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Resumen

La escasez de agua limpia y la contaminacion de este recurso con aguas residuales ha incentivado
al ser humano en el desarrollo de nuevas tecnologias de desinfeccion con el fin de ayudar al planeta
y proveer agua mas limpia. El presente trabajo de investigacion cientifica se enfoca en los procesos
de desinfeccion ultravioleta, para lo cual se construy6 un reactor UV de lampara de baja presion
de un solo paso, con el objetivo de estudiar el comportamiento de la cepa Escherichia coli ATCC
8739 a través del estudio de las cinéticas de inactivacion mediante ensayos repetitivos y
comparables con el reactor, asi como el estudio de las cinéticas de reparacion en oscuridad y
fotorreactivacion tras los tratamientos y su relacién con la dosis. De acuerdo con los ensayos
experimentales realizados se concluye que la bacteria certificada tiene una gran sensibilidad a la
luz ultravioleta, mayor tiempo de exposicion de la bacteria a la luz ultravioleta causa un elevado

porcentaje de inactivacion, no tiene la capacidad de reactivar en periodo de tiempo largos (5 dias).

Palabras clave: Agua residual, reactor experimental UV, cepa certificada: Escherichia coli, dosis,

desinfeccion, filtracidon en membrana, medios de cultivo, reactivacion, recuento de colonias.

Abstract

The scarcity the water clean and contamination of this resourse with water residual to animated to
human being in the development new technology disinfection with the purpose of help the planet
and proveer cleaner water. The present working of investigation cientifica focuses in process of
disinfection ultraviolet, it was built one reactor UV Of lamp of low pressure of one onely, with the
objective of study the behavior of the strain Escherichia coli ATCC 8739 through of study of the
kinetics of inactivation through tests repetitive and comparable with the reactor, as well as the
study of the kinectics of reparation in obscurity and photoreactivation after of treatment and their
relation with the dose. According to the tests experimental made it is concluded that the bacterium
certified has a great sensitivity to light ultraviolet, highet time of exposure of the bacterium to the
light ultraviolet cause higher porcent of inactivation, it does not have the ability to repair in periods
of time long (5 days).

Keywords: Water contaminated, reactor UV experimental, certified strain: Escherichia coli, dose,

disinfection, membrane filtration, medium of cultivation, reactivation, count of colony.
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CAPITULO I
1.1 Introduccion
El agua se encuentra en todos los sistemas naturales, esencial para el desarrollo y la
reproduccion de la vida en el planeta, es el recurso natural més fundamental para la vida, es tan
esencial para la humanidad y para el resto de los seres vivos, pero el calentamiento global y la

contaminacion ha provocado verdaderos problemas de salud publica.

El agua residual estd compuesta de materia organica, virus, protozoarios, lombrices y
bacterias como la Escherichia coli, la utilizacion del agua contaminada para riego agricola ha

aumentado enfermedades gastrointestinales como la célera (Lorenzo et al. 2009).

El nulo o el mal manejo de aguas residuales pone el peligro los habitats del planeta, esto
persiste en menos porcentaje en paises desarrollados y en mayor nivel en paises en vias de

desarrollo (Duque-Sarango and Chinchay-Rojas 2008).

La escasez de agua es uno de los principales problemas que enfrenta la poblacién en el
siglo XXI, la seguridad alimentaria depende del agua. EI cambio climatico, el aumento acelerado
de la poblacion, estandares de vida alta causara mayor escasez del liquido en el planeta, segun la
FAO si seguimos con los patrones de consumo actuales para el afio 2025 dos tercios de la poblacion

mundial estaran sufriendo de escasez de agua (FAO 2017).

El agua un recurso cada vez mas costoso y escaso, el consumo se ha incrementado de 1 %
anual en todo el mundo desde los afios 80 del siglo pasado, se espera siga aumentado a niveles
parecidos hasta el afio 2050, lo que representa un incremento del 20% a 30% por encima del nivel

de consumo actuales (Chantal et al. 2019).
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El ser humano en los Gltimos afios ha experimentado escasez de agua fresca y limpia,
actualmente muchos paises del mundo ya sufren estas consecuencias, (Lorenzo et al. 2009).
Ecuador posee abundante agua dulce, tiene una oferta hidrica con mas de 26.000 m?3 por habitante
al afo, pero el mal manejo esta provocando que se contamine o se desperdicie, el 90% de los

municipios del pais no tratan sus aguas residuales (Duque and Hernandez 2020).

Un estudio realizado en Ecuador en el afio 2016 demuestra que 32% de la poblacion rural
estd expuesta a contraer E. coli y 15% zona urbana a causa de su fuente de agua,
desafortunadamente, la utilizacién del agua de las fuentes desinfectadas no garantiza que el agua

esté libre de contaminacién fecal (Chantal et al. 2019).

El crecimiento de la poblacion, el cambio climatico y la contaminacion ha provocado que
el hombre invierta en nuevas herramientas tecnoldgicas para el tratamiento de aguas residuales,
En la mayoria del mundo las plantas convencionales para el tratamiento de aguas residuales
utilizan compuestos quimicos como como el cloro, sin embargo, en los Gltimos afios ha sido tema
de discusion por los efectos segundarios que causa al ser humano el consumo (Aguirre, Garcia,

and Sahuquillo 2004).

Una alternativa para no utilizar el cloro es la tecnologia de desinfeccién UV, que en los
altimos afios ha crecido su popularidad. Esta tecnologia es muy poco utilizada en el tratamiento
del agua residual por sus altos costos que genera su implementacion, asi como su manteamiento

(Hijnen, Beerendonk, and Medema 2006).

La diseminacion y la innovacion tecnoldgica puede conducir en el tiempo a una importante
reduccién de costos (Chantal et al. 2019). Muchos organismos como el Banco Mundial estan

considerando el agua residual como un recurso, asegura puede tratarse por diversos métodos para
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logar diversas calidades, esto ayudara satisfacer la demanda, se puede utilizar en la industria,

ganaderia, agricultura, hasta para el consumo del ser humano (Rodriguez et al. 2014).

1.2 Antecedentes
Las grandes civilizaciones se ubicaban en ambientes estratégicos, donde el agua sea
accesible para todos, en la Revolucion Industrial, sin duda la intervencién del agua permitié el
desarrollo econémico, tecnologico y cultural de la humanidad, un claro ejemplo la maquina de

vapor ayudo agilizar los trabajos que se realizaban a mano (Gonzalez Perez 2017).

Se tiene evidencias que las civilizaciones antiguas desinfectaban el agua, en el afio 2000 a
C se declararon dos normas bésicas, la primera norma decia que las aguas debia estar expuestas a
la luz solar y la segunda expresaba que las aguas que tengas impurezas deben ser hervidas antes
de cernir y almacenados en recipientes de plata (Pérez Castillo 2008).

El agua es indispensable para la vida, en la naturaleza el agua no es completamente pura
tiene particulas organicas e inorganicas debido al contacto con el ambiente (Brenes and Rojas
2005), posee un conjunto de propiedades que la hacen Unica, la ebullicion es el método mas antiguo
y universal utilizado para desinfectar aguas a escala domiciliaria, logrando eliminar
microorganismo presente en el agua (Véliz Ubilla 2014).

El cloro se emplea desde décadas para desinfectar aguas contaminadas, este compuesto ha
sido utilizado con eficacia en las plantas de tratamiento convencionales de agua sin embargo con
los avances el tratamiento del agua se ha determinado que la desinfeccidn con 0zono es rentable

y resultard en agua de mejor calidad (Gonzalez-Cabrera et al. 2014).

La aplicacion de tecnologia UV, tiene una larga historia, durante muchos afios la radiacion
UV-A se empleaba para el cuidado de resinas. En el area de la salud, durante mas de 100 afios se

ha utilizado la radiacion UV-C para tratar enfermedades respiratorias altas como el control de la
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tuberculosis, asi mismo, la desinfeccion UV-C se emplea en la limpieza de conductos de sistemas

de ventilacion (Byrns et al. 2021).

En los afios de guerra, en Europa la luz ultravioleta era utilizada para curar la deficiencia
de vitamina D por la mala alimentacion que eran sometidos las personas. En Inglaterra, los
directores: Mansfield, Shoorwood Colliery, instalaron corredores de luz UV para superar la
deficiencia de vitamina D que tenian las personas que trabajan en las minas subterraneas (\Valdés

Holguin 2018).

A lo largo de la historia la luz solar se empleado en diferentes actividades, Downs y Blunt
en 1878 reportaron los primeros estudios de los efectos germicidas provocado por la luz sol. Las
aplicaciones practicas requieren investigacion y desarrollo, en 1991 se utiliza la ldmpara de vapor
de mercurio como fuente de luz UV artificial y en 1905 se emplea el cuarzo como envoltura de la

lampara (L6pez Torres 2005).

En Francia, Marsella en 1910, fue pionero en realizar ensayos experimentales con luz
ultravioleta. En Estados Unidos, entre los afios 1916 - 1926, la tecnologia de desinfeccion UV se
empled para desinfectar agua y asi proveer agua potable para el consumo de las personas que
trabajan en los barcos de carga, sin embargo, los problemas operativos de los equipos, poca
confiabilidad en la nueva tecnologia y el bajo costo de desinfeccion del agua con cloro provoco
que la tecnologia de desinfeccién UV quede olvidada, retardando su avance, hasta las décadas de
los 50 donde empez6 de nuevo su desarrollo (Lopez Torres 2005).

En 1970, las lamparas de mercurio empezaron a ser mas confiable y el tiempo de duracion
era mas prolongada, hoy en dia, en Alemania una planta utiliza la luz ultravioleta para tratar un
caudal no menos de un caudal de 329,000 m3/dia, en Europa aproximadamente 2000 sistemas son

desinfectados con luz ultravioleta (Pérez Castillo 2008).
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Pérez en el afio 2015 afirma que varios estudios mas recientes llevados a cabo en la tltima
década confirma que la luz ultravioleta tiene propiedades germicidas las cuales no generan

compuestos toxicos (Valdés Holguin 2018).

