiferos, sustituyendo a otras pruebas para detectar “coliformes” que fueron

desarrolladas y formaban parte de las regulaciones del agua potable.'®

Los microorganismos no patogenos que 3 pre pr en el
intestino de los humanos y animales se excretan junto con los patdégenos, pero en
mucho mayor namero. Varios de estos son facilmente aislables y son ideales
para utilizarlos como indicadores de contaminacion fecal. l.as mas ampliamentc
utilizadas son las bacterias no patogenas, cn particular los coliformes,
cstreptococos fecales y los clostridios sulfato reductores. Estos tres grupos con
capaccs de sobrevivir durante diferentes periodos de tiempo en ¢l medio
acuatico. Los estreptococos feccales mueren bastante rapidamente fuera del
hospedero y su presencia ¢s un indicador de una contaminacion reciente.
Izscherichia coli (coliforme fecal) puede sobrevivir durante 4 a 12 semanas bajo
condiciones ambicntales y es facilmente detectada que la otra bacteria
indicadora. Debido a esto c¢s la prucba de microorganismos mas ampliamente
utilizada, aunque otras bacterias son utilizadas para confirmar la contaminacion
fecal si no se detecta fischerichia coli.' *°

Entonces la bacteria que mas satisface cse criterio es lischerichia coli. Este
cs un miembro del grupo de los coliformes. El grupo coliforme comprende todos
los acrobios y anaerobios facultativos Gram negativo, no esporulados, forma
cocobacilar que fermenta la lactosa con formacion de gas a las 24 hrs de

incubacion a 37°C. No siempre todos los coliformes provienen de las heces
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humanas, ¢l conteo total de coliformes es usado como un indice de poblacion.
Los coliformes totales incluyen un amplio rango de microorganismos que
pueden no tener su fuente primaria en el tracto intestinal. Esto es razonado si
muchos coliformes estan presentes en una muestra de agua dada, entonces esto
puede enmascarar a los patogenos cntéricos que también pueden estar
presentes. ' 1?
1.7 DETERMINACION DEL NUMERO DE BACTERIAS EN UNA
MUESTRA DE AGUA

El analisis bacteriolégico del agua cs vital en la prevencién de epidemias
como recsultado de la contaminacion del agua. El examen bacteriolégico de
abastecimientos de agua no implica la basqueda directa de los gérmenes
patégenos. El examen bacteriologico del agua usualmente involucra dos ensayos,
la estimacion del namero de bacterias de acucrdo con el conteo total en placa y la
determinacion mas significativa, de la presencia o ausencia de miembros del
grupo coliforme. Los coliforimes sc cucntan cn ¢l agua potable para determinar
su calidad y se realiza por dos diferentes técnicas. El primero de esos ¢s mas
cualitativo en el que el Numero Mas Probable (NMP) de coliformes es
determinado por el uso de caldo lactosado o caldo lauril triptosa en tubos de
fermentacion. La segunda técnica cstiandar para medir la densidad de coliformes
en ¢l agua es la técnica de filtracion por membrana, la cual tienec un valor mas
cuantitativo. Ambas técnicas siguen las recomendaciones de la American Public
Health Association en su Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewarer.> '®

La cucnta de coliformes totales ¢s una medida de todos los coliformes
presentes. Las escherichias son exclusivamente fecales en origen y estan

presentes en las heces frescas en un namero supcerior a IO"/gramo. Los otros
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coliformes son normalmente habitantes del suelo y aguas aunque pueden
también aparecer en las heces. La presencia de coliformes en el agua potable no
implica que haya contaminacion fecal, aunque en la practica se asume que los
coliformes son de origen fecal a no ser que se pruebe de otra manera. Por lo tanto
es importante confirmar si ZFKscherichia coli esta presente. Esto se hace
conjuntamente con la cuenta de coliformes. En la practica se informa de dos
cuentas de coliformes: la cuenta de los coliformes totales y la cuenta de
coliformes fecales (Fischerichia coli).!* '?

Sc ha resumido la interprectacion de los resultados de coliformes como sigue:
<<Ponde esta presente Irscherichia coli en gran namero, la conclusion es que ha
ocurrido una fuerte y recicnte contaminacion por aguas residuales humanas o

animal Si el mi o de Irscherichia coli es bajo, esto se interpreta como que

la contaminacion del mismo origen ¢s tanto reciente 0o menos severa. Si se
observan coliformes sin fischerichia coli la indicacion es que la contaminacion
cs tanto reciente y de origen no fecal o remota y de origen fecal tal que los
coliformes fecales no ha sobrevivido. No obstante, si sc encuentra cualquier
coliforme en un suministro de agua potable tratada, seguida de cloracion, se debe
concluir que o sc esta aplicando un tratamiento inadecuado o que la
contaminacion s¢ ha introducido durante la distribucion del agua, o en la toma

y/o jo de 1a tra. Cualquier indicaciéon de contaminacion, por ligera que

sca, debe ser considerada como materia grave y las circunstancias investigadas
inmediatamente>>."

En muchas situaciones ¢s necesario calcular la cantidad de microorganismos
presentes en una muestra de agua, asi la estimaciéon del namero de bacterias
vivas (recuento celular viable) en una muestra de agua se obtienc con un conteo
dc placa y con el uso de un medio nutricnte de agar. Una muestra de 1 mt del

agua, diluida si es necesario, se mezcla con agar a 40°C en una caja Petri. El agar
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se solidifica como gelatina y fija asi las células bacterianas en posicion. Entonces
la placa se incuba en condiciones apropiadas a 24 horas a 37°C para bacterias
que provienen del hombre o de animales. Al final del periodo de incubacion las
bacterias habran producido colonias visibles a simple vista y se supone que el
nimero de colonias ¢s una funcion de las células viables en la muestra original.
Para determinar la presencia de un género particular o especie de bacteria es
necesario observar como se comporta en un medio especial o en condiciones
optimas de incubacion, y que sean adecuados Ganicamente para la bacteria que se
investiga. Como se menciono anteriormente, muchas enfermedades graves estan
relacionadas con la contaminacion microbiolégica del agua, contaminaciéon que
se dcbe en su mayoria a bacterias patogenas excretadas por gente que sufre o
porta la enfermedad. Aun cuando es posible examinar el agua para detectar la
prescencia de un patégeno especifico, una prucba mas sensible emplea como
microorganismo indicador la bacteria [fischerichia coli, que es un habitante
normal del intestino humano y que se¢ excrcta en grandes cantidades. Su
presencia en el agua indica contaminacion por excreta y la muestra se clasifica
como potencialmente peligrosa puces también podrian estar presentes bacterias
fecalcs patogenas. Las bacterias coliformes en gencral tienen la capacidad de
fermentar la lactosa, fermentacion que produce acido y gas. La detecciéon de
coliformes se efectua por medio de lactosa (caldo de MacConkey) con diluciones
de diferente concentracion que se inoculan con la muestra. La aparicion de acido

y gas después de 24 horas de incubacion a 37 °C, se toma como indicacién

positiva de la pr ia de b ias coliformes; con la ayuda de tablas

estadisticas ¢l resultado se expresa como ¢l Numero Mas Probable/100 ml. Para

comprobar positiv tc la pr ia de fischerichia coli, se subcultivan tubos
positivos en un medio fresco por 24 horas a 44°C, c¢n cuyas condiciones solo

crece lscherichia coli para producir acido y gas. 2% '*



El método de conteo en placa ¢s usado en las plantas de tratamiento de agua
de acuerdo a las siguientes indicaciones:

1. Medicion de la eficacia de los diferentes procesos del tratamiento. Incluyendo
la desinfeccion.

2. Monitoreo dec la calidad bacteriologica del agua final durante el almacenaje y
distribucion.

3. Determinacion del crecimiento bacteriano en la superficie de materiales
usados en el tratamicnto y los sistemas de distribucion.

4. Determinacion del potencial de desarrollo o crecimicnto posterior en el agua
tratada en los sistemas de distribucion.?

Asi los métodos para la deteccion de Iischerichia coli en el agua y otras
mucstras ambicntales, ha cambiado muy poco en muchos aiios, principalmente
basandose en la fermentacion de la lactosa y la habilidad de muchas cepas de
Isscherichia coli para crecer a 44°C. Pero cxisten nuevos métodos para la
deteccion de esta bacteria que pueden ser mas rapidos, por e¢jemplo usando la
cnzima B-D-glucuronidasa, que es caracteristica dc estar presentc en 95% de
todas la /scherichia coli aisladas, o ¢l uso de 1a PCR para identificar scherichia
coli basandonos en ¢l gen uidA que codifica la B-D-glucuronidasa.'® '°

Para detectar la enzima B-D-glucuronidasa se utiliza ¢l caldo de cultivo lauril
sulfato con 4-metilumbeliferil-B-D-glucuronido donde se inocula dicho medio
con muestra y se incuba por 24 hrs a 35°C. La aparicncia, bajo luz normal, de
una muestra clara es indicadora de un resultado negativo para coliformes totales;
la apariencia, bajo luz normal, de una muestra de color amarillo e¢s indicadora de
un resulto positivo para coliformes totales, y la fluorescencia, color azul bajo luz
ultravioleta, ¢s indicadora de un resultado positivo para coliformes totales y

coliformes fecales.'®



1.8 NORMAS OFICIALES MEXICANAS

En México se han publicado en el Diario Oficial de la Federacion gran
namero de Normas Oficiales Mexicanas (NOM) en donde, algunas detallan
aspectos importantes que ¢l agua debe cumplir con ciertos parametros
establecidos por medio de un sin nimero de pruebas de laboratorio. Dichas
Normas exigen que las compafiias de suministro de agua potable brinden agua
para uso y consumo humano libre de microorganismos patégenos a los
consumidores y definen claramente que significa este y otros términos. > 7-#-2

La Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-201-SSA1-2000 tienc un grupo de
estandarcs para ¢l agua potable, donde las especificaciones sanitarias del agua
potable cxpresan quc se considera de buena calidad cuando no se detectan
coliformes totales ni fecales.”*?

1.9 ESTANDARES REVISADOS POR LA ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD (OMS)

Las normas de la OMS para ¢l agua potable son quiza los estandares mas
importantes relacionados a la calidad del agua. Se¢ usan universalmente. Las
normas originales se¢ publicaron en dos volimenes en 1984, El Volumen 1 es el
de las normas, micntras que ¢l Volumen 2 contiene las evidencias cientificas
sobre las cuales se basan las recomendaciones del Volumen 1. Las normas
existentes se basan en las evidencias toxicologicas disponibles hasta 1987, con
una ultimas nuevas normas afiadidas en Ginebra en septiembre de 1992, Las
nuevas normas incluyen parametros microbiologicos (Tabla 3), quimicos y
radiolégicos. 1.os parametros quimicos incluyen 17 inorganicos, 27 organicos, 33
pesticidas y 17 desinfectantes y subproductos asociados.