1.3 Justificacion
Todos los organismos, incluidos los seres humanos necesitan agua para sobrevivir. Por lo
tanto, garantizar un suministro de agua adecuado es fundamental para el bienestar humano. Sin
embargo, la falta de acceso a agua potable limpia es uno de los mayores desafios que enfrenta la

humanidad en el siglo XXI (Chantal et al. 2019).

El consumo de agua contaminada con microorganismos patdogenos aumenta el riesgo
de enfermedades transmitidas, segun la OMS, 2004; en todo el mundo hubo aproximadamente 2
millones de muertes por diarrea relacionadas con el agua y el saneamiento, lo que representa casi

el 4% de la carga mundial de enfermedades (Montalvo-Ochoa et al. 2020).

Las ciudades generan grandes cantidades de aguas residuales que contienen niveles elevados de
microorganismos que pueden ser causa y vehiculo de contaminacién al ambiente (Romero

Martinez 2015).

Segun las estimaciones de la FAO, alrededor del 30% de los recursos hidricos se encuentra
en América Latina y el Caribe (Bretas et al. 2020), el 80%. de la poblacion se encuentra
concentrado en las ciudades, y tan solo 30 % del agua residual recibe un tratamiento, el 70% no
tienen ningln tratamiento evitando el reusé para riego, ganaderia (Larios, Gonzalez, and Morales

2015).

Los problemas causados no son solo de caracter fisico o estético, sino que trascienden al

campo de la salud, ya que las comunidades humanas necesitan recurrir al recurso agua para su
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abastecimiento, y si éstos estan contaminados, pueden dar lugar a problemas epidemioldgicos

graves (Wright and Cairns 1996).

Los retos actuales que enfrentan las ciudades esta en la escasez de agua para uso doméstico,
industrial, agricola, por eso es obligacion de la sociedad reducir la contaminacion y devolver a su
cauce natural en la forma mas cercana a su estado natural (Duque Sarango, Patifio, and Lopez

2019).

La urgencia de los paises en desarrollo es de invertir, no solo en alcantarillado, sino en el
tratamiento de aguas residuales, segun Birguy Lamizana especialista de la ONU en temas
ambientales, advierte que construir mas alcantarillado sin el respectivo tratamiento no soluciona

nada, mejor empeora la contaminacion en rios (ONU 2019).

La mayoria de plantas de tratamiento a nivel mundial utilizan cloro como desinfectante por
su simplicidad de aplicacion y bajo costo. Sin embargo, este proceso tiene la desventaja de generar
productos secundarios denominados organoclorados que se consideran carcindgenos (Beltran and

Jiménez 2000).

A pesar que el hipoclorito es sumamente econdémico en relacion a otros desinfectantes. Una
investigacion llevada a cabo por la Organizacion Mundial de la Salud, realizado en el afio 2011,
afirma que el cloro provoca efectos negativos al ambiento y dafiinos a la salud de las personas. Un
93 % de las personas que estan expuesta al quimico puede desarrollar el riesgo obtener cancer

(\VValdés Holguin 2018).

El objetivo 6 de los Objetivos de Desarrollo del Milenio sefala: “Garantizar la

disponibilidad de agua y su gestion sostenible y el saneamiento para todos” (UNICEF 2017), la
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idea es de tener agua segura para beber, con ello el ser humano se ve en la necesidad del uso de

nuevas tecnologias que sean mas amigables con el ambiente .

La nueva tecnologia de desinfeccion ultravioleta esta basando en la desactivacion o
destruccion de los microorganismos patogenos presentes en el agua contaminada, esta tecnologia
no genera efectos segundarios como la tecnologia tradicional que utiliza el cloro como

desinfectante.

La eficacia de la tecnologia UV esta bien establecida para desactivar varios patdgenos que incluyen
bacterias, parasitos protozoarios y virus (Abbaszadegan et al. 1997), sin embargo algunos
microrganismo como las bacterias tienen la capacidad fotorepararse después de haber recibido

irradiacion UV, afectando en los resultados finales y poniendo en riesgos a la salud de la poblacion.

La utilizacion de la tecnologia de desinfeccion UV en procesos de tratamiento de aguas
residuales es poco conocida en América Latina, hay algunos estudios realizados en relacion al
tema, por tal motivo, la presente investigacion esta enfocada en la construccion de un pequefio
reactor experimental UV de lampara de baja presion de un solo paso para tratar aguas residuales
locales, mediante la aplicacion de diferentes dosis se estudiara la eficacia de la desactivacion de la
cepa Escherichia coli, asi como la capacidad de la cepa en fotorepararse y repararse en oscuridad

en periodo de tiempo de 5 dias.
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CAPITULO I
2 Objetivos del Proyecto
2.1 Objetivo General
Evaluar el funcionamiento y rendimiento del reactor tubular UV de un solo paso en los procesos
de desinfeccién de microorganismos E. coli 8739 presentes en el agua y posterior estudio de

reactivacion.

2.2 Objetivo Especifico

- Construir el reactor inicial de experimentacion a nivel de laboratorio para ensayar en
condiciones de desinfeccion UV en microorganismos presentes en agua residual.

- Estudiar del comportamiento de E. coli 8739 contenidas en efluentes de aguas residuales;
estudio de la cinética de inactivacion en aguas residuales, ensayos de ajuste inicial y
condiciones hidraulicas.

- Estudiar las cinéticas de reactivacion tras los tratamientos y su relacién con la dosis UV

de E. coli 8739.

CAPITULO HI
3. Fundamento Tedrico
Actualmente el agua es considerada uno de los recursos naturales que forma parte del
desarrollo de cualquier pais; es el compuesto quimico indispensable para el desarrollo de la vida,
en los ultimos afios este recuso se ha visto afectado debido a su contaminacion, lo cual representa

un desequilibrio social, economico y ambiental (Esponda Aguilar 2001).

En el planeta tierra el agua circula constantemente, es de gran importancia para la vida en
la tierra, la proteccion y conservacion implica una accion positiva para mantener la calidad del
agua y asegurar un mejor bienestar para las futuras generaciones (Leon et al. 2018).
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La desinfeccion del agua se entiende como la inactivacion, destruccion e eliminacion de
microrganismos patdgenos presentes en el mismo (Pérez Castillo 2008). El consumo de agua
limpia es ideal para tener una vida sana, una gestion adecuada permite un desarrollo econémico y

social sostenible (Rossel et al. 2014).
3.3 Definicién de aguas residuales

Son aquellas aguas desechadas que es producto de las diferentes actividades que el ser
humano realizada, si no son tratadas correctamente o no tienen ningun tratamiento representa un

riesgo en la salud humana y en el medio ambiente (Espigares and Pérez 1985).

Siempre el agua contaminada va tener alteradas sus caracteristicas quimicas, fisicas,
bioldgicas, su composicion afecta la potabilidad diaria, agua tratada correctamente permitira la
reutilizacion en actividades domeésticas, industriales o agricolas (Monroy and Durdn de BazUa

2006).

3.4 Diferentes origenes

Las aguas residuales proceden de distintos origenes, a continuacion, su clasificacion:

Aguas residuales domésticas. — procede de las actividades doméstica como de la limpieza
de la casa, del aseo personal etc., contiene una gran cantidad de materia organica, microorganismo,
asi como resto de jabones, detergentes, grasas producto de las heces y de orina humana (Espigares

and Pérez 1985).

Aguas residuales industriales. - generado de la actividad industrial, contiene aceites,
acidos, antibidticos, grasas y otros elementos de origen animal y quimico. Sus caracteristicas fisico

quimicas, bioldgicas depende de su actividad industrial (Espigares and Pérez 1985).
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Aguas residuales blancas. — menos carga contaminante, procede le la limpieza de
parques, calles, mercados, negocios y otros espacios publicos o de procedencia atmosférica (hielo,

nieve, lluvia) (Espigares and Pérez 1985).

Agua residual agricola. - es producto de actividad agricola en zonas rurales, el uso
excesivo de quimicos en la produccion agricola esta causando pérdida de biodiversidad, mayor
complejidad a hora de realizar un tratamiento (Espigares and Pérez 1985).

En la mayoria de lugares tienen un sistema de alcantarillado de tipo unitario, este sistema se
encarga de recoger aguas residuales domesticas e industriales, asi como aguas residuales blancas,

es menos costoso su implementacion en relacion a otras redes de alcantarillado (CENTA 2008).

3.5 Composicion del agua residual
La composicion del agua residual varia dependiendo de los diferentes factores que lo
afecta, entre esto se encuentra la cantidad de agua que consume el habitante por dia y los diferentes

habitos alimenticios de la poblacién (Ricardo 2002).
3.5.1 Caracteristicas fisicas

Color: Una agua residual doméstica e industrial fresca se presenta de color gris claro,
mientras de color negro o gris oscuro, se considera un agua en estado séptico (Espinoza and Zumba
2018). El color tiene propiedades organolépticas que se ve afectado por el material disuelto,
suspendido o coloidal presente en el agua residual, en cuerpos de agua residual las sustancias
suspendidas dan el color aparente, mientras que el color verdadero es producto de sustancias

disueltas (Martinez and Osorio 2018).

26



Olor: El olor depende de la descomposicion de la materia organica, el agua residual fresca
tiene un olor relativamente agradable, mientras que un olor muy desagradable se encuentra en un

agua séptica (Espinoza and Zumba 2018).

Temperatura: La temperatura del agua residual oscila entre un rango de 10 a 20 °C,
teniendo una influencia en la actividad microbiana (Wiki 2007), es responsable de los fuertes

olores que proviene de una agua contaminada (Espinoza and Zumba 2018).