Las normas microbioldgicas estan todavia basadas en la Escherichia coli o

cn coliformes termorresistentes como indicadores de la contaminacion fecal. Se
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recomienda coliformes totales solamente como indicadores de la eficiencia del
tratamicento y la integridad del sistema de distribucion, no como indicador de la
presencia o ausencia de patogenos. No se han establecido valores guia para virus,
protozoos o bacterias patdogenas especificas debido a la ausencia de métodos

analiticos adecuados para el trabajo rutinario.'

Tabla 3. Valores guia del agua potable por la OMS para la calidad bacteriologica
del agua potable.'?- '*

Microorganismos Norma
Todas las destinadas para co o
Ischerichia coli o bacterias No detectables en ninguna muestra de 100 ml

coliformes termorresistentes

Agua tratada entrando en el sistema de¢
distribucion

Escherichia coli o bacterias No detectables en ninguna muestra de 100 mi
coliformes termorresistentes
Bacterias coliformes totales No detectables en ninguna muestra de 100 mil
Agua tratada en ¢l sistema de distribucion
Ischerichia coli o bacterias No detectables en ninguna muestra de 100 ml
coliformes termorresistentes
Bacterias coliformes totales No d bles en ni ra de 100 mi. En
cl caso de grandes suministros donde s¢ i
sufici as, no deb ecstar en

L
¢l 95% de la muestra tomadas durante cualquier
periodo de 12 meses.
Agua embotcllada
Bacterias coliformes fecales No d bles en ni a de 100 ml
erias coliformes No d bles en ninguna a dc_ 100 ml

1.10 CARACTERISTICAS DEL AGUA POTABLE
El analisis bacteriologico de los abastecimientos de agua c¢s el parametro de
calidad mas scasible. En ¢l caso del agua para uso potable, ¢s practica coman

evaluar su calidad en relacion con lineamientos o normas especificas.”
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Como la formulacion de tales valores guia se requiere la evaluacién critica de

las propiedades de los diferentes constituyentes, y es comin que se les clasifique

en cinco grupos.

1.

Parametros organolépticos: sus caracteristicas son rapidamente aparentes para
el consumidor pero tiene poco significado para la salud, por ejemplo, color,
turbiedad, sabor y olor.

. Parametros fisicoquimicos: son las caracteristicas normales del agua, tal como

pH, conductividad, sdlidos totales, alcalinidad, durcza, oxigeno disuelto, etc.
Algunos de estos parametros tienen importancia para la salud, pero el objctivo

es evitar el abastecimiento de agua excesivamente desbalanceada.

. Sustancias indescables en cantidades excesivas: ¢ste grupo incluye una amplia

Aaiti
t <

variedad dc sustancias; algunas son direct en altas

concentraciones, otras causan problemas de sabor y olor y otras pueden no ser
problematicas por cllas mismas. En este grupo se incluyen: nitrato, fluoruro,

fenol, hierro, mangancso, cloruro, carbono organico total.

. Sustancias toxicas: una amplia variedad de sustancias inorganicas y organicas

pucden tener efectos toxicos sobre el hombre; la severidad de los efectos de un
matcrial particular depende de la dosis recibida, ¢l periodo de exposicion y

otros factores ambicntales.

. Paramctros microbiologicos: en la mayor parte del mundo estos parametros

son los mas importantes para determinar la calidad del agua potable. Las
normas de calidad microbiologica sc basan esencialmente en asegurar la

h h 2

ausencia de bacterias indicadoras de ¢« inacion por d " »S.

1.11 TIPOS DE AGENTES INFECCIOSOS

La cvaluacion del agente infeccioso se basa cn su virulencia o su potencial

para causar cnfermedad en humanos. La virulencia es relacionada con la dosis
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del infeccioso necesaria para infectar al hospedero y causar la
enfermedad. El pc ial de c la enfermedad también depende de la

cstabilidad del agente infeccioso en el medio ambiente. La Dosis Minima

agente

Infectiva (DMI1) varia dependiendo del tipo de patégeno o parasito. Por ejemplo
para Salmonella typhi o Escherichia coli son necesarios de miles a millones de
microorganismos para cstablecer la infeccion, mientras que la DMI de Shigella
pucde ser tan baja como 10 microorganismos. Unos pocos quistes de
protozoarios o huevos de helmintos pueden ser suficiente para establecer la
infeccion. Para algunos virus, solo unas pocas particulas virales son suficicntes
para infectar al individuo, por ejemplo se necesitan de 1 a 10 UFP del virus de la

hepatitis A para causar la enfermedad (Tabla 4).°

Tabla 4. Dosis Minima Infectiva algunos patogenos arasitos.?

Microorganismo Dosis Minima Infectiva
Salmonella spp. 10¥a 107
Shigella spp. 10'a 107
Escherichia coli 10°a 10"

Vibrio cholerae 10°

Giardia lamblia
Cryptosporidium
Entamoeba coli
Ascaris
Hepatitis A

10' a 10? quistes
10! quistes
10' quistes

1-10 huevos
1-10 UFP

1.12 OZONO

El ozono se conoce desde hace mas de cien aiios, he aqui una pequeiia resefia

sobre la historia del ozono:

1785 von Marum describe un olor caracteristico en una maquina electrostitica.
1801 Cruikshank percibe ¢l mismo olor en un anodo.

1840 Schoenbein le da ¢l nombre de ozono por la palabra griega "ozein" que

significa "heder, oler”.



1857 Werner von Siemens disefia un generador de ozono, de tipo dicléctrico.

1893 Oudshoorn, se construye la primera planta de Holanda.

1906 Niza, Francia, planta Bon Voyage, "lugar de nacimiento de la planta de
tratamiento de agua por ozonizacion®”.?!

Asi, el ozono (O3) es una forma alotropica del oxigeno que se produce al
pasar oxigeno seco o airc a través de clectrodos separados que producen una
descarga eléctrica (5000 a 20 000 V, 50 a 500 Hz) y se forma cuando se unen
tres atomos de oxigeno. '

Es un gas azul incstable y con un olor picante de heno recién cortado. Es un
podecroso agente oxidante asi como un desinfectante. Es atil en el blanqueado del
color y en la recmocion de sabores y olores. Como cl oxigeno, el ozono es
ligeramente soluble en cl agua debido a su forma inestable. A menos que se
disponga dc energia barata, cl tratamiento con ozono ¢s mucho mas caro que la
cloracion. En estas circunstancias, el filtrado y la ozonizacion pueden producir
agua similar a la producida por una planta mas compleja de coagulacion,
sedimentacion, filtracion y cloracion. Este hecho, junto con la insistencia de los
consumidores de recibir agua potable sin sabor ni olor, apunta al uso del ozono
ya quc no solo desinfecta sino que también reduce el color y olor mediante la
oridacion de las sustancias organicas que sec encuentran en el agua.'- 14 15:24.21

Un tipo de ozonizador es el tipo de placa con clectrodos planos y dieléctricos
de vidrio. El airc pasa entre los clectrodos y se ozoniza por la descarga a través
del espacio por donde pasa el aire. La produccion de ozono es normalmente de
1% a 4% cuando se utiliza aire, cuando se utiliza oxigeno el porcentaje de
produccion de ozono esta entre 4% y 12%, con una demanda de energia de 25
kWh/kg de ozono producido.> 32!

El ozono, al ser una molécula dc tres atomos de oxigeno, el atomo de

oxigeno cxtra hace que éste sea un oxidante muy energético, de aqui sus

- 22



propiedades de oxidacion muy potentes y tiende a utilizarse donde el agua
natural conticne materiales que podrian combinarse con ¢l cloro para originar
sabores y olores desagradables. El ozono, que frecuentemente se utiliza en
combinacion con el carbén activo, puede eliminar todas las bacterias en dosis de
1 ppm cada 10 minutos, y también puede reducir el color, sabor y olor. Ademas
de ser mis caro que la cloracion y de que debe ser producido in situ, la falta de
accion residual de desinfeccion en las tuberias de distribucion son sus principales
desventajas. Esto permite el desarrollo biologico que origina los problemas de
sabor y olor. Por lo tanto después de la ozonizacion se realiza una cloracion a
bajo nivel para prevenir el crecimicnto.'- 3 '%-15-24

El ozono fue primero introducido como un fucrtc agente oxidante para
remover olor, color y sabor de la agua. La primera planta de tratamiento que uso
ozono tiene sus inicios en 1906 en Nice, Francia. Este oxidante ¢s ahora usado
como un desinfectante primario para inactivar microorganismos patogenos y
para la oxidacion de hierro y manganeso, compuestos causantes de sabor, olor,
color, y precursores de trihalometanos, ademas de que sirve como floculante,
hacicndo que sélidos totalmente disueltos, sc precipiten y puedan ser eliminados
por ¢l proceso de filtracion. 224

En los Estados Unidos de Norteamérica mas de 40 plantas de tratamiento
usan 0zono mMas como un oxidante que como un desinfectante. El ozono puede
scr aplicado a varios puntos dec una planta de tratamiento convencional,
dependiendo del uso final del agua. Su efectividad como un desinfectante no es
controlada por cl pH, y no interactiaa con el amoniaco.*?*

Asi, después de ver los bencficios que puede tener ¢l ozono, ;por qué no hay
mas plantas que usen ozono? La sencilla razon es que la industria del agua
sicmprc ha estado preocupada por los costos y ha tratado de proporcionar agua al

costo mas bajo posible y ¢l cloro es ¢l desinfectante menos costoso.'> 2128
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1.13 OZONO VS. CLORO

Aqui analizamos un enfrentamiento ozono/cloro, dado que es el cloro el
elemento mas usado como agente en la desinfeccion del agua potable en todo el
mundo. En general, ambos clementos rcalizan la misma mision: tratamiento del
agua por oxidacion quimica (destruccion de microorganismos patdgenos).