Turbiedad: son aquellas aguas que contienen una gran cantidad de particulas, el grado de
trasparencia depende de la cantidad de materias en suspension (limo, materia organica,
microorganismo), las aguas residuales posen altos niveles de turbiedad (Espigares and Pérez

1985).
3.5.2 Caracteristicas quimicas

Las caracteristicas quimicas mas importantes que se debe tener en cuenta es: la materia organica,
materia inorganica y los gases, en general el agua residual esta constituida de 99,9% de agua y el

resto de materia solida (Ricardo 2002).

La materia organica estd constituida de proteinas (40-60%), carbohidratos (25-50%),
grasas y aceites (10%) (Espigares and Pérez 1985). Ademas de contener materia organica y materia
en suspension, contiene otros compuestos como fosforo, amoniaco, cloruros, detergentes. La urea
es otro compuesto quimico que se encuentra en el agua residual. A continuacion, los principales

parametros que deben ser evaluados para verificar la calidad del agua residual:

Solidos suspendidos totales: Particulas organicas e inorganicas que se encuentra separado
del agua residual, se puede separar mediante el método de filtracion, sedimentacién o

centrifugacion (Ricardo 2002).
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Demanda quimica de oxigeno: Mide la cantidad de oxigeno necesario para la destruccion

(oxidacion quimica) de la materia orgénica (Ricardo 2002).

Demanda biogquimica de oxigeno en cinco dias: Mide la cantidad de oxigeno necesario

para degradar biol6gicamente materia organica a una temperatura de 20°C (Ricardo 2002).

Contenido de nutrientes: El fosforo y nitrogeno son dos nutrientes elementales que

necesitan las plantas para crecer, se encuentran presentes en el agua residual (Ricardo 2002).

Contenido de gérmenes: La presencia de microrganismos como: Escherichia coli,
Enterococus, amebas, coliformes fecal, etc., permite evaluar el peligro para la salud publica

(Ricardo 2002).

Metales pesados: La presencia de metales pesados en el agua residual como: Arsenio,
mercurio, aluminio, Arsenio, cobre, etc., permite determinar la complejidad del tratamiento

(Ricardo 2002).

pH. - Es una caracteristica quimica que mide la cantidad de acidez o alcalinidad de una
sustancia o solucion. El pH del agua limpia esta en un rango de 7, mientras el agua de lluvia entre
los rangos de 5,5 -5.7(0sorio 2012).

Conductividad: Es el pardmetro que mide la capacidad del agua en trasportar corriente
eléctrica, las sales disueltas en el agua generan iones capaces de permitir trasportar energia
eléctrica, a temperaturas altas se produce mayor conductividad eléctrica (Solis, Zufiiga, and Mora
2018).

Transmitancia. - Es la propiedad que mide la capacidad que tiene el agua en dejar pasar
la luz, como la luz UV en un determinado tiempo. Los solidos suspendidos, los compuestos

organicos e inorganicos disminuye la transmitancia presente en una agua residual, en un agua
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desionizada la longitud de onda es de 254 nm dando una transmitancia de 100 % (Rossel et al.

2014).

Para los ensayos fisico quimicos, la Norma Ecuatoriana: INEN 1108, establece los
siguientes parametros para que un agua sea apta para consumo humano, (Lema, Morales, and

Rosales 2015), en la tabla 1 se encuentra detallado.

Tabla 1. Valores maximos permitidos por la norma: INEN 1108.

Parametro Valores Permitidos
Turbidez SNTU
pH 6,5-8,5
Color 15
Temperatura 18-30°C
Conductividad 600 us/cm
Dureza 300 mg/l-CaCO3
Alcalinidad 30 - 300 mg/I-CaCO3
Calcio 100 — 250 mg/I
Hierro 0,1-0,2mg/l
Magnesio 30 - 60 mg/l
Sulfatos 200 mg/I
Sélidos totales disueltos 1000 mg/I

Fuente: (Lema, Morales, and Rosales 2015).
3.5.3 Caracteristicas biologicas
Dependiendo de su composicion y concentracion puede tener una gran cantidad de
microorganismo, como las bacterias: (Escherichia coli, Salmonella, Estreptococos fecales,

Proteus, Pseudomonos) de origen fecal (Espigares and Pérez 1985).
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En el agua residual también se puede encontrar protozoos, hongos, virus, por ejemplo, un
gramo de heces de una persona enferma existe entre 10 - 106 dosis infecciosa del virus de la
hepatitis (Wiki 2007)

3.6 Escherichia coli
Escherichia coli es considerada una bacteria gran negativa, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, bacteria mesofila, puede llegar a medir entre 1 hasta 3 micras, se mueve
atreves de flagelos, necesita de una temperatura de 35 a 43 °C para su desarrollo éptico y su limite
de crecimiento se sitGa a una temperatura de 7 °C, este bacilo puede fermentar lactosa y glucosa
produciendo gas (Benvenutto Vargas 2017). Puede colonizar el organismo en pocas horas de haber
nacido, esto se considera como una flora natural (Rodriguez-Angeles 2002), pero hay cepas que
son peligrosas para el ser humano, produce algunas enfermedades como la diarrea, pero la mayoria

de las bacterias E. coli no causan problemas (Ver la figura 1).
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Plasma Membrane
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ST T
Figura 1. Bacteria Escherichia coli.
Fuente: (Mine n.d.).
Fue descubierta por el bacteriologo Aleman Theodore Escherich en el afio de 1885,
anteriormente se conocia con el nombre de “Bacterium coli commune”, se encuentra presente en

el tubo intestinal de los animales de sangre caliente y en los seres humanos, se considera como

flora normal, tambiéen se puede encontrar en el ambiente y en los alimentos (Croxen et al. 2013).
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El pH del agua puede influir en la proliferacion de la bacteria E. coli, un pH optico para su
desarrollo es de 0,99 a 7,2 respectivamente, la bacteria se detiene a pH superiores de 9,5 e inferiores
de 0,94 (Rodriguez-Angeles 2002). Otra caracteristica de la bacteria E coli pueden ser vector de
algunas enfermedades, pero es mucho mas sensible a la desinfeccion que los protozoos y virus
entéricos (Benvenutto Vargas 2017).

Antes de aparezca el coronavirus, es posible que la bacteria E coli era la mas estudia, se
tiene informacion genética, fisiologica y bioquimica, en 1991 se describio el primer sistema de
regulacién genética, mientras que los primeros ensayos proteoma datan se realizaron en el afio
1980, actualmente se cuenta con informacién mas completa y detallada de la funcién y regulacion
de muchos de sus genes, Tiene la facilidad de colonizar nuevos ambientes, pero las condiciones
del ambiente como presencia de luz limitan o impiden su desarrollo (Ramirez Santos, Contreras

Ferrat, and Gomez Eichelmann 2005).
3.6.1 Escherichia coli como indicador de contaminacion fecal

No existe un microorganismo indicador ideal que se ajuste a todos los criterios, pero existen
algunos que responden a muchos de esos puntos de vista, entre los que se destacan es la Escherichia
coli (Rompre et al, 2010). Estos microorganismos se utilizan como indicadores de desinfeccién,
pero los analisis son mucho més lentos y menos fiables que la medicion directa de la concentracion

residual de desinfectante (Godoy Sierra 2015).

La Escherichia coli, es uno de los principales patdgenos bacterianos encontrados en agua
contaminada o en agua residual, es considera como microrganismo de contaminacion fecal por

excelencia (Romeu Alvarez 2012).
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3.6.2 Escherichia coli ATCC 8739

Es una cepa modelo utilizado frecuentemente en pruebas de laboratorio, el nombre
cientifico es Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers, tiene una clasificacion:
Enterobacteriaceae Escherichia, estd disefiado exclusivamente para investigacion, tiene la
capacidad de desarrollarse rapidamente (ATCC 2013).

Para su desarrollo necesita de un medio nutritivo (agar nutritivo o caldo nutritivo), crece a
una temperatura de 37 °C, en un ambiente aerdbico, durante 24 horas, la bacteria es obtenida del
aislamiento de las heces. Las condiciones de almacenamiento de la bacteria; congelado: -80 ° C o

mas frio y liofilizado: 2° Ca8° C (ATCC 2013).
3.7 Tratamiento del agua residual

Segun el Banco Mundial (2003), en América Latina tan solo el 30% de aguas residuales
reciben un tratamiento y un 70% no reciben ningln tratamiento que desemboca directamente al

ambiente (Malpartida Campos 2020).
En paises América latina, especialmente en el Ecuador existe leyes sanitarias y entidades
reguladoras encargadas de regular, a pesar de tener estos mecanismos beneficios con el tiempo se

ha observado una inadecuada gestion (Malpartida Campos 2020).

La OMS en el afio de 1989 establece un limite de 100 unidades formadoras de colonias de
coliforme fecales en 100 ml de muestra (Aguirre, Garcia, and Sahuquillo 2004). La universidad
de Vermont sugiere que el agua para riego no debe tener mas 200 UFC/100ml de agua, en caso de

coliforme fecales totales deben tener no mas de 77 UFC/100ml de Coli (Enriquez et al. 2011).

Una investigacion en Kansas sugiere los siguientes valores en relacion a la calidad de agua,

para consumo humano el agua debe tener cero de E coli y cero de coliforme totales, para recreacion
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sin contacto el agua debe tener menos de 2000 UFC coliforme totales y 200 UFC de colonias E

coli (Enriquez et al. 2011).

3.8 Enfermedades generadas por la contaminacién del agua residual
Segun la OPS, en América latina millones de personas carecen de una fuente adecuada de
agua potable, las enfermedades mas comunes por consumir agua contaminada son: diarrea,
infecciones gastrointestinales y urinarias, entre otras. En la region mueren aproximadamente 7600
nifios menores de 5 afios por enfermedades diarreicas (OPS 2021), por falta de saneamiento e
higiene la ONU afirma que cada afio mueren aproximadamente 842000 personas (Montalvo-

Ochoa et al. 2020).

Un estudio demuestra que las aguas residuales generan diferentes epidemias como el
sindrome de Guillain Barré, el colera, Hepatitis viral A y enfermedades infecciosas que son
transmitidas por insectos como el dengue, zika, chikungunya y fiebre amarilla (Malpartida Campos

2020).

En paises en vias de desarrollo el consumo de agua contaminado ha generado diversas
enfermedades, siendo la mas comun las enfermedades gastrointestinales, segln la Organizacion
Mundial de la salud en el afio 2015 la bacteria E coli causa el 40% de diarrea en nifios menores a

cinco afios (Leon et al. 2018).

En el Ecuador, muchas de las enfermedades gastrointestinales estan relacionado a las aguas
servidas que son vertidas directamente a los rios sin previo tratamiento. En el afio 2016 segun el
Ministerio de Salud Publica de Ecuador, en Guayas por cada 100000 habitantes se presentaron las
siguientes infecciones gastrointestinales: 3033 enfermedades diarreicas, 1206 de Shigelosis, 90

de Sindrome Diarreico Agudo con deshidratacion y 9 de Salmonelosis (Ledn et al. 2018).
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Muchas enfermedades estan relacionadas a una bacteria o0 un microorganismo conocido,
pero hay otras enfermedades agrupadas en una nueva categoria de enfermedades trasmitidas por
el agua de etiologia no conocida como la AGI “Gastroenteritis aguda de etiologia no conocida, ver

la figura 2 (Cordoba, Del Coco, and Basualdo 2010).

10% 1%
11%
15%
20%
O AGI O Cryptosporidium spp
O Virus O Grardia spp
O Bacterias B Miscelaneas

Figura 2. Enfermedades transmitidas por el agua asociada agentes etioldgicos.
Fuente: (Cdrdoba, Del Coco, and Basualdo 2010).

3.9 Importancia del tratamiento del agua residual

En paises desarrollados e industrializados los problemas de escasez de agua, de su
contaminacion y los impactos generados por el uso inadecuado se ha manifestado mas temprano,
las cuales se ha generado programas de control, conservacion y uso mas eficiente, a principios del

afio 20 en Estados Unidos empez6 el reuso del agua tratada en la agricultura (Escalante et al. 2003).

Actualmente se considera un recurso valioso a la reutilizacion del agua residual tratada
(Escalante et al. 2003), en los ultimos afios se ha incrementado el reus6 del agua residual tratada
en paises desarrollados y en vias de desarrollo (Manga, Logreira, and Serralt 2001). Existe cuatro
razones que justifican el tratamiento de las aguas residuales, estos puntos son: (a) Razones de salud

publica. (b) Razones econdmicas. (c) Razones estéticas. (d) Razones legales (Ricardo 2002).
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Una de las alternativas para tratar de aliviar en parte la falta de agua, es aprovechar el agua
residual para riego agricola, generada tanto por la poblacion urbana, como por las industrias, sin
embargo, son pocos los estudios relacionados con la calidad sanitaria y productividad agricola de

tales recursos hidricos (Guadarrama Brito and Galvan Fernandez 2015).

La reutilizacion del agua residual tratada presenta dos ventajas importantes: (a) Aumenta
la cantidad de agua disponible y (b) disminuye el nivel de contaminacién ambiental (Cerda et al.

1993).

Para el afio 2030, poner fin a las enfermedades transmitidas por el agua, es uno de los
objetivos planteado por la Organizacion de las Naciones Unidas, en relacion al ambiente (ONU

2019).

Para proteger el recurso agua, durante décadas el ser humano a edificado miles de
estaciones de tratamiento de agua residuales (Asensi et al. 2019). Existe diversos métodos para
desinfectar aguas residuales, las mas comunes son: cloro, la luz ultravioleta y el ozono. El cloro es
el mas utilizado actualmente, sin embargo en los ultimos afios el ozono y la luz ultravioleta han

ganado espacio como medios de desinfeccion (Tarran 2006).
3.10 Tecnologia de desinfeccion ultravioleta

La desinfeccion ultravioleta es una alternativa establecida para la purificacion del agua,
agua residual y de aguas industriales de diferentes calidades. En Estados Unidos la tecnologia de
desinfeccion UV es muy popular, es usada para desinfectar mas de 6.4 % de pozos de todo el
sistema. En Reino Unido, las plantas de tratamiento de aguas residuales para la desinfeccion
primaria, combinan el cloro con la tecnologia de desinfeccion UV, usan ambas tecnologias de

lamparas de mediana y baja presion (Wright and Cairns 1996).
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Se ha estudiado y comprobado que la tecnologia de desinfeccion UV es eficiente en la
inactivacion e eliminacion de bacterias (escherichia coli, enterococcus), virus (virus de hepatitis

A, colifago, rotavirus y polivirus) y protozoarios (Guimaraes et al. 2001).

Agua Potable Comercial
Municipal Criaderos de Peces
Comunal Hidrocultivos
Subdivisiones Laboratorios
Campos de casas rodantes Acuarios
Terrenos para acampar Restaurantes
Alojamientos de caza
Campos de Esqui Industrial
Hoteles Cervecerias
Barcos Farmacéutica
Institucional Embotelladoras
Hospitales Electrénica
Escuelas Conservas
Asilos de ancianos Productos Lacteos
Centros Comunales Alimentos
Residencias Productos Marinos
Destilerias
Aguas Residuales Petréleo
Municipales Textiles
Comunales Cosmeéticos
Institucionales Imprenta
Residenciales

Figura 3. Diferentes tipos de agua que puede tratar con la tecnologia desinfeccion UV.
Fuente: (Wright and Cairns 1996).

Los sistemas de desinfeccién ultravioleta pueden ser disefiadas para tratar diferentes tipos
de aguas, (Ver la figura 3), pero siempre hay que tener en cuenta la caracteristica de agua siendo

desinfectada y los objetivos que se quiere lograr con el tratamiento (Wright and Cairns 1996).
3.11 Luz ultravioleta (UV)
El sol es fuente de energia ultravioleta, las capas atmosféricas de la tierra impiden que
cantidades significativas de UV-B y UV-C lleguen a la superficie, por esta razén las aplicaciones

practicas de desinfeccion dependen de fuentes artificiales como las lamparas de mercurio (Wright

and Cairns 1996).

Existe 3 tipos de lamparas: lamparas de mercurio de baja presion, lamparas de mercurio de

media presion y lamparas de mercurio de alta presion (Tarran 2006). Las lamparas de baja presion
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son mas eficientes que la lampara de media presion, aproximadamente el 40 % de la energia
eléctrica generado por ldmpara de mercurio de baja presion de la marca Aquafine transforma en
energia UV-C en una longitud de onda de 254 nm, alto poder germicida (Trojan Technologies

2020).

La luz UV es el mecanismo mas eficaz para la desactivacion o destruccion de los
organismos patdgenos presentes el agua, no produce subproductos (Wright and Cairns 1996), se
ha dividido en cuatro bandas: Vacio UV (100 a 200) nm, UV-C (200 a 280) nm, UV-B (280 a 315)
nm, y UVA (315 a 400) nm. La banda UV-C del espectro de la luz es capaz de dafar la estructura
del ADN de las bacterias y virus, se inactiva e impide que el microorganismo reproduzca (Trojan

Technologies 2020).(Ver la figura 4).

The Spectrum of Light

X-rays Ultraviolet Visible Light | Infrared
Vacuum- UV [UV-| UV-A
8

100 200 $280315 400 780 Wavelength (nm)

Peak Germicidal

Efficiency 264 nm

’ UV-C Radiation used for disinfection is most effective
at a wavelength of 264 nm.

Figura 4. Espectro de luz UV y absorcién del material genético del organismo.
Fuente: (Chris 2015).

El principal efecto de la radiacion ultravioleta en los microbios es la inactivacion debido a
las alteraciones de los &cidos nucleicos por el efecto del dafio fotoquimico que se genera (Romeo

Calderon 2014). (Ver la figura 5).
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radiacion
uv-c

Figura 5. Efecto de la radiacién UV en el ADN.
Fuente: (Josep 2009).

Toda célula viva tiene ADN (&cido desoxirribonucleico), contiene instrucciones genéticas,
debe estar intacto para un correcto funcionamiento. Una de las propiedades internas presente en
las moléculas del microorganismo es la capacidad del ADN en absorber radiacion ultravioleta,
causando el principal efecto de rompimiento de las cadenas de aminoécidos, evitando la formacion
y reproduccion de nuevas colonias y eliminando sus propiedades para producir enfermedades,

logrando asi la inactivacién del microrganismo (Lépez Torres 2005).

La inactivacion del microorganismo estd en funcién a la longitud de onda, para la
inactivacion de la bacteria Escherichia coli depende del espectro, debe alcanzar una longitud de
ondas cercas de 265 nm y 220 nm, es recomendable que la lampara de baja presion a 254 nm

alcance su punto maximo de inactivacion cerca de 254 nm (Romeo Calderén 2014).
3.12 Tipos de reactor ultravioleta

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (1999), dice que existen
dos tipos de configuraciones de reactores para el sistema de desinfeccion con luz (Romeo Calderén

2014). A continuacion, los dos tipos de reactores:
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3.12.1 Reactor de contacto
Esta constituido de una lampara de mercurio que esta cubierto con mangas de cuarzo, este
sistema reduce el tiempo de enfriamiento cuando la lampara esta sumergida en el agua (Herdiana

2010).
3.12.2 Reactor sin contacto

Esta constituido de una ldmpara UV que se encuentra suspendida en el conducto trasparente
del sistema, la ldmpara nunca entra en contacto con el agua residual. En ambos casos, el agua
residual puede fluir en forma perpendicular o paralela a las lamparas (Herdiana 2010).