En csta etapa del tratamiento por oxidacion se han venido utilizando como
clementos desinfectantes ¢l cloro, bromo, yodo, ozono, permanganato potisico e
incluso agua oxigenada. De todos ellos, tan sdlo se ha generalizado a nivel
mundial el cloro y sus compuestos. Ahora bien, es evidente que el olor y sabor
que permancecen después del tratamiento del agua con cloro son desagradables, ¢
incluso puedc resultar nocivo para la salud. El ozono, dado que es el mayor
oxidante conocido después del fluor, es mas rapido en su actuacion, pero ademas
es inodoro c¢ insipido, ademas, el ozono c¢s cl oxidante mas potente que puede
producirse industrialmente de forma econémica.

Espccialmente estos ultimos afios se viene cuestionando la validez del cloro
como desinfectante de aguas potables, no por su reconocido poder bactericida,
sino debido a la formacion de compuestos indeseables en las aguas cloradas:

1. Si las aguas a tratar contienen nitréogeno organico o amoniaco libre, se forman
cloraminas que producen olores en ¢l agua. Se analiza la posibilidad de que
Sean agentes cancerigenos.

2. Si las aguas contienen pequeiias cantidades de fenoles se forman, por adicién
de cloro los denominados clorofenoles que producen en el agua olores y
sabores medicamentosos tan desagradables, que a concentracion de 0.01 mg/l
la hacen inaceptable para el consumo.

3. Pcro sin duda, el mayor inconveniente es la formacion de compuestos clorados

tales como los bifenilos policlorados que ticnen un probado caracter
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cancerigeno, y cada vez son mas frecuentes si ¢l agua es portadora de materia
organica adecuada.

4. Mencion especial merece los trihalometanos (THM) que daltimamente estan
prcocupando a las Autoridades Sanitarias de la mayoria de los paises. Se
forman con algunas sustancias organicas, por €sto son compuestos organicos
potencialmente cancerigenos (el mas importante a considerar es el
cloroformo), y que aparecen en el agua potable tras ser sometida a cloracion.
En Espaiia, son muchas las ciudades con limites de THM tolerables pero

preocupantes. ' 2°

El ozono, al actuar sobrc los productos que originan los THM, realiza la
funcion desinfectante sin este inconvenicente y no existen THM como producto
de la desinfeccion.

Frente a estos inconvenientes del cloro, el ozono no sélo no forma productos
que pucden considerarse como cancerigenos, ni produce sabores u olores al agua,
sino que climina las posibilidades cancerigenas y climina los sabores y olores del
agua.

Durantc afios sc han realizado numerosos trabajos para establecer el poder
relativo del cloro y ¢l ozono en la destruccion de bacterias y virus, llegando a la
conclusion de que el ozono es mucho mas efica.- y rapido que el cloro, ya que el
poder de desinfeccion de éste es de 300 a 3000 veces mas rapido en comparacion

con cl cloro.?®

1.14 EFECTOS DEL OZONO EN MICROORGANISMOS
INDICADORES Y PATOGENICOS
Como se ha venido mencionado, el ozono cs un oxidante mas poderoso que
el cloro. El umbral de la concentracion de ozono que inactiva a bacterias

rapidamente es solo de 0.1 mg/l, ya que Bringman observo que 0.1 mg/l de cloro
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requiere 4 horas para eliminar 6x10% células de FEscherichia coli en agua,

mientras que 0,1 mg/l de ozono ita anic te 5 segundos. Kessel encontré
que para desinfectar agua que contienc virus de la poliomielitis con 1 mg/l de
cloro se necesitaban 2 horas, y con so6lo 0,05 mg/] de ozono bastaban Gnicamente
2 minutos.?®

El ozono aparece para ser ¢l mas efectivo contra rotavirus humano, mas que
el cloro, monocloramina, o didxido de cloro. La concentracion de ozono
requerida para inactivar el 99.9% dc enterovirus en agua (25°C, pH=7.0) en 10
minutos varia entre 0.05 y 0.6 mg/l. Como sea, algunos patogenos bacterianos
(por cjemplo Mycobacterium fortuitum) son mas resistentes que los virus al
ozono. La resistencia de un namero de microorganismos al ozono se ha
encontrado que es la siguiente: Mycobacterium fortuitum > poliovirus tipo 1 >
Candida parapsilosis > Escherichia coli > Salmonella typhimurium.?

Se necesitan altas dosis de ozono (5 mg/l) para que cste tenga cfecto en la

elimi ion de ooqui de Cryptosporidium parvum y se ayuda clevando la

temperatura para que las paredes de los quistes s¢ hagan permcables y pueda

tener acceso el desinfectante.'?

1.15 MECANISMO DE ACCION DEL OZONO

El ozono rcacciona por dos rutas, oxidacion directa por la molécula de ozono
y la oxidacion indirecta por ¢l radical libre hidroxil, el cual es un oxidante aun
mas fuertc que ¢l ozono. En medio acuoso ¢l ozono produce radicales libres que
inactiva a los microorganismos. El ozono afecta la permeabilidad, actividad
enzimatica, ADN dc la bacteria, en donde los residuos guanina y/o timina
aparecen para ser los blancos mas susceptibles al ozono. El tratamiento con
ozono conducc a la conversion de un plasmido circular cerrado de ADN

(ccADN) dc Isscherichia coli a uno abicrto (ocADN), fracciona las protcinas en
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los residuos triptofano y da lugar a la formacion de proteinas de diferentes
aminoacidos y de diferentes pesos moleculares, y la reaccion con los lipidos
ocurre en los dobles enlaces carbono-carbono presentes en los acidos grasos no
saturados, produciendo diferentes productos toxicos como el peroxido de
hidrogeno, y aldehidos. El ozono inactiva los virus por dafio en su acido nucleico
central. Las proteinas que los cubren también son afectadas, pero €l dafio a las
proteinas puede ser minimo y no afectar significativamente la absorcion det virus
a la célula> '*2¢

1.16 USOS DEL OZONO

El principal uso dcl ozono cs la desinfeccion del agua, y actualmente ésta
caracteristica sc csta utilizando para purificar el agua de piscinas.

Dcbido a que es un poderoso agente oxidante cs util en el blanqueado del
color y en la remocion de sabores y olores ya que no sélo desinfecta sino que
también reduce ¢l color y olor mediante la oxidacion de las sustancias organicas
que se encuentran cn ¢l agua.

Tambi¢n sirve para la oxidacion de hierro y manganeso, compuestos
organicos, y precursorcs de THM, ademads de que sirve como floculante,
haciecndo que solidos totalmente disueltos, se precipiten y puedan ser climinados
por ¢l proceso de filtracion,'- 3 '4-24.21- 25

Actualmente se ha cucstionado mucho los efectos nocivos del ozono en cl
organismo de¢ los seres vivos y por ¢l contrario se han desarrollado aplicaciones
médicas denominadas ozonoterapias, siendo sus principales promotorcs
investigadores de Europa Oricntal, Italia y principalmente Cuba.

Sc le ha dado uso cn el tratamicnto de agua para hemodialisis, para
proteccion del cndotelio vascular (isquemia arterial subaguda, microvarices),

para restauracion de la actividad cardiaca después de la muerte clinica, para el
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tratamiento de hepatitis B (dafio hepatocelular), la epidermofitosis, Herpes-
Zoster, artritis reumatoide, hiperlipidemias, SIDA, ncoplasias malignas, ncuritis
ciatica, hernia de disco intervertebral y osteomielitis, preclampsia, entrc otras
aplicaciones.

Dentro de las investigaciones para la aplicacion del ozono, se ha desarrollado
en la Habana Cuba y gracias al apoyo de algunas universidades de Italia, un
compuesto Ilamado Olcozon, que consiste de aceite de girasol ozonizado, y a
cste se le atribuyen caracteristicas bactericidas, ya que sé probo contra
micobacterias, cstafilococos, estreptococos, enterococos, Pseudomonas y

Ischerichia coli, y los resultados son que las Micobacterias son mas susceptibles

actual te se csta

al Olcozon que las otras bacterias utilizadas, ad
estudiando la utilizacion del Oleozon contra trofozoitos de Giardia y contra

Candida*®- 2223

1.17 IMPORTANCIA DE LA SALUD PUBLICA DE LOS PRODUCTOS
DEL OZONO

El ozono existe naturalmente cn el ambiente. Probablementc las
concentraciones a corto plazo mas grandes ocurren cuando los rayos de las
tormentas producen ozono. En las oficinas, el ozono se detecta cerca de las
fotocopiadoras. Los soldadores estan expuestos al ozono producido por el arco
durante ¢l proceso dec soldadura. Y los residentes que viven en grandes urbes
como Denver, Los Angeles, Ciudad de México, Bogotia, Caracas, Sdo Paulo,
ctc., estan expucstos a concentraciones de ozono entre 0,5 a 1,0 ppm cuando cl
escape de los automéviles ¢ industrias reacciona con la luz solar.

Como cl ozono e¢s un oxidante fuerte, producc reacciones en el tejido
humano, en particular en los pulmones, 1o que perjudica la respiracion. Los ojos

y la nariz también sc ven afectados. La Occupational Safety and Health
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Administration (Administracion de la Seguridad y Salud Ocupacional, OSHA)

ha establecido los limites para los ambicntes de trabajo que se presentan en el

Cuadro 1.?'
Cuadro 1. Exposicion al ozono?!
Exposicion Limites
Olor dctectable 0.01-0.05 ppm
tos/irritacion cn 8 min. 1 ppm
tos/irritacion en I min. 4 ppm
Limite OSHA 8 h 0.1 ppm
Limite OSHA 15 min. 0.3 ppm
Conc. mortal en < 1 min. 10 000 ppm

Los reglamentos para los subproductos de la desinfeccion en Europa y
Estados Unidos y las pautas de organizaciones internacionales, como las de la
OMS, obligan a las cmpresas de agua a reducir los THM en ¢l agua potable, lo
quec en muchos casos hace imposible el uso continuo del cloro.

La prcocupacion por los subproductos de la desinfeccion, como los THM,
hacen que cl uso del cloro ya no sca una opcion. Ademas, la inactivacion de
virus y otros microorganismos como ¢l Cryptosporidium requeriria altas dosis de
cloro que causarian mayores concentraciones de subproductos. Por consiguiente,
la cleccion idcal es un desinfectante potente con bajos niveles de produccion de
subproductos. Comparado con otros desinfectantes como el cloro, cloraminas y
¢l didxido de cloro, el ozono es cl desinfcctante mas potente y también el de mas
rapida accion ?'-2*

Se ha discutido la formacion de compucstos mutagénicos/carcinogenos por la
cloracion del agua. Se conoce menos sobre el ozono para counsiderar sus
productos. Los aldchidos son productos dc importante consideracion, pero su
significado ¢n la salud es ain desconocida. Recientes estudios presentan que el

agua tratada con ozono a una dosis mayor de 3 mg/l puede presentar incremento
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en mutagenicidad. Los compuestos mutagénicos pueden ser removidos por un
tratamiento con carbon activado granular. Uno de los elementos que se puede
considerar de importancia en la formacion de subproductos del ozono es cl

bromo, por ¢so en si de desinfeccion con ozono se debe controlar la

concentracion de bromato, por sus efectos sobre el rifién, el oido y el intestino.
L.a USEPA ha ecstablecido un limite de bromato de 0.01 mg/l. Ademas ¢l ozono
también reacciona con ¢l bromo para formar bromoformo 3 '% %%

Cuando las aguas contienen bromuros se oxidan a bromatos, especialinente
utilizando ozono o peréoxido de hidrogeno. Aunque no esta incluido en la
Dircctiva del Agua Potable, ¢l bromato se ha incluido en la normativa revisada
de la OMS (1993) como un subproducto de desinfeccion. La formaciéon de
bromatos ocutira por tanto sicmpre que se utilice ozono para la desinfeccion, o
durante la climinacién dec pesticidas con carbon activo. La ecliminacion de
bromuro después de la ozonizacion requeriria membranas de filtracion y seria

cxtremadamentc costoso. ' '!-1*



1.18 HIPOTESIS

s Si se comprueba la capacidad desinfectante que presenta el ozono bajo
condiciones de laboratorio, entonces se podra aplicar éste como un método de

desinfeccion y purificacion del agua en ¢l hogar.
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2. OBIJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar la capacidad desinfectante del ozono

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1

222

223

224

Py +

Comprobar la capacidad d que pr el ozono en ¢l agua
Determinar la cantidad microbioldgica que es capaz de eliminar el ozono
en una mucstra de agua utilizando como microorganismo de referencia a

Iischerichia coli

Decterminar la cantidad de subproductos de la desinfeccion (Sustancias
Activas al Azul de Mctileno) que produce ¢l uso del equipo purificador
cn el agua

Demostrar si ¢l equipo cumple con las propiedades que le son atribuidas
por el fabricante, bajo las condiciones de operacion descritas por el

mismo
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3. METODOLOGIA

3.1 Identificacién de la b ia
Para este trabajo se utilizd como microorganismo de prueba la bacteria

Escherichia coli ATCC 11229, un excelente indicador de la presencia de
contaminacion fecal en las muestras de agua. Para obtener la cepa bacteriana, se
transfirié una colonia a una caja Petri con agar MacConkey y sc sembro en
dilucién y sc incubo a 37°C por 24 hrs.

Despuc¢s del periodo de incubacion se obtuvo una colonia caracteristica dc
Iescherichia coli (colonia color rojo-rosada, lisa, convexa de bordes enteros) del
agar MacConkey, ¥y se¢ sembré cn un tubo con agar nutritivo inclinado,
incubando a 37°C por 24 hrs. A partir de este tubo con la cepa purificada se
procedié a rcalizar la identificacion por medio de prucbas bioquimicas
(Apéndice D). También se le rcalizo la tincion de Gram para observar su

morfologia.

3.2 Preparacioén del cultivo de referencia’
Después de la identificacion sc prepard el cultivo de referencia tomando
una asada de la cepa purificada y s¢ sembro cn una caja Petri con agar nutritivo

(1) y sc incubod durante 24 horas a 37°C.

3.3 Preparacion del subcultivo’
Postcrior a las 24 horas de incubacion, de la caja de agar nutritivo (I) se tomé
una colonia del cultivo y se sembro en un tubo con agar nutritivo inclinado (I1) y

s¢ incubo por 24 horas a 37°C.
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3.4 Preparacion de Ia suspension de Escherichia coli’
La suspension de Escherichia coli se prepard de 1a siguiente manera: al tubo
con la bacteria desarrollada (1), se le adiciond con una pipeta estéril, 0.5 ml de

solucion salina al 0.85% estéril y se agitdo suavemente en forma manual, rotando

verticalmente el tubo cntre las dos manos para obtener una suspension

bacteriana, la cual sec transfirié a un tubo cstéril.
Se ajusté la suspension bacteriana con solucion salina al 0.85% estéril

igualandola al tubo No.1 decl Nefelometro (Tabla 5).

Tabla 5. Nefelometro de McFarland '7

Tubo No. UFC/mi
1 3 x 107
2 6 x 10
3 9 x 10*
4 12 x 10®
5 ts x 10*
6 18 x 10°
7 21 x 10®
8 24 x 10*
9 27 x 10®
10 30 x 10®

3.5 Preparacion del agua de prueba7

Sc prepard un volumen de 10 litros de agua libre de agentes bactericidas para
operar ¢l equipo purificador. Este volumen se inoculo con | ml de la suspension
de fischerichia coli preparada en ¢l punto 3.4, cantidad requerida para alcanzar
una concentracion inicial de microorganismos coliformes mayor o igual a 240
NMP/100 mi, posteriormente s¢ utilizaron cantidadcs mayores de bacteria para
determinar la capacidad desinfectante del ozono.

Sc cstimo la concentracion de microorganismos coliformes del agua de

prueba por ¢l método del sustrato cromogénico usando caldo lauril sulfato con 4-
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mectilumbeliferil-B-D-glucuronido (MUG) determinando el NMP/100 ml por el
método de tubos maltiples.

3.6 Desarrollo de la pruecba

Después de inocular los 10 litros de agua sc agito por 30 segundos para
homogencizar ¢l agua y la muestra. Después de esto se siguieron las
instrucciones del equipo purificador que fueron colocar la manguera dosificadora
de ozono que trac el cquipo (previamente desinfectada) dentro del agua de
pruecba, sc encendio ¢l equipo y la adicion del ozono al agua se hizo
instantincamente (sc¢ observa un burbujeo dentro del agua), cl tiempo de
operacion del equipo csta programado (aproximadamentc 16 minutos) y una vez
transcurrido este tiempo el equipo sc detienc automaticamente. Acabado cl
ticmpo dc operacion del equipo sc dejo reposar el agua por 10 minutos para
climinar el ozono residual que pudiese haber quedado en ¢l agua, para

posteriormente rcalizar las prucbas microbiolégicas.

3.7 Toma dec muestra

Sc tomaron muestras del agua antes de poner en funcionamiento ¢l equipo
para dcterminar las UFC/100 ml por ¢l método de vaciado en placa (en agar y
placas Petrifilm®) y ¢l NMP/100 ml por ¢l método de tubos maltiples con cl
método de! sustrato cromogénico.

Decspués del tratamiento con el cquipo purificador, se volviecron a tomar
mucstras del agua para determinar la concentraciéon de microorganismos por los
dos mc¢todos mencionados antcriormente y comprobar hasta que grado habia

reducido la cantidad de bacterias.
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3.8 Procedimiento para ¢l recuento en placa*

1.

Se marcaron tres cajas Petri estériles y sin agar para cada una de las siguientes
diluciones: 0, 10”', 10, y 10, También sc marcaron 3 botellas que contenian
90 ml de solucién salina al 0.85% estéril con las siguientes diluciones 107", 10°
2 y103.

. En un area cstéril se realiz6 la dilucion inicial transfiriendo 10 ml de la

mugcstra inicial del agua de prueba con una pipeta estéril en la primera botella
marcada con la dilucion 107, )
La botella con la diluciéon 107! se agité para distribuir uniformemente la

bacteria.

. Inmediatamente de esta primera botella se transfiriecron nuevamente 10 ml con

otra pipcta de 10 ml limpia y estéril a la segunda botella marcada con la
dilucion 102, se tapo la botclla.

Se agitd csta segunda botella y se transfiricron nuevamentc 10 ml con otra
pipeta de 10 ml limpia y cstéril de esta segunda botella a 1a tercera botella.
Esta representa la dilucion 107 de la muestra original. Se tapo y se agito para

homogencizar la muestra.

. Una vez preparadas las diluciones de 1a mucstra original se procedié a realizar

1a prucba de vaciado cn placa para determinar la cantidad de bacterias viables
presentes cn la muestra. Para esto se tomo 1 ml de la muestra original y se
colocaron en la caja Petri marcada con 0 (muestra sin ninguna dilucion). Para

las diluciones de la muestra original, sc realizo el mismo procedimiento

colocando | ml de cada una dc las diluciones en su correspondiente caja
marcada. Todo esto sec realizdo por triplicado, teniendo asi, 3 cajas de la

dilucion O, 3 de la dilucion 107, 3 para 102y 3 para 107,

. Sc prepararon 12 tubos con tapa de rosca que contenia 20 ml de agar

MacConkey cada uno, previamente esterilizado de acuerdo a tas indicaciones
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del marbete del frasco (un tubo por cada caja inoculada). Los tubos se
mantuvicron en baiio maria a 40°C para conservar ¢l agar en estado liquido.
Cuidadosamente sc quitd 1a tapa de cada una de las cajas con las diluciones de
la mucstra y asépticamente sc¢ coloco ¢l agar dentro de la misma. El agar y la
mucstra son inmediatamente mezclados por movimientos suaves haciendo una
figura dc 8 para homogencizar la muestra y el agar en la caja. Se repitio este
proceso para todas las placas restantes.

8. Una vez que ha gelificado ¢l agar, se invirticron las placas y sc¢ incubaron a
37°C por 24 horas.

9. Al final decl periodo de incubacion, se scleccionaron las cajas que contenian
cntre 25 y 250 colonias. Las placas con mas de 250 colonias no pueden ser
contadas y son designadas como “Incontables™.

10. El contco dec las UFC/ml que sc cncontraban al inicio de la prucba sc
compardé con cl namero de UFC/ml contadas después del proceso de
desinfeccion del agua con ¢l ozono, y con ambos resultados se calculo cl
porcentaje de reduccion bacteriana que cs caparz. de recalizar ¢l cquipo
purificador.