En los ultimos afios la tecnologia de desinfeccion UV se ha renovado, es bien conocido
que dicha tecnologia se emplea para desinfectar agua potable, poco estudiada en tratar aguas
residuales, actualmente se emplea en nuevos campos, por ejemplo, para tratar aguas lastres. A

continuacion, los otros tipos de reactores:
3.12.3 Reactor rayo colimado

Esta disefiado para tratar volumenes muy pequefios de agua de una manera discontinua, es
un sistema controlado, permite que los microbios reciban una dosis similar al valor tedrico,

especialmente si la muestra se agita lentamente. (Romero Martinez 2015).

Figura 6. Estructura de un reactor ultravioleta de rayo colimado.
Fuente: (Romero Martinez 2015).
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Esta constituido de una lampara UV-C de mercurio de baja presion que tiene una potencia
de 10 W, colocada dentro de un cilindro de PVC que tiene una abertura de 5¢cm de diametro (Ver
la figura 6). A lado de la lampara de mercurio se encuentra un sistema de bombeo que evita el

sobrecalentamiento al sistema. (Romero Martinez 2015).

La USEPA recomienda que el tiempo minimo de exposicion del microorganismo en el
reactor UV de rayo colimado debe ser de 5 segundos, si el tiempo de exposicion aumenta se
aumenta la dosis UV recibida. La inactivacion dosis va depender de la cantidad de dosis de
radiacion recibida, pero para el calculo hay que tener en cuenta los siguientes factores que afecta
el haz colimado como la distancia de la lampara UV, la reflectancia de la interfase aire-agua, etc.

(Romero Martinez 2015).
3.12.4 Reactor tubular continuo

Este tipo de reactor es ideal para el tratamiento de bacterias y algas, estd compuesta de una
carcasa cilindrica en cuyo interior se encuentra una funda de cuarzo y una lampara de baja presién
de Hg (Ver la figura 7). La lampara debe tener una potencia de 40w, que emita una luz ultravioleta

de 254 nm. (Romero Martinez 2015).

El agua contaminada se bombea a través de reactor tubular de un solo paso, y la velocidad
del caudal se regula con valvulas para poder determinar el tiempo de exposicién para poder

determinar la dosis recibida en cada momento (Romero Martinez 2015).

La eficacia del sistema de desinfeccion con luz ultravioleta depende de las caracteristicas
del agua residual, la intensidad de la radiacion, el tiempo de exposicion de los microorganismos a

la radiacién y la configuracién del reactor (Ramirez Arias 2013).
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> Reactorcase
> Water

> Quariz sleeve
Air

> UV Lamp

Figura 7. Componentes de un reactor tubular de un solo paso.
Fuente: (Romero Martinez 2015).

3.13 Factores que afectan la eficacia de desinfeccion

Diversas investigaciones demuestran que la luz UV tiene menor eficiencia de inactivacion
en virus en relacion a las bacterias, es decir los virus son mas resistentes a la luz UV que las

bacterias (Aguirre, Garcia, and Sahuquillo 2004).

Tarran (2006), cita los siguientes factores que afecta el grado de eficacia en la desinfeccion

del agua:

e Calidad del agua a tratar.

e Solidos suspendidos presentes en el agua tratar.

e Tratamiento previo del agua antes de aplicar luz ultravioleta
e Caracteristicas de la lampara.

e Tiempo de uso de la lampara.

e Limpieza del tubo de lampara y el cuarzo.

e Disefo del reactor UV.
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Estudios recientes realizados por los cientificos: Manzanares (2000) y Fernandez (2000)
llevados a cabo en efluentes en dos plantas convencionales de agua residual, sin tratamiento
previo, para verificar el grado de eficiencia utilizaron el mismo sistema de desinfeccién de luz UV
de media presion, los resultados revelan diferencias significativas entre los dos efluentes en
relacion a la inactivacion de la bacteria, confirmando que en los procesos de desinfeccion la luz
ultravioleta tiene gran dependencia de las caracteristicas del efluente y de la transmitancia

(Guimaraes et al. 2001).
3.14 Ventajas y desventajas al utilizar tecnologias de desinfeccion ultravioleta

Ventajas

e Elproceso de desinfeccion UV permite desactivar la mayoria de virus, esporas, quistes
y requiere un periodo de tiempo mas corto en comparacion con otros desinfectantes
(Romeo Calderon 2014).

¢ No genera subproductos que puede afectar al ser humano o cualquier otro organismo
acuatico (Romeo Calderdn 2014).

e Reduccidn de costos de mantenimiento, muy simple el mantenimiento y reemplazo
anual de la ldmpara, la limpieza del cuarzo cuando es necesario (Tarran 2006).

e Necesita poco espacio, en comparacion a otras tecnologias utilizadas para tratar aguas
contaminadas (Romeo Calderén 2014).

Desventaja

e Algunos microorganismos tienen la caracteristica de desactivar los efectos
destructivos de luz ultravioleta mediante un mecanismo de reparacién conocido como
“fotorreactivacion, esta tecnologia en relacion a la tecnologia de desinfeccidon con

cloro no es tan econdmica (Romeo Calderén 2014).
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e En el agua residual esta presente solidos suspendidos totales y turbidez que provocan

la desinfeccion UV sea ineficaz (Romeo Calderon 2014).
3.15 Activacion del microorganismo

Los virus no tienen el mecanismo de repararse, en cambio, las bacterias y otros microbios
tienen la habilidad de reparar los acidos nucleicos dafiados, este mecanismo de reparacion se
conoce como fotorreactivacion. La fotorreactivacion esta relacionado directamente con el dafio
causado a los &cidos nucleicos por la exposicion de la luz UV. Segun Groocock (1984) para
alcanzar la fotorreactivacion debe ocurrir una exposicion de luz entre 300 y 500nm dentro de dos

a tres horas con un pH y temperatura de agua (Romeo Calder6n 2014).

La luz UV-B causa lesiones en dimeros pirimidinicos de ciclobutano, en la bacteria
Escherichia coli el primer elemento en ser identificado para la fotorreactivacion es la proteina de
49 kDA, encargada de absorber cerca de 90% de luz visible (Estrada Ramirez, Corona Baultista,

and Pedraza Reyes 2016).

La fotorreactivacion es el proceso enzimatico de reparacion directa del ADN catalizado,
ocurre en dos etapas. En la primera fase se forma un complejo entre enzimas y el dimero, no
requiere luz, pero depende del pH y fuerza idnica, para la fase 2, se produce la monomerizacion
que se activada por luz visible, permitiendo la formacion de nuevos complejos de fotorreactivacion

(Estrada Ramirez, Corona Bautista, and Pedraza Reyes 2016).

Una dosis alta permite la aplicacion del fendmeno fotorreactivacion, pero una dosis
inadecuada favorece la reproduccion de los microbios y no permite aplicar el proceso de

reactivacion (Lara Oviedo, Navarro, and Atencio Altamiranda 2018).
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CAPITULO IV

4. Materiales y Métodos

4.1 Descripcion de la lampara UV

En la construccion del reactor experimental de desinfeccion UV se utilizd una lampara de
mercurio de radiacion de baja presion de la marca Hidrotek, es un dispositivo purificador disefiado
para tratar aguas contaminadas, genera una potencia de 6W y una longitud de onda de 254nm La
luz ultravioleta emitida por la lampara tiene la capacidad de atravesar la pared celular y causar
dafio al material genético del microrganismo, tiene una efectividad de destruccidén de mas del 99

% (America Water Treatment 2013) (Ver la imagen 1).

Imagen 1. Lampara UV de baja presion.
Fuente: Propio Autor.

Los componentes de la lampara ultravioleta de baja presion son los siguientes:
e (Cémara UV “Caja del reactor”
e Tubo de vidrio.
e Tuerca de aluminio
e Tapa de silicona
e La&mpara UV cubierta con una manga de cuarzo.

e Adaptador de energia.

44



4.2 Informacion de los componentes de la lampara

Con un Calibrador Vernier o Pie de Rey se midio los diferentes componentes del reactor

UV de lampara de baja presion (Ver la imagen 2), en la tabla 2 se encuentra especificado los

resultados de las mediciones realizadas al equipo.

Imagen 2. Mediciones realizadas al tubo de vidrio y el cuarzo del reactor.

Fuente: Propio Autor.

Tabla 2. Especificaciones de las caracteristicas del cuarzo y de la lampara.

Caracteristicas

Valor

P254: Potencia de la lampara a 254nm (w)

e: Grosor del cuarzo (mm)

L: Longitud lampara (cm)

I: Longitud de la lampara descubierta (cm)

rR: Radio del reactor (cm)

rQ: Radio externo de la funda cuarzo (cm)

TQ: % Transmitancia a 254nm del cuarzo

TW: % Transmitancia a 254nm del agua tratada

Q: Caudal del agua tratada

Fuente: Propio Autor.
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4.3 Configuracion de la lampara

Para la configuracion y puesta en funcionamiento de la lampara en el reactor se realizaron los

siguientes pasos.

Paso 1.

Se cubri6 el 35% de la lampara UV de baja presion con papel aluminio, luego se procedid

a conectar el adaptador de la energia a la lampara (Ver la imagen 3).

Lampara
uv
Adaptador
Tubo de de energia
vidrio
Imagen 3. Modificacion de la lampara UV de baja presion.
Fuente: Propio Autor.
Paso 2.

En la punta del tubo de vidrio se colocé la tapa de silicona, para luego proceder a ubicar

la lampara dentro del tubo de vidrio (Ver la imagen 4).