Un método relativamente nucvo para la enumeracion de microorganismos cs’
cl uso de placas Petrifilm® (placas para recuento de coliformes de 3M®™), cn
donde ¢l agar seco de la placa se rchidrato con 1 ml dc la muestra, como lo
indica ¢l instructivo dc las mismas. El procedimicnto fue ¢l mismo que se utilizé
con las cajas Petri, pucs dc cada dilucion de la mucstra y de la muestra original,
se colocd | ml a cada placa (cada placa sc rcalizé por triplicado). Asi para la
muecstra original se colocé 1 ml en una placa, repiticndo cste paso dos veces mas
y marcando las placas con 0 (como sc realizé en las cajas Petri), de la dilucion
10" sc tomo | ml y también sc coloco en una placa, repiticndo este paso cn dos

ocasioncs mas y marcando las placas con la dilucion correspondicnte. Asi sc
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realizo este mismo procedimiento para la dilucion restante. Para transferir el
mililitro de la muestra se utilizé una pipeta limpia y cstéril de 1 ml para cada una
de las diluciones. Después de inocular y marcar las placas, se colocaron en
incubacion a 37°C por 24 horas colocando un frasco con agua para evitar la
deshidratacion de las placas en la estufa. Para la lectura dc las mismas, se tomo
el mismo criterio que para las cajas Petri seleccionando las placas que contenian
entre 25 y 250 colonias para estimar la cantidad de bacterias viables en ¢l agua
antes y después del tratamiento de desinfeccion.

La otra prucba que se rcalizo al agua de prucba para determinar el namero de
coliformes en la muestra de agua fue la determinacion del NMP, csta prucba
involucra una scric de multiples tubos de fermentacion con campana Durham.

En ecsta prucba, las mismas diluciones dc la muestra de agua fueron
adicionadas a caldo lauril sulfato con MUG en tubos de fermentacion. Después
de 24 hrs de incubacion a 37°C, observamos a la bacteria capaz de fermentar la
lactosa con la produccion de gas ademas de Ja produccion de fluorescencia por el
sustrato cromogénico del medio. El caldo lauril sulfato con MUG es sclectivo
para bacterias Gram negativas.

Se¢ hizo cl conteo del nimero de tubos que presentaron gas en la campana
Durham, a-dlemas de los tubos que presentaban fluorescencia al ser expucstos a la
luz ultravioleta, y este numero de tubos es comparado con una tabla desarrollada
por la Amcrican Public Health Association (Apéndice A). El namero que se

expresa en la tabla es el NMP de coliformes/100 ml de la mucstra de agua.

3.9 Procedimiento para la determinacién del NMP*
1. Mczclar las botellas que contienen el agua de muestra ¢ inocular 5 tubos que
conticnen 9 ml de caldo lauril sulfato con 1 ml dec la botclla marcada con la

dilucion 107", 5 tubos con 1 ml de la dilucién 102, y 5 tubos con 1 ml de la
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dilucion 1073, Cuidadosamente se mezclo el contenido de cada tubo sin voltear
totalmente el tubo, solo colocando entre las manos y rotandolo lentamente
(para evitar la cntrada de aire a la campana Durham). S¢ marco cada tubo con
la dilucion de muestra inoculada.

2. Se incubaron las tres series de tubos por 24 hrs a 37°C (5 de la dilucién 107, 5
de la dilucion 102 y 5 de 1a dilucién 107%).

3. Después de las 24 horas de incubacion se realizoé la lectura de todos los tubos.
I.a formacion de gas cra indicativo de la presencia de /ischerichia coli, en este
caso csta técnica sc utilizé solamente para cnumerar la cantidad de coliformes
antes y después dcl tratamicnto decl agua con ¢l cquipo purificador para
determinar si ¢l ozono es capaz de desinfectar ¢l agua comtaminada. La
ausencia de gas después dc 24 hrs cra indicativo dc una prueba negativa.
Ademas de la formacion de gas podemos detectar la presencia de la enzima B-
D-glucuronidasa, quec hidroliza cl sustrato MUG y produce fluorescencia, que
s¢ determinéd utilizando una lampara de luz ultraviolcta de onda larga (366
nm).

4. Para determinar ¢l numero de coliformes ¢s nccesario recurrir a una tabla para
dcterminar ¢l NMP/100 ml de microorganismos presentes cn la muestra de
acuerdo a los tubos positivos que presentaron formacion de gas en la campana

Durham y la presencia de fluorcscencia cn los mismos (Apéndice A).

3.10 Calculos para determinar ¢l porcentaje de reducciéon bacteriana’
Después de realizar cl conteo de las UFC cn todas las cajas, se determiné la
cantidad de microorganismos coliformes (/oscherichia coli) en el agua de prucba
antes y después del wratamiento, obteniendo la media aritmética, para calcular cl
porcentaje de la reduccion bacteriana, y asi reportar si la potabilidad cra

accptable de acucrdo a la siguicnte formula:

39



(CT)Harst - (CTHAPT
(CT)AarsTt

%RBCT = X100

En donde:

2%RBCT.- Porcentaje en reduccion bacteriana de microorganismos coliformes

totales.

(CT) arsr.- Cuenta de microorganismos coliformes totales en UFC/ml de agua de
prueba sin tratar.

(CT) arr.- Cuenta de microorganismos coliformes totales cn UFC/ml de agua de
prucba tratada.

También se tomaron mucstras de agua de la cisterna dc una granja porcina y
agua dec riego junto a la misma para detcrminar la eficacia del aparato en la

de cont i ion, determinando cl

potabilizacién del agua en condicioncs r
NMP de coliformes/100 ml y las UFC/100 ml, ambas prucbas antes y después

dcl tratamiento con cl ozono.

(]

3.11 Decterminaciéon de subproductos de la desinfeccion con

La determinacion de sustancias activas al azul de metileno (SAAM) se basa
cn la reaccion dc las sustancias anidnicas, incluyendo alquil sulfonatos, alquil
sulfatos y alquil polictoxil sulfatos con cl azul de metileno, que da lugar a la
formacion de una sal de coloracion azul, soluble c¢n cloroformo, y cuya
intensidad de color es medida cspectrofotométricamente a una longitud de onda
de 650 nm.

Para la determinacion de dichas sustancias sc prepararon algunas soluciones
(Apéndice B) para construir una curva estandar y después determinar la cantidad
de SAAM del agua tratada con el equipo purificador para evaluar la cantidad de

subproductos que produce ¢l ozono durante 1a desinfeccion.
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3.12 Preparacién de la curva de calibracién®
Se colocaron volamenes de solucion patrén de SDS (Tabla 6) en embudos de

separacion, y después se agrego agua hasta un volumen de 100 ml.

Tabla 6. Preparacion de la curva de calibraciéon

Embudo ml de solucion patron de SDS | ug de SDS
No. 1 0 Blanco
No. 2 1 10
No. 3 3 30
No. 4 S 50
No. S 7 70
No. 6 9 920
No. 7 11 110
No. 8 13 130
No. 9 15 150
No. 10 20 200

3.13 Preparacion de la muestra®
El volumen de la muestra de agua para ser analizada, sc determindé de
acuerdo con la concentracion probable de SDS, segun la Tabla 7. Asimismo, sc

cfectud una prucba testigo con 100 mil de agua destilada (blanco de mucestras).

Tabla 7. Cantidad dc mucstra a tomar

Concentracion esperada de SDS en mg/l | Muestra a tomar en mli
0.025 — 0.080 400
0.080 - 0.40 250
0.40 - 2 100
2— 10 20
10 - 100 2
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3.14 Extracciény d rolle de color®

A cada uno de los embudos de separacion que conti las as, se

adicionaron 3 gotas de solucién indicadora de fenolftaleina a las soluciones
estandar y muestras y s¢ agrego suficiente solucién de hidroxido de sodio 1 N
para producir un color rosa. A esta solucion rosa, se le adiciond solucién diluida
de acido sulfurico, en pequeiias cantidades hasta que el color rosa desapareciera.

Se agregaron 10 ml de cloroformo y 15 ml de la solucién de azul de
metileno. Se agité durante 30 segundos y s¢ dcjo en reposo hasta la separacion
de las fases. Después se paso la fase organica a un segundo embudo y se lavo el
tubo dec descarga del primero con un poco de cloroformo. Se repitié la extraccion
dos veces mas, usando 10 ml de cloroformo en cada ocasion (si el color azul en
la fasc acuosa desaparccia, era nccesario descartar la muestra y repetir la
determinacion utilizando un volumen menor de muestra). La transferencia de la
fasc organica al segundo embudo de separacion se efectuo sdlo hasta que las dos
fascs cstaban complctamente scparadas.

Decspués sc combinaron todos los extractos cloroférmicos en un scgundo
cmbudo dec separacion. Se agregaron 50 mil de solucion de lavado y se agité
durante 30 scgundos. Se dejo reposar y se transfirié la capa de cloroformo a un
matraz aforado de 50 ml. Se repitio ¢l lavado por dos veces ecmpleando 10 ml de
solucion de lavado en cada ocasion. Se recogieron los lavados en ¢l matraz

aforado de 50 ml, y sc afordé con cloroformo y se mezclé perfectamente.

3.15 Estandarizacién del método®
Se fijo la longitud de onda del espectrofotometro a 650 nm de acuerdo con
las instruccioncs del manual de operacion, y sc¢ ajustd el instrumento a O

absorbancia con cl blanco de solucion estandar.
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Sc leyeron las soluciones estandar de menor a mayor concentracion y sc
registraron tres lecturas de cada una de las muestras (la absorbancia debe
mecdirse después de 15 minutos y antes de 30 minutos de haberse desarrollado el
color, una vez transcurrido ese tiempo la solucion ya no es estable).

Después se elaboré una curva estandar graficando el promedio de
absorbancia para cada solucion estandar en funcion de su concentracion de pg de
SDS, y sc ajustd la curva de calibracion obtecnida mediante regresion lineal
1

(método de minimos cuadrados). Sc ¢ 16 la pendi ., el coeficiente de

correlacion y la ordenada al origen y sc obtuvo la ecuacion de la recta. Del

mismo modo s¢ leyeron las muestras y blanco de mucstras

3.16 Cilculos para determinar la concentraciéon de subproductos del
ozono®
De 1a ccuacion de la recta obtenida (v - mx + b), despejar x para obtencr
dircctamentce los ug de SDS cn la muestra, donde:
v = Absorbancia obtenida en la muestra analizada.
m = Pendiente (coeficiente de absortividad).
x = ng de SDS en la mucstra obtenidos de la curva de calibracion.

b = Ordenada al origen.