Tubo de
vidrio

Tapa de
Silicona

Lampara
uv

Imagen 4. Lampara ultravioleta dentro del tubo de vidrio.
Fuente: Propio Autor.
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Paso 3.
Para verificar su correcto funcionamiento y evitar problemas posteriores se procedio a

encender la lampara de baja presion (Ver la imagen 5).

Lampara
cubierta
con
papel
aluminio

Luz UV

Imagen 5. Luz ultravioleta que emite la lAmpara de baja presion.
Fuente: Propio Autor.

Paso 4.

Con mucho cuidado se desliz6 el tubo de vidrio dentro de la camara ultravioleta, para

después proceder a sella la camara ultravioleta con la tuerca de aluminio (Ver la imagen 6).

il . Tuerca de
Tubo de . = o
- = — , Aluminio
vidrio n ==
4 _— e Y
- A p—— R 4
a8 | TRAVIOCET WATER STERILIZE | Camara

S se— o Ultravioleta

o5 and ski

R O

Imagen 6. Camara ultravioleta con el tubo de vidrio.
Fuente: Propio Autor.
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4.4 Construccion del reactor UV
En el laboratorio “Radiactividad - Toxicologia” de la Universidad Politécnica Salesiana se
llevd a cabo la construccion y el funcionamiento del reactor experimental de ldmpara de baja

presion de un solo paso, los materiales que se necesitaron son los siguientes.

e Bomba de agua.
e Accesorios de conexion (llaves de paso, tuberias, uniones de pvc, teflon, abrazaderas).
e Base de soporte (madera).
e Recipiente plastico con una capacidad de almacenar 20 litros de agua residual.
e Lampara ultravioleta de baja presion.
e Recipiente de pléastico estériles pequefios. (Para la recoleccion del agua tratada).
A continuacién, se detalla los pasos necesarios seguidos para la construccion y

configuracion del reactor UV.

Paso 1
Con la ayuda de una herramienta fina se realizé un agujero en la parte inferior del recipiente
de almacenamiento de agua residual, en el agujero se colocd una union de pvc y una llave de paso,

por medio de una manguera se conectd la llave de paso con la bomba de agua (Ver la imagen 7)

Imagen 7. Recipiente de agua residual conectado a la bomba de agua.
Fuente: Propio Autor.
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Paso 2

Por medio de la manguera y de uniones de pvc, la bomba de agua se conectd a dos llaves
de paso, la misma que se encuentra unida a la lampara UV de baja presion. La bomba de agua se
encarga de hacer circular el agua a tratar, mientras las dos llaves de paso se encargan de regular la

cantidad de agua que ingresa a la lampara para su desinfeccion (Ver la imagen 8).

e

Imagen 8. Bomba de agua

gt

onectado a la lampara UV de baja presién
Fuente: Propio Autor.

En la imagen 9 se puede observar el reactor experimental UV de lampara de baja presion
de un solo paso completamente terminado, todo el sistema se encuentra sobre la base de madera,
excepto el recipiente de almacenamiento de agua de ensayo, para evitar fugas de agua se coloco

teflon y se asegurod con abrazaderas.

Imagen 9. Reactor experimental tubular UV de ldmpara de baja presion
Fuente: Propio Autor.
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4.5 Agua residual utilizada

El agua residual utilizada en el reactor experimental proviene de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Ucubamba, ubicado en la ciudad de Cuenca, en la provincia del Azuay, en
Ecuador (Ver laimagen 10). La PTAR de Ucubamba es la principal instalacion encargada de tratar
aguas residuales de la ciudad, desinfecta el 95% de aguas residuales de su localidad, cuenta con
un tipo de tecnologia no convencional, basado en un sistema de lagunaje (Dugue-sarango et al.

2018).

Imagen 10. Planta de tratamiento de aguas residuales de Ucubamba.
Fuente: Propio Autor.

4.6 Filtracion de agua residual
Previo a los ensayos con el agua residual de la PTAR Ucubamba, se hizo un proceso de
filtracion como se observa en la imagen 11, el sistema de filtracion esta constituido de una bomba
de vacio, una manguera que permite de conexion entre los componentes, un matraz de kitasato y

un embudo donde se coloca los filtros de papel.
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Imagen 11. Sistema de filtrado para retirar particulas presentes en el agua residual.
Fuente: Propio Autor.

Los filtros de papel retienen una gran cantidad de materia organica e inorganica (Ver la
Imagen 12), el agua filtrada se almaceno en el recipiente del reactor para su posterior circulacién

en luz UV.

Imagen 12. Filtros de papel.
Fuente: Propio Autor.

4.7 Parametros bioquimicos del agua residual

Las pruebas bioquimicas del agua residual, asi como el filtrado del agua en el sistema de
membrana y reconteo de las colonias se desarrollaron en el laboratorio” Ciencias de la Vida” en el

area de microbiologia.
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Turbidez y Color
Para determinar la presencia de particulas organicas e inorganicas en el agua residual se
utilizoé el equipo turbidimetro portatil de la marca LaMatte, el mismo equipo tecnologia fue

empleado en la medicion del color del agua (Ver la imagen 13).
Procedimiento

Se enciendé el equipo portatil, en el vial (frasco) se separa muestras de agua destilada y
muestras de agua residual, se enciendé el equipo portatil, se selecciona el parametro a medir, se
ajusta el equipo al blanco (vial de agua destilada), se retira el blanco y se coloca el frasco de agua

residual y se envia analizar, los resultados se encuentran descripto en la tabla 4.

Imagen 13. Turbidimetro portatil.
Fuente: Propio Autor.

Conductividad y pH

El pHmetro de mesa de la marca Mettler Toledo se utilizo para analizar la cantidad de

conductividad y de pH presente en el agua residual (Ver la imagen 14).
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Procedimiento

En vasos de precipitacion se separd dos muestras de agua (destilada y residual), se enciende
el equipo, se selecciona los pardmetros a medir, se limpia los electrodos (electrodo de pH y
conductividad) con agua destilada para luego proceder a secar con papel, por ultimo, se coloca los
electrodos en agua residual y se procede a realizar las mediciones, esperar que se estabilice para

poder ver los resultados (Ver la tabla 4).

Imagen 14. pH metro de mesa.
Fuente: Propio Autor.

Transmitancia

Para poder saber el porcentaje de transmitancia del agua de ensayo se empled el

espectrofotometro UV a una longitud de onda de 254 nm (Ver la imagen 15).

Procedimiento

Las muestras de agua destilada y agua residual se separaron en una cubeta (quimica), luego
se procede a encender el Espectrofotometro UV, se selecciona el parametro a analizar y se modifica
la longitud de onda, luego se ajusta el equipo al blanco (cubeta de agua destilada), se retira el
blanco y se introduce la muestra del agua residual, se espera que se estabilice para poder ver los

resultados (Ver la tabla 4).
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Imagen 15. Espectrofotometro UV.
Fuente: Propio Autor.

4.8 Propagacion de la bacteria certificada en agar nutritivo

Para la propagacion de la cepa certificada ATCC 8739 se necesitd de un medio liquido
nutritivo de TSB (Tryptic Soy Broth), en la estufa de secado la bacteria crecio a una temperatura

de 37 °C en un periodo de tiempo de 24 horas (Ver la imagen 16).

Procedimiento de propagacion
e Siguiendo los protocolos de microbiologia se procedié abrir el tubo de la cepa
certificada Escherichia coli.
e Con una pipeta se extrae aproximadamente 0,5 a 1,0 ml de bacteria y se deposita

en el tubo o frasco de caldo nutritivo, mezclar bien e incubar los tubos.

| S -
Imagen 16. Cepa certificada de Escherichia coli ATCC 8739.
Fuente: Propio Autor.
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Al utilizar una cepa certificada, no es necesario realizar pruebas bioquimicas, pero se puede
realizar para mayor seguridad. La bacteria certificada se sembro en agar EMB (eosina y azul de
metileno), al crecer en el medio de cultivo la bacteria presenta un brillo verde metélico,
caracteristica primordial de la bacteria E. coli, al realizar la prueba bioquimica: tension de gram se
pudo observar en el microscopio que los bacilos eran de color rosa rojizo caracteristico de bacterias

gram negativas (Ver las imagenes en el anexo).
4.9 Pruebas iniciales y ajustes hidraulicos
4.9.1 Inyeccion de la cepa certificada y circulacidn del agua residual en el reactor

En 20 litros de agua residual, se inyect6 7 ml de bacteria certificada: Escherichia coli ATCC
8739, se dejo que la bacteria se estabilice con el agua residual en un tiempo aproximado de 20 a
35 minutos, para después proceder a circular por el rector experimental.

Al encender la bomba de agua, el agua residual empieza a circular en el reactor UV, la
cantidad de agua que circula son controlados atreves de las llaves de paso. Estas llaves de paso
permiten regular cinco o mas caudales de agua, el agua contaminada ingresa a la lampara de baja

presion para su desinfeccion.
4.9.2 Recoleccion de la muestra

Las diferentes muestras de agua residual se recolectan en recipientes estériles previamente
rotulados (Ver la Imagen 17). La primera muestra de agua recolectada es el blanco, es decir; una
muestra de agua residual sin la luz UV, las otras muestras de agua residual son recolectadas

después de haber sido tratado con luz ultravioleta.
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Imagen 17. Recipientes estériles para las muestras del agua tratada.
Fuente: Propio Autor.

4.9.3 Medicién del caudal en los ensayos experimentales
Para poder sacar los diferentes caudales de agua residual que ingresa a la ldmpara UV para
su desinfeccion, se precedi6 a realizar de la siguiente manera, con la ayuda de una probeta de 1000
ml se midi6 el tiempo que se demora en llenar dicha probeta (Ver laimagen 18), con la informacion
del volumen y del tiempo se procede a calcular el caudal del agua que ingresa a la lampara para su

desinfeccion, para después proceder a determinar la dosis UV generada en cada caudal.