3.17 Exp- ionder Itados®
Sc realizan los calculos necesarios para que las unidades scan expresadas en:

myp/l de sustancias activas al azul de_metileno
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4. RESULTADOS

4.1 Identifi i6n de la b ia

La tincion de Gram demostro que se trataba de un bacilo Gram negativo no

esporulado, y los resultados dc las prucbas bioquimicas para la identificacion de

la bacteria se presentan en la Tabla 8, en donde se muestran los datos obtenidos

cxXper i

tal y cl resultado que sc reporta en la bibliografia, para asi

compararlos y confirmar que la bacteria utilizada fue Kscherichia coli:

Tabla 8. Resultados dc la_identificacion bacteriana

Prucba bioquimica Resultados obtenidos Resultados esperados '¢
Catalasa Positivo Positivo

Indol Positivo Positivo

Citrato de Simmons Negativo Negativo

Agar Hierro Kigler Acido/Acido Acido/Acido
Produccion de H,S Necgativo Negativo
Motilidad a 37°C Positivo Variable

Ureasa Negativo Negativo
Glucosa Acidifica y produce gas Acidifica
Lactosa Acidifica y producc gas Acidifica y produce gas
Sacarosa Acidifica Variable
Manitol Acidifica Acidifica
Ornitina Positivo Variable
ONPG Positivo Positivo

OF Fermenta Fermenta

4.2 Método de prueba para evaluar la eficacia en reduccién bacteriana

L.as UFC/ml del agua de prueba fucron contadas, antes y después de
ozonizarla, sc calculd ¢l porcentaje de reduccion bacteriana para determinar la
potabilidad dcl la efectividad del

desinfectantc, para esto se utilizaron diferentes cantidades de bacteria. La

agua y asi comprobar 0ozonNo como

primera prucba que se rcalizé fuc ajustando el agua de prucba a una

concentracion de bacterias de aproximadamente 3x10* UFC/ml, y una vez que se¢
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realizé el conteo se obtuvieron antes de ozonizar ¢l agua una cantidad de 2.4x10*
UFC/ml, y después de ozonizarla, la cantidad de bacterias se redujo a cero, pues
no se cncontré ninguna UFC cn las cajas sembradas con el agua. Asi se
determino el porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales (%RBCT)
utilizando ¢l numero de UFC/ml encontradas antes y después del tratamiento
para realizar el calculo de acuerdo a la formula presentada en el punto 3.10
(Tabla A dec resultados en Apéndice E).

Porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para determinar la

potabilidad del agua en la primera prueba:

34.800-0

Y%RBCT = -
24,800

x100 = 100%

Sc utilizé6 un método comparativo con las placas Petrifilm® con agar
MacConkecy para rcalizar ¢l mismo procedimicnto antcrior utilizando la misma
agua dc la primera prucba, y con cste método sc obtuvo que antes de ozonizar ¢l
agua sc encontraban 2.8x10% UFC/m! y después del tratamiento la cuenta fue de
cero bacterias en el agua.

Sc determind ¢l 2%6RBCT del mismo modo que se realizo anteriormente
utilizando ¢l numero de UFC/ml cncontradas antes y después del tratamiento

(Tabla B dec resultados en Apéndice E).

Porcentaje de reduccidn bacteriana de coliformes totales para determinar la
potabilidad dcl agua en la primcra prueba:

28,000 -0
28,000

Y%RBCT = x100 =100%

La segunda prucba sc rcalizd ajustando una scpunda cantidad de agua de

prucba a una concentracion de bacterias aproximadamente de 1.5x10° UFC/ml, y
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una vez que se rcalizd el conteo se obtuvieron, antes de ozonizar ¢l agua, una
cantidad de 1.4x10° UFC/m\, y después de ozonizar la misma agua, la cantidad
de bacterias cncontradas fue de 5.8x10° UFC/ml. Asi s¢ determiné %RBCT
utilizando el numero de bacterias encontradas antes y después del tratamiento
para realizar cl calculo de acuerdo a la formula presentada en el punto 3.10

(Tabla C de resultados en Apéndice E).

Porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para determinar la

potabilidad del agua en la segunda prueba:

’;RBC'I‘ — 140,000-580 ., 44 _ 99 589

140,000

Sc rcalizé la misma técnica usando las placas Pectrifilm® con agar
MacConkey utilizando el agua de la secgunda pruecba, y con cste método se
obtuvo quc antcs de ozonizar ¢l agua se encontraban 1.4x10° UFC/ml y después
del tratamiento la cuenta fue de 6.2x10% UFC/ml.

Se¢ determiné el %RBCT utilizando ¢l numero de UFC/ml encontradas antes
y decspués del tratamiento como se¢ ha venido haciendo (Tabla D dec resultados en
Apéndice E).

Por¢ 2ntaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para determinar la
potabilidad dcl agua en la scgunda prueba:

%RBCT — 14%:;’;’280329 x100 = 99.56%

La tercera prucba que se realizo fuce ajustando una tercera cantidad de agua
de prucba a una concentracion dc bactcrias de aproximadamente 3x10° UFC/ml,
cn donde una vez quc se realizé cl contco se obtuvieron, antes de ozonizar el

agua, una cantidad de 2.4x10° UFC/ml, y después dc ozonizar csa misma agua,

- 46



la cantidad dc bactcrias encontradas fue de 5.2x10° UFC/ml. Con ecstos
resultados se determind ¢l %RBCT udtilizando el numero de bacterias
encontradas antes y después del tratamiento para realizar ¢l calculo de acuerdo a
la formula del punto 3.10 (Tabla E de resultados en Apéndice E).

Porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para determinar la
potabilidad del agua c¢n la tercera prucba:

2 -
2%RBCT = 245,000 - 5,200 x100 = 97.88%
245,000

También sc utilizaron las placas Petrifilm® con agar MacConkey para rcalizar
¢l mismo procedimicnto antcrior utilizando ¢l agua dc la tercera prueba, y con
este método se¢ obtuvo que antes de ozonizar ¢l agua sc encontraban 2.8x10°
UFC/ml y después del tratamicnto la cuenta fue de 5.6x10° UFC/ml.

Con estos resultados sc determind ¢l %RBCT  utilizando la formula
presentada cn ¢l punto 3.10 con ¢l numecro de¢ bacterias cncontradas antes y
despucs del tratamicnto. Con cste resultado sc reporta si la potabilidad del agua
cs aceplable después del tratamicnto con el equipo (Tabla F de resultados cn

Apéndice E).

Porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para determinar la

potabilidad del agua en la tercera prucba:

%RBCT = 250:000 - 5.600 6 _ 98 0%
280,000
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La Grafica 1 representa los porcentajes de reduccion bacteriana de
coliformes totales (%RBCT), donde se exponen los resultados del método del
contco cn placa de las UFC/ml en cajas Petri y las placas Petrifilm®. En esta
grafica se presentan las tres pruebas, cada una corresponde a diferentes
cantidades de bacteria utilizada en la experimentacion para comprobar la
reduccion bacteriana a diferentes concentraciones de bacterias y comprobar la
capacidad desinfectante del ozono en cl agua.

PORCENTAJE DE REDUCCION BACTERIANA

100%

99% |- - e — = -

OAGAR MACCONKEY
BPLLACAS PETRIFILM

9K% |- - - — e e ey —
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Grafica |. Porcentajc de Reduccion Bacteriana dc Coliformes Totales a

difcrentes concentraciones de foscherichia coli.
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4.3 Método de prueba para determinar el NMP de coliformes totales en ¢l
agua de prueba

L.a otra prucba rcalizada al agua de prueba fue la determinacion det NMP por
el método de tubos multiples utilizando caldo lauril sulfato con MUG para
determinar la actividad enzimatica de la bacteria por la formacion de gas ademas
de la produccion de fluorescencia. Los resultados de la primera pruecba (3x10*
UFC/ml) que se realizo al agua de prucba sin tratar y agua de prucba tratada con
¢l ozono (Tabla G de resultados en Apéndice E), fue que antes del tratamiento
tcnemos una cantidad dec coliformes superior a 2400 coliformes/100 mi y
después del tratamiento esta cantidad se redujo a menos de 2 coliformes/100 ml.

Los resultados de la segunda prueba (15x10° UFC/ml) se muestran en la
Tabla H (Apéndice E de resultados), y en csta segunda prueba vemos que antes
del tratamiento teniamos una cantidad dc coliformes superior a 2400
coliformes/100 ml y después del tratamiento esta cantidad permanecio igual, ya
quc se encontré una cantidad de coliformes supcrior a los 2400 coliformes/100
ml. Debido a que esta ¢s una prucba para cstimar la cantidad de bacterias, el
resultado maximo que se observa en la Tabla del Apéndice A, es de 2400
bacterias/100 mi, por lo tanto el resultado exacto no se puede dcterminar y se
habla dc una cantidad superior a los 2400 coliformes/100 ml.

I.a Tabla I (Apéndice E de resultados) mucstra los resultados de la tercera
prucba (3x10° UFC/ml). Asi vemos quc antes del tratamiento tecniamos una
cantidad de coliformes superior a 2400 coliformes/100 ml y después del
tratamiento esta cantidad permanecié igual, con una cantidad de coliformes
supcrior a los 2400/100 ml, aqui se considera cl mismo criterio aplicado en la
segunda prucba, por lo que no sc pucde determinar la cantidad real de bacterias

presentes en el agua con esta prucba.
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4.4 Método de prueba para evaluar Ia eficacia en reduccién bacteriana y
determinaciin del NMP de coliformes totales en el agua en condiciones
L ! de ¢ i id

Los resultados del agua que provenian de una cisterna y agua de ricgo son los

siguientes: cl agua de la cisterna no contenia bacterias, pues se trataba de agua
potable quc sc utiliza para dar de beber a los animales de la granja, ya que en las
placas Petri no hubo crecimiento alguno y los tubos del NMP no presentaron
formacion dec gas en la campana ni fluorescencia, por lo que decimos que esta
apgua no contenia bactcerias coliformes.

Ahora, cl agua dc riego si contenia bacterias coliformes, y los resultados de
las UFC/ml antes del tratamiento fue de 1.2x10° UFC/ml y después del
tratamicnto ¢l numecro de UFC/ml sc¢ redujo a cero. Asi se determiné el
porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales (26RBCT) utilizando el
numecero de UFC/ml encontradas antes y después del tratamiento para realizar el
calculo de acuerdo a la formula presentada cn el punto 3.10 (Tabla J de

resultados en Apéndice E).