Imagen 18. Probeta de 1 litro con agua tratada.
Fuente: Propio Autor.

Férmula del caudal

<

(1)
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Donde:

Q = Caudal del agua (I/min).
V = Volumen (1)

t = tiempo (min).

Los resultados de las mediciones se encuentran reflejado en la tabla 5. A continuacion el

calculo de dos parametros necesarios para poder hallar la dosis UV suministrada por la lampara.

4.9.4 Calculo de la longitud de la lampara descubierta

La longitud de la lampara es de 18,9 cm, se cubri6 un 35% que equivale a 6,7 cm de lampara

cubierta con aluminio, para poder saber la longitud de la lampara descubierta se aplicé la siguiente

formula:
l = L - LA]
Donde:

I: Longitud de la lampara descubierta sin aluminio (cm).

L: Longitud total de ld&mpara (cm).

L, : Longitud de la lampara cubierta de aluminio (cm).
]1=18,9cm — 6,7cm = 12,2 cm

4.9.5 Célculo del radio externo de la funda de cuarzo

rQ = I reactor. — Tint. cuar.
Donde:

rQ=radio externo de la funda de cuarzo (cm)
I' reactor.—radio del reactor (cm)

Tint. cuar. = Fadio interno del cuarzo (cm)

rQ = 2,55cm — 0,984cm = 1,56 cm

(2)

(3)

(4)

(5)
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4.9.6 Calculo de la dosis suministrada a diferentes caudales
Formula de la Dosis UV

Los célculos de la dosis se realizaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la USEPA
(Romero-Martinez et al. 2019), los programas informaticos como Excel facilitaron el trabajo de

calculo, en la tabla 5 se refleja los resultados, a continuacion la ecuacion empleada:

\'%

. R P254+TQ¢ R TWF—TQ
Dosis UV = ~= S

2Lm2+(rR2-rQ2) ¥’'rQ

* dxdy (6)
Donde:

P254: Potencia de la lampara a 254 nm, en ld&mparas nuevas 1/3 de la potencia (mWs/cm2).
e: Grosor del cuarzo (mm).

L: Longitud lampara (cm).

I: Longitud descubierta si se cubre una parte de la lampara (cm).

rR: Radio del reactor (cm).

rQ: Radio externo de la funda del cuarzo (cm).

TQ: % Transmitancia a 254nm del cuarzo (generalmente 0,94).

TW: % tramitacion a 254nm del agua tratada.

Q: Caudal del agua que circula en el reactor.
4.10 Preparacién del medio de cultivo: Choromocult coliform agar

Es un medio de cultivo cromdgenico, esta constituido de nutrientes, permite la deteccion,
la diferenciaciéon y enumeracion simultanea de Escherichia coli y otras bacterias coliformes en
muestras de aguas, para desarrollarse necesita un tiempo menor a las 24 horas, el medio es
producida por la corporacion Merck (Merck Millpore 2014).

En este medio de cultivo pueden crecer diferentes tipos de colonias, en la tabla 3 se
especifica los tipos de bacterias que pueden desarrollarse en este agar atreves de la técnica de

sembrado en membrana.
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Tabla 3. Interpretacion de las colonias que desarrollan en el medio de cultivo.

Bacterias Color
Escherichia coli  Colonias de azul a violeta
Coliformes Colonias de rosa salmoén a rojo

) Colonias sin color, principalmente: Gran
Otras bacterias )
negativos.

Fuente: (Merck Millpore 2014).

El agar chromocult coliformes permite un buen contraste de color, permitiendo identificar
con mayor facilidad el tipo de bacteria que se ha desarrollado en el medio cultivo, pero el tamafio,
coloracion y nimero de colonias también va depender de la calidad y tipo de membrana de

filtracion empleada en los ensayos (Merck Millpore 2014).

Para su preparacion se siguié las indicaciones que especifica el medio de cultivo, se
disolvié 26 gr de choromocult coliforme agar en 1000 ml de agua destilada, en la estufa se calento
la preparacién a una temperatura de 90 °C. No sobrecalentar, ni autoclavar la preparacion (Ver la
imagen 19). En la camara de flujo dejar enfriar el medio a 45 a 50 °C, para después colocar en

placas Petri. Almacenar el recipiente en lugar fresco, bien cerrado.

Imagen 19. Choromocult coliform agar.
Fuente: Propio Autor.
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Cantidad de Preparacion

20 Cajas Petri * 15ml agar en cada caja Petri = 300ml

26 gr » 1000 ml
X 300 ml
__ (300 mD)x(26gr)

Toooml = 7,80 gr de Agar

Para evitar que el medio de cultivo se contamine, todo el proceso de plaqueado se realizo
en la camara de flujo. Se debe limpiar con alcohol la camara de flujo, dejar en luz UV por 15
minutos, luego de esto, encender el mechero y se procede a colocar el medio de cultivo liquido en
las cajas petri, esperar que se solidifique y por ultimo sellar con parafilm (Ver la imagen 20). Las
cajas petri selladas son cubiertas con papel aluminio, colocadas en fundas ziploc y almacenadas

en la refrigeradora para su posterior uso.

Imagen 20. Camara de flujo con medio de cultivo.
Fuente: Propio Autor.

4.11 Disoluciones de las muestras de agua tratada

La disolucion. - es un proceso en donde se combina dos 0 mas sustancias perfectamente
homogéneas, al unir un componente con el otro pierde completamente sus caracteristicas

individuales. Para las muestras del caudal: Q4 , Qz, las disoluciones se realizé de la siguiente
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manera: 1/10, 1/100 es decir; para 1/10, en un tubo de ensayo se coloca 9 ml de agua destilada y 1
ml de la muestra del agua desinfectada con radiacion UV, para 1/100, en otro tubo de ensayo se

coloca 9 ml de agua destilada y 1 ml de la disolucion 1/10.

Muestra de Agua Residual Tratada con Luz UV

&%%&&ﬂ

Disoluciones de la Muestras

1 q0f oot

1 1
106 1000

1 ml muestra agua tratada

Il

A
10

OOO
L
000

17
1000 1 i35

-0
0
3\~ 0O

L
1000

=

sl
o
=]
=
sl

9 ml agua destilada

Figura 6. La cantidad de disoluciones realizadas a las muestras de agua residual tratada.
Fuente: Propio Autor.

Para las muestras: Qs , Q4, Qs, las disoluciones se realizo de la siguiente manera: 1/10,
1/100, 1/1000, es decir; para 1/10, en un tubo de ensayo se coloca 9 ml de agua destilada y 1 ml
de la muestra del agua desinfectada con radiacion UV, para 1/100, en otro tubo de ensayo se
procede agregar 9 ml de agua destilada y 1 ml de la disolucion de 1/10 y para 1/1000, en otro tubo
de ensayo agregamos 9 ml de agua destilada y 1 ml de la disolucion de 1/100. Mientras para la
muestra del blanco (lampara apagada, sin luz ultravioleta) se realizé una disolucion mas es decir

1/10000 (Ver la figura 6 y la imagen 22).

Imagen 21. Disoluciones de las muestras de agua tratada.
Fuente: Propio Autor.
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4.12 Técnica de filtracion por membrana
Para la determinacién de los microorganismos antes mencionados se emple6 el método de
filtracion por membrana de acuerdo con la norma UNE EN ISO 7899-2: 2001, consiste en hacer
pasar en la membrana microporosa un volumen conocido de una muestra liquida previamente
homogeneizada (UNE 2019). El sistema de filtracion de membrana esté constituido de una bomba
de vacio que esta conectado a un matraz kitasato, esto a su vez esta unido conjunto de rampas de

filtracion, permitiendo filtrar varias muestras en mismo momento (Ver la imagen 22).

Imagen 22. Equipo de filtracion por membrana.
Fuente: Propio Autor.

La membrana de filtracion utilizada fue de tipo:

e Estéril, de marca millipore, de color blanco,
e Con tamafios de poros de 0,45um con cuadricula y
e Con un didmetro de 47mm.
Una vez colocada membrana millipore en el sistema de filtrado (Ver la imagen 23), se filtra
la muestra, se retira la membrana con la ayuda pinza esterilizada, se coloca sobre la placa de petri

que contiene el medio de cultivo y se procede a sellar correctamente con parafilm.
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Imagen 23. Colocacion de la membrana millipore en el sistema de filtrado.
Fuente: Propio Autor.

En posicién invertida se colocd las cajas petri en la estufa de secado, a una temperatura y
tiempo Optico de crecimiento de la bacteria (Ver la imagen 24). Para que la bacteria Escherichia
Coli certificada ATCC 8739 se desarrolle correctamente, se recomienda que la estufa de cultivo
debe estar una temperatura de 35°C a 37°C por un tiempo de 18 a 24 horas (Becton Dickinson BD

2013).

Imagen 24. Estufa de secado.
Fuente: Propio Autor
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4.13 Recuento de colonias
En el contador de colonias se realizo el recuento de las bacterias que han crecido en la
membrana millipore, teniendo en cuenta la normativa: UNE-EN ISO 8199; 2008, las
muestras/disoluciones aceptables son aquellas que generen de 10 a 200 colonias (UNE 2019) (Ver

la imagen 25).

Imagen 25. Contador de colonias.
Fuente: Propio Autor.