Porcentaje de reduccion bacteriana de coliformes totales para dcterminar la
potabilidad del agua de ricgo de 1a granja:

11,800-0
11,800

%RBCT = x100 = 100%

LLa Tabla K del Apéndice E, mucstra los resultados de la prucba de la
decterminacion del NMP/100 ml que se le realizo al agua de riego de 1a granja, asi
vemos quc antes del tratamiento ¢l numcro de coliformes fuc de 26/100 ml y

después del tratamicento este namero se redujo a menos de 2 coliformes /100 ml.
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4.5 Determinacion de subproductos de 1a desinfecciéon con ozono

Para determinar los subproductos de la desinfeccion del agua con ozono
(sustancias activas al azul de metileno) en la Tabla 9 se presentan las lecturas
espectrofotometricas de las difercntes concentraciones de SDS en diferentes
concentraciones conocidas para la construccion de una curva estandar (Grafica
2), graficando cl promedio de absorbancia para cada solucion estandar en
funcion de su concentracion de ug de SDS. La curva de calibracion obtenida se
ajusté mediante regresion lineal (mnétodo de minimos cuadrados). Se calculd la
pendiente, ¢l coeficiente de correlacion y la ordenada al origen y se obtuvo la
ccuacion de la recta. Del mismo modo se leycron las muestras y blanco dc
muestras (Tabla 10) y cada lectura sc rcalizé por triplicado. Para determinar la
concentracion de subproductos quc presenta cl agua ozonizada se aplicod la
formula cspecificada en ¢l punto 3.16 y asi sc determino la concentracion de
sustancias activas al azul de mctilcno.

Tabla 9. Lecturas dc las concentraciones para la curva estandar.

Concentracion de SDS cn ug Absorbancia promedio Datos corregido
0o o -0.0065
10 0.0294 0.0436
30 0.1479 0.1439
50 0.2593 0.2441
70 0.3360 0.3444
20 0.4328 0.4446

1o 0.5530 0.5448
130 0.6517 0.6451
150 0.7380 0.74S83
200 0.9972 0.9959
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Tabla 10. Absorbancia de la muestra ozonizada

Muestra | Absorbancia | Promedio
0.015
i 0.011
0.016
0016 00138
2= 0.013
0.012
CURVA ESTANDAR
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Grafica 2. Curva cstandar para la decterminacion de sustancia activas al azul

de metileno cn ¢l agua ozonizada para determinar la concentracion de

subproductos del agua.
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Analizando los resultados se obtuvo la ecuacion de la grafica siendo la

siguiente:

0.0138 = [(5.011x10)(ug de SDS cn la muestra)] + (-6.487x10%)

despejando los ug de SDS tenemos:
ng de SDS = (0.0138+6.487x107%) / 5.011x107

rcsolviendo tenemos como resultado:

4.047ug dec SDS en la muestra tratada (400 ml), ahora convirticndo los pug a

mg y los ml a un litro tencmos:
4.047ug  Img _1000ml _
400mi 1000u ¢ 1t Rt e
Asi, en ¢l agua tratada con ¢l ozono tenemos:

1.01 x102 mg/l de sustancias activas al azul de metileno.
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5. DISCUSION

El objetivo de los programas de abastecimiento de agua para uso y consumo

humano es ascgurar que toda la poblacion alcance o tenga una dotaciéon adecuada

dec agua de buena calidad. En México no se han do estas 1 por esto

gran partec de la poblacion recurre a métodos domésticos dentro del hogar para
resolver las deficiencias que puede presentar el agua suministrada en el Distrito
Federal.

Los métodos en el hogar para purificar ¢l agua de consumo humano,
consisten en la utilizacion de equipos de tratamiento o la adicion de sustancias
germicidas, oricntados fundamentalmente al aspecto bacteriolégico, considerado
como de ricsgo inmediato a la salud por las numerosas enfermedades
gastrointestinales que estas ocasionan. Por esto, la Secretaria de Salud presenta
las llamadas Normas Oficialecs Mcxicanas, en dondc se dctallan prucbas y
disposiciones sanitarias y asi cvaluar ciertas caracteristicas que dcben cumplir
los cquipos dec tratamicnto para poder salir al mercado y asi clevar la calidad del
agua dcstinada al uso y consumo humano, ademas en cstas Normas se detallan
conceptos importantes y valores de referencia que deben cumplir dichos equipos
cuando son e¢valuados.

Estc trabajo presenta algunas prucbas realizadas a un nuevo equipo
purificador dc agua potablc que actia produciendo ozono, cquipo llamado
AQUAZON. Ya que el ozono es un desinfectante muy poderoso y de aplicacion
rcciente cn el hogar, es nccesario evaluar este nuevo equipo que puede ser de
gran utilidad cn los hogares para evitar enfermedades gastrointestinales

transmitidas por el agua, que s¢ pr const en la poblacion

mexicana.
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Una de las principales pruebas para evaluar la eficiencia de cste equipo, fue
determinar ¢l %RBCT para cc que disminuyo el o de b ias en el
agua tratada. Analizando los resultados obtenidos, vemos que el ozono es una

bucna alternativa en la desinfeccion del agua, ademas de otros usos que son de
gran importancia y de reciente aplicacion. En la primera prueba del
AQUAZON®, cuando sc utilizo la cantidad de 3x10* UFC/ml se comprobd la
capacidad desinfectante del ozono, ya que después del tratamiento con ¢l equipo
la cantidad de microorganismos en el agua se redujo a cero es dccir, una
reduccion bacteriana del 100%, lo que da como resultado agua potable para el
consumidor.

Ahora, cuando se utilizaron las cantidades de bacteria de 1.5x10° UFC/ml y
3x10° UFC/ml, de la scgunda y tercera prucba respectivamente, ¢l %RBCT fuc
menor al 99.99%, con lo que se ve que una carga demasiado grande de bacteria
cn ¢l agua no es eliminada totalmente por cl ozono, decjando agua que no tiene
una potabilidad aceptable, ya quc solamente sc considera de potabilidad
accptable si el 26RBCT cs igual o mayor a 99.99% para organismos coliformes
totales, de acuerdo a las especificaciones de la NOM-180-SSA1-1998.

Lo anterior se comprobd, porque a la par sc realizd la determinacion del
NMP, y los resultados obtenidos fucron muy similares, ya que cuando se tilizo
la cantidad de bacteria inicial de 3x10* ¢l NMP de coliformes antes de utilizar el
cquipo ozonizador fuc =2400/100 ml, y después del tratamiento ¢l valor del
NMP dc microorganismos coliformes fuc <2/100 ml. En cambio cuando se
utilizo mas cantidad de bacteria (15x10" y 3x10°) ¢l NMP antes del tratamiento
fuc de 22400 NMP/100 ml en ambos casos y después del tratamicnto csta
cantidad permanccio igual; entonces vemos que cl tratamicnto produce agua de
potabilidad aceptable cuando se utiliza una cantidad dec bacteria de hasta 3x107,
cn cambio cuando utilizamos una cantidad mayor de bacterias, el tratamiento no
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es satisfactorio y el agua obtenida finalmente no sirve para consumo humano ya
que conticne una cantidad de microorganismos patogenos muy por arriba del
limite permitido de acuerdo a la NOM-041-SSA1-1993 y la PROY-NOM-201-
SSA1-2000.

El método de identificacion de coliformes con el sustrato cromogénico es
una alternativa sclectiva en la identificacion de Fscherichia coli utilizandose en
la determinacion del NMP. Anteriormente ¢l medio utilizado para esta prueba
contenia un carbohidrato y un indicador de pH, asi la acidez del medio por la
bacteria producia un cambio en ¢l mismo, aunque hay muchas bacterias que
lievan a cabo cste proceso, por eso csta prucba se dividia en dos fases, la
presuntiva y la confirmatoria, para verificar que cn verdad sc trataba de un
coliforme fecal, sin cn cambio con ¢l método cromogénico se¢ obticnen
resultados mas rapidos y precisos, ya que si el medio presenta fluorescencia, es
comOn que sc encuentra /ischerichia coli en la mucstra, porque csta bacteria ¢s
una de las unica que ticnc la enzima B-D-glucuronidasa capaz dc hidrolizar el
sustrato produciendo fluorcscencia cuando el medio liquido es expuesto a la luz
UV a una longitud dec onda de 366 nm. Asi la presencia de fluorescencia indica
una respucsta positiva para FEscherichia coli. Algunas Shigella spp también
pucden producir una respucsta positiva, a pesar de que Shigella spp es
reconocida como patégena humana, no esta considerada para probar la calidad
sanitaria del agua.

En cuanto a los posibles subproductos de la desinfeccion en el agua tratada
con ¢l ozono, vemos quc se¢ produce una cantidad muy por debajo del limite
maximo permisible de SAAM ya que cste limite es de 0.5 mg/l, de acuerdo a la
NOM-180-SSA1-1998, y como resultado obtuvimos una concentracion de
1.0x102 mg/l de SAAM, es decir, solamente el 2% del limite permisible, con lo

que ¢l cquipo purificador cumple satisfactoriamente este requerimiento,
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produciendo asi agua libre de sustancias que puedan ser nocivas para el
consumidor después del proceso de desinfeccion.

Ya que cl ozono sc¢ consiguc en forma natural y ecologica se producen
resultados en el agua que no consigue ningan otro sistema, ya que mejora ¢l
sabor, color, y ataca microorganismos patégenos rapidamente. El ozono se
utiliza hace mas de 100 afios en Estados Unidos, y la EPA ha declarado el ozono

como requisito esencial para la obtencion de agua potable.
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6. CONCLUSION

1.- Sc logro comprobar la capacidad desinfectante del ozono.

2.- Cuando se ocupa cantidades mayores a 3x10* UFC/ml de Escherichia coli
el porcentaje de reduccioén bacteriana disminuye y la potabilidad ya no
es accptable.

3.- La produccion dec subproductos de la desinfeccion por el ozono es
insignificante, por lo que se considera seguro para utilizarse en el hogar
para desinfectar ¢l agua y dar asi una mcjor calidad al agua.

4.- El ozono dcbe ser producido in situ, y la falta de accion residual puede ser
un inconvenicnte, sin embargo si ¢l agua una vez desinfectada se
cncuentra en un lugar fresco y bien tapada, esta permanece purificada y
libre de microorganismos patogenos por un periodo considerable.

5.- El AQUAZON® cumple con las caracteristicas que le son atribuidas por cl
fabricante, ya que los resultados obtenidos en el laboratorio se
encuentran en los limites microbiologicos requeridos, asi como c¢n la

produccion de subproductos de la desinfeccion.



7. APENDICES

APENDICE A

Indice del NMP para varias combinaciones de resultados positivos y negativos *
No. de tubos que dan reaccion positiva en: No. de tubos que dan reaccion positiva en:
5 tubos de | S tubos de | 5 tubos de | Indice del |5 tubos de | S tubos de | S tubos de | Indice del

10 ml 1 ml cada 0.1 ml NMP/100 10 ml i ml cada 0.1 ml NMP/100

cada uno uno cada uno ml cada uno uno cada uno ml

[5) o [} <2 4 2 1 26

o] 0] i 2 4 3 o 27

o I [¢] 2 4 3 1 33

o 2 o 9 3 4 [¢] 34

1 0] o 2 5 o] o 23

1 /] 1 4 s (o] 1

1 1 o 4 S o] 2

1 1 ol 6 5 1 (o]

1 2 o 6 5 1 1

2 o 0 8 LS 1 n2%

2 [o] 21 7 ‘5. 2 =0

2 ! 2

2 1 5 2

2 2 .

2 3 -5 3

3 o 5 3

3 o s

3 1 ) 4

3 1 4

3 2 5 4

3 2 -5

3 3 -5

4 o] S

4 o -5

4 1 TS

4 1 s

4 1 L5

4 2 87
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APENDICE B

1.

PREPARACION DE SOLUCIONES:
Solucion estandar de lauril sulfato (SDS, 10 mg/l): Para la preparacion de la
solucion madre de SDS sc¢ pesa cxactamente 1.0 g, se disuelve en agua y se
afora a un volumen de un litro. Sc r la sua tc para prevenir la

formacion de espuma. Es nccesario preparar esta solucion semanalmente y se

almacena en refrigeracion (se recomienda aforar solo cuando todo el SDS se
haya disuclto y la espuma haya dcsaparecido). Después para preparar la
solucion estandar, de la solucion madre se toman 10 ml y se afora a un litro
con agua (10 mg/l). Esta solucion se debe preparar diariamente.

Solucion indicadora de fenolftaleina: Se disuelven 0.5 g dc fenolftaleina cn
50 ml de alcohol ctilico, y se afora a un volumen de 100 ml con agua.

Solucion de hidroxido de sodio 1 N: Sc disuclven 40 g de NaOH en agua y sc
afora a un litro.

Solucion de acido sulfurico 1 N: Se diluyen cuidadosamente 28 ml de H>80,
concentrado en agua. Sc dcja enfriar y después se afora a un litro.

Recactivo azul de metileno (30 mg/1): Se disuclve 0.1 g de azul de metileno,
en 100 ml dc agua. De esta solucion sc¢ transfieren 30 ml a un matraz
volumétrico de un litro y se¢ agregan 500 ml de agua, 6.8 ml de H,SO,
concentrado y 50 g de NaH>PO4-H>O. Sc agita hasta su completa disolucion y
sc afora a un litro.

Solucion de lavado: En un matraz volumétrico de un litrc que debe tener 500
ml de agua, sc agregan 6,8 ml H,SO,4 concentrado y 50 g de NaH2PO,4-H20. Se

agita hasta su completa disolucion y se afora a un litro.
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APENDICE C
MATERIAL

* Equipo purificador. Se utilizé ¢l equipo purificador de agua llamado
AQUAZON

= Autoclave capaz de alcanzar temperatura de esterilizacion de 121 = 2°C

= Espectrofotometro UV-Visible disponible para utilizarse a una longitud de
onda de 650 nm y provisto de celdas de vidrio de 1 cm de paso de luz

= Balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg

= Balanza granataria

s Nefelémetro de McFarland

= Horno para esterilizar a 160 - 180 °C

= [Incubadora que opere a 35 + 2 °C

= Pipetas estériles de 1, 2, 5 y 10 ml de capacidad

* Tubos de cultivo con tapa de rosca

=  Tubos de cultivo estériles con tapa de rosca

= Asas de platino

* Contador manual

= Cajas de Petri estériles de 100 x 15 mm

= Meccheros

= Embudos de separacion de 500 ml

® Matraces aforados de 50, 100 y 1000 ml dec capacidad

= Probetade 50 y 100 mi

e Garrafon de vidrio con una capacidad de almacenamiento de 19 litros

= Campanas Durham

= Botcllas de vidrio con tapa con una capacidad de 250 ml

* Baiio maria

= J.ampara de luz UV con longitud de 254/366 nm
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APENDICE D
REACTIVOS Y SOLUCIONES

= Por agua se entiende agua destilada.

=  Fenolfialeina (CaoH404).

= Hidroxido de sodio (NaOH).

® Alcohol etilico (CcHsO)

= Acido sulfiirico (H2SO,).

® Cloroformo grado espectrofotométrico (CHCIls)

e  Azul de metileno [Ci6H 1sCIN3S x H,0 (x=2-3)].

= Fosfato monosédico dihidrogenado monochidratado (NaH,PO,4-H>O).
= Solucién salina al 0.85% cstéril

= Lauril sulfato de sodio [Dodccilsulfato de sodio, SDS, (C;2HsO4SNa)}

MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS
&  Agar nutritivo

=  Agar MacConkey

= Caldo lauril sulfato con 4-metilumbeliferil-B-D-glucuronido
= Placas Petrifilm® para recuento de coliformes (3M™)
s Mecdio de SIM (Sulfuro-Indol-Movilidad)

= Citrato de Simmons

* Agar Hicrro Kigler

=  Agar Urea de Christensen

® Caldo lactosado

® Glucosa

*» Sacarosa

= Manitol

=  Ownitina

® Medio OF (oxidacion-fermentacion)
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APENDICE E

RESULTADOS DEL CONTEO DE LAS UFC.

Tabla A. Determinacion de las UFC/ml del agua de prueba antes y después del
tratamiento en agar MacConkey (Primera prueba

s o UFC/placa antes UFC/ml de |UFC/placa después UFC/ml de
Dilucion N . N
de ozonizar a de ozonizar muestra
Sin dilucién Incontables Incontables o o
10" Incontables Incontables ] o
107 248 24,800 o o
107 22 22,000 o o

Tabla B. Determinacion de las UFC/ml del agua de prueba antes y después del
tratamicnto en placas Petrifilm® con agar MacConkey (Primera prueba)

o UFC/placa antes UFC/ml de |UFC/placa después UFC/ml de
Dilucion - N
de ozonizar a de ozonizar a
Sin dilucion Incontables Incontables o o
10" Incontables Incontables (4] o
102 Incontables Incontables o (¢]
10 28 28,000 o o
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Tabla C. Determinacion de las UFC/ml del agua de prueba antes y después del

tr iento en apar MacConkey (Segunda prueba)

. UFC/placa antes UFC/ml de UFC/placa después UFC/ml de
Dilucién - .
de ozonizar a de ozonizar
Sin dilucién Incc bl Incc bl Incc bl Incontables

10! Tnce bl Incc bt S8 580
102 Incontables Incontables 6 600 .
107 140 140,000 ] o

Tabla D. Determinacion de las UFC/ml del agua de prueba antes y después del
tratamicnto cn placas Petrifilm® con agar MacConkey (Segunda prueba)

Dilucién

UFC/placa antcs
de ozonizar

UFC/ml dc
mucstra

UFC/ml de
muestra

UFC/placa después
de ozonizar

Sin dilucién Incontables Incontablcs Incontables Incontables
107 Incontabl Incontabl 62 620
107 Incontables Incontablcs 9 200
107 143 143,000 o o




Tabla E. Determinacion de las UFC/ml del agua de prueba antes y después del

to en agar MacConkcy (Tercera prueba)

PO UFC/placa antes UFC/ml de |UFC/placa después UFC/ml de
Dilucion - "
de ozonizar a de ozonizar a
Sin dilucion incontablcs Incontables Incontables Incontables
107 Incontables Incc bl Incc bl Incontables
102 Incontablcs incontables 52 5,200
10° 245 245,000 16 16,000

Tabla F. Determinacion de las UFC/ml del agua de prucbha antes y después del
tratamiento c¢n placas Petrifilm® con agar MacConkcy (Tercera prucba)

Dilucion

UFC/placa antes

de ozonizar

UFC/ml de
mucstra

UFC/placa después
de ozonizar

UFC/mi de
tra

Sin dilucién

Incontables

Incontables

Incontables

Incontables

107 Incontables Incontables Incontablcs Incontables
107 Incontables Incontables 56 5,600
107 Incontablcs Incontables 19 1,900
10™ 28 280,000
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Tabla G. Calculo del NMP/100 ml del agua de prueba antes y después del

tratamiento (primera prucba)

| e e | provsoisn e 0 | NMPNI0Om
Dilucion Anles. del Dcdss;:e's Anle&f del Dc;g;"és Anle§ del De;g:nés
tratamiento rat. N tratamiento tratami o tratamiento tratamiento
107! 5 o 5 o
102 5 o s o 22400 <2
103 5 o 5 0o

Tabla H. Calculo del NMP/100 ml del agua de prueba antes y después del
tratamicnto (segunda prueba)

No. de tubos positivos
con formacion de gas

No. de tubos que
presentan fluorescencia

NMP/100 ml

Dilucién Antc§ del De;:;lés Anles_ del Dc‘slz::cs Ames. del De;z:xés
tratamiento tr - N tratamiento tr A o | tratamicnto tr . °
10" s s s s
102 s 5 s 22400 >2400
10°? s s s
Tabla 1. Calculo del NMP/100 ml del agua de prueba antes y después del
tratamicnto (tercera prucba)
. ’:2{:(}2:.:‘;2?6?::::55 prc:le:'l:: :ll:x‘t))(:cs:sll::\cia NMP/100 mi
Dilucién Antesdel | POPNES | Anies del Después | Antes del Despugés
tratamiento trat. - tratamiento tratamiento tratamiento tratami o
107 5 5 s s
102 s 5 s s >2400 22400
10? 5 5 s 5
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Tabla J. Contco de las UFC/ml del agua de riego del tr iento
Dilucié UFC/placa antes UFC/ml dec |UFC/placa después UFC/ml de
ilucion " "
dc ozonizar a de o
Sin dilucién Incc bl I bl 4] (4]
10" In bl Incc bl o o
102 118 11,800 0 o
102 6 6,000 (o} o

Tabla K. Calculo del NMP/100 ml del agua de ricgo antes y después del

tratamiento
| on formacion do sas_| prosenian fluorescencia NMP/100 mi
Dilucion Antes det | DeSPus | Anies del Después | Antes det De;z:‘és
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento trat > | trat, N
10" a4 0o o 0
102 2 o o [} 26 <2
107 1 [} o 4]
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