Existe diferentes formas para cuantificar la presencia de microorganismo, en microbiologia
el método mas utilizado y sencillo es:

Numero de colonias
UFC

Volumen filtrado (ml) * (factor de dilucién 100) (7)

Donde:

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

4.14 Ajuste de los datos experimentales mediante software GINAFIT
Ginafit, es un software de uso gratuito para Microsoft Excel, muy utilizado por personas
comunes Y cientificos que realizan enfoques de modelados predictivos de regresion no lineal, muy
atil para representar modelamientos de supervivencia microbiana con datos experimentales con

relacion a la evolucidn de la poblacion microbiana con el tiempo (KU Leuven 2016)
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El investigador que tiene la idea de la forma de la curva de supervivencia del
microrganismo el programa permite escoger un tipo modelo de curvas, en cambio a las personas
que no tienen ninguna idea del modelo de la curva de supervivencia de microorganismo, el
programa permite probar y comprobar los diferentes tipos de modelos. Algunos modelos de curvas
a) Curvas log lineales clasicas, b) curvas de disminucidn log lineal, ¢) curvas concavas, d) curvas
convexas, entre otros modelos de curvas (KU Leuven 2016).

4.15 Reactivacion de la cepa certificada Escherichia coli ATCC 8739

Los ensayos 5, 6 y 7 se utilizaron para reactivar la cepa Escherichia Coli ATCC 8739, los
resultados de las pruebas bioquimicas realizadas al agua residual se encuentran reflejado en la tabla
4, en cambio los resultados de la cantidad de dosis UV suministrada por el reactor a diferentes

caudales se encuentra descripto en la tabla 5.

Dia 0 Dia 5

Luz ,C_Jlscuril{_iad
=L AU UL A
—— Poosis /a1¥a1 1y /N 411 v /@Y N
1
mal L oAna g A A
de P ,,r‘zoz J a2 @2\ /a2 mL\ﬂz @/!.
baja
residry | Sosis J_ H ._[ J:'_'l _1 ::_'-1 ) :-_-1 _1
3 -""‘PO_ZH.L“:QS \ \(93\. 'qa“ JQ s \/ps‘ . J-L\)
:IDC:;SiS J_L r—l |_[ ;:l [_ -'.'_':‘ l
/aa Xaa %pa /aaNaa' £14 é
L1 Dosis J _l [_‘l J _1 l [ | 1 J _1 ;_1 [_-L
5 // Qs \(w: Qs \(\QS \'\_ / (]_5 \Q5 \915 AY !«" Y% \,\1'

Figura 7. Técnica de fotorreactivacion y reactivacion de la cepa Escherichia coli.
Fuente: Propio Autor.
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La reactivacion se realizo en luz y oscuridad, sembrando el dia cero y el quinto dia de
reposo. El reposo se entiende tanto en Luz y oscuridad, para que suceda el fenomeno de la
oscuridad las muestras de agua tratada se cubrieron con papel aluminio, entonces en cada ensayo
se recolecta 18 muestras, es decir, en cada tiempo del ensayo se tomaron tres muestras de agua

residual tratada con dosis UV (Ver la figura 7).

Para el proceso de reactivacion es necesario que la bacteria se encuentre en reposo, las
muestras de agua tratada son guardados en el equipo climéatico Binder por cinco dias a una

temperatura de 25°C (ver la imagen 26).

Imagen 26. Binder con muestras de agua tratada.
Fuente: Propio Autor.

La Céamara Climatica Binder, es un equipo climatico e incubadora que crea simulaciones
ambientales fisicas, quimicas, bioldgicas, permite someter pruebas bioldgicas bajo condiciones de
temperatura y humedad constante. Esta disefiada para permitir una distribuciéon homogénea de luz,
con la posibilidad de seleccionar 3 espectro de luz, programando a tiempo real o semanal (Binder

2015).
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Después de la incubacion de las muestras de agua tratada en la Camara Climatica Binder
se procedid a realizar disoluciones, el proceso de las disoluciones se encuentra especificado en el
capitulo 4, en el literal 4,11 (Proceso de las disoluciones de las muestras de agua tratada), en
cambio para la siembra del dia cero como para la reactivacion del dia cinco se encuentra descripto
en literal 4.12 (Técnica de filtracién de membrana). Al siguiente dia se realizo el conteo de colonias

en el equipo contador de colonias.
4.15.1 Evaluacioén cuantitativa de fotorreactivacion y reparacion en oscuridad

La ecuacion de Lindenauer y Darby del afio 1994 se utiliz6 para evaluar el efecto de la
fotorreactivacion de la bacteria certificada ATCC 87309.

N¢—N
% Fotorreactivacion = Nt N 100% (8)
0 —

Donde:
N, : Numero de bacterias antes de la irradiacion ultravioleta (CFU/mI)
N: Numero de bacterias inmediatamente despues de la irradiacion UV (CFU/ml)
N;: Numero de bacterias después de la reactivacion durante un periodo de tiempo
ultravioleta (CFU/ml).
Solo aquellas bacterias que fueron inactivadas son capaces de reactivarse, para saber la tasa

de supervivencia de la bacteria certificada en relacion al tiempo se utilizo la siguiente formula:

N
S = N—t* 100% (9)

0

Donde:
S: Tasa de supervivencia del microrganismo el tiempo.

N, : Numero de microorganismos antes de la irradiacion ultravioleta (UFC/ml).
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N;: Numero de microrganismo después de la fotorreactivacion UV durante un cierto
tiempo (UFC/ml).

Para el caso de la reparacion es oscuridad se utilizo la misma formula anteriormente
descriptas (ecuacion 11y 12), los resultados estadisticos se encuentran representado en la tabla

15,16 y 17.

68



CAPITULO V

5. Resultados y Discusion

Previo a llegar a los ensayos finales, se experimentaron en multiples ensayos previos para
poder tener claro la experticia de experimentacion. De tal forma que al final se logré obtener 7
ensayos validos, comparables y replicables. Los resultados se detallan a continuacion.

5.1 Anélisis bioquimicos del agua residual

Los resultados de los diferentes analisis bioquimicos realizados al agua contaminada se

encuentran detallado en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros bioquimicos del agua residual.

Agua Color Turbidez Conductividad pH %Transmitancia
residual (FTU) (us/cm) (254 nm)
Ensayo 1. 267 34 455 7,44 0,83
Ensayo 2. 203 28 457 7,59 0,80
Ensayo 3. 227 36 489 7,78 0,90
Ensayo 4. 243 30 478 7,68 0,86
Ensayo 5. 278 32 485 7,74 0,91
Ensayo 6. 233 30 458 7,59 0,89
Ensayo 7. 277 37 460 7,54 0,90

Fuente: Propio Autor.
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5.2 Resultados de los ensayos de inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739

En la tabla 5, se puede verificar los distintos ensayos experimentales realizados en el

reactor UV de ldmpara de baja presion, se detalla el volumen, el tiempo, el caudal y la dosis UV

suministrada por la lampara en los diferentes caudales.

Tabla 5. Ensayos experimentales realizados en el reactor UV de lampara de baja presion.

Agua Regulacion Tiempo Q Aguapasa  Dosis UV
Residual  [lave de Paso Volumen (s) lampara UV aplicada
+ E. coli. ® (I/n) (mWs/cmz2)

Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min. 1 1 30,94 116,35 28,50
Abierto 2 1 12,27 293,40 11,30
Ensayol Abierto3 1 10,71 336,13 9,86
Abierto 4 1 10,07 357,50 9,27
Abierto max. 5 1 10,02 359,28 9,23
Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min. 1 1 28,30 127,21 25,37
Abierto 2 1 12,04 299,00 10,79
Ensayo 2 Abierto 3 1 10,68 337,08 9,57
Abierto 4 1 10,18 353,63 9,12
Abierto max. 5 1 10,09 356,79 9,04
Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto 1 1 25,61 140,57 25,06
Ensayo 3  Abierto 2 1 12,88 279,50 12,60
Abierto 3 1 10,74 335,20 10,51
Abierto 4 1 10,71 336,13 10,48
Abierto max. 5 1 10,32 348, 84 10,10
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Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min. 1 1 25,92 138,89 24,51
Abierto 2 1 12,65 284,58 11,96
Ensayo 4 Abierto 3 1 10,98 327,87 10,38
Abierto 4 1 10,85 331,80 10,26
Abierto méax. 5 1 10,73 355,51 10,15
Blanco 1 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min. 1 1 31,85 113,03 31,43
Abierto 2 1 14,20 253,52 14,20
Ensayo5 Abierto 3 1 10,83 332,41 10,69
Abierto 4 1 10,03 358,92 9,90
Abierto max. 5 1 9,39 383, 39 9,27
Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min.1 1 34,03 105,79 33,02
Abierto 2 1 14,52 247,93 14,52
Ensayo 6 Abierto 3 1 10,81 333,02 10,49
Abierto 4 1 10,38 346,82 10,07
Abierto max. 5 1 9,98 360,72 9,98
Blanco 0 0 0 Sin Dosis UV
Abierto min. 1 1 36,35 99,04 35,57
Abierto 2 1 15,45 233,01 15,12
Ensayo 7 Abierto 3 1 11,02 326,68 10,78
Abierto 4 1 10,45 344,50 10,23
Abierto max. 5 1 9,50 378, 95 9,30

Fuente: Propio autor.
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En la siguiente ilustracion se puede visualizar el crecimiento de dos tipos bacterias, en
mayor cantidad la presencia de colonias de Escherichia coli ATCC 8739 representadas de color
azul a violeta y en menor cantidad la presencia de colonias coliformes representadas de color rojo

salmonella. (Ver la imagen 27).

Imagen 27. Crecimiento de colonias de bacterias en el medio de cultivo.
Fuente: Propio Autor.

La eficiencia del reactor UV en inactivar e eliminar se encuentra reflejado en las siguientes
iméagenes, mayor efectividad cuando el reactor de lampara de baja presion trata caudales pequerios,
se visualiza menor crecimiento de bacterias, en cambio menor efectividad cuando trata caudales

grandes, se produce mayor desarrollo de bacterias (Ver la imagen 28).

Imagen 28. Diferentes ensayos experimentales, crecimiento de colonias de bacterias E. coli.
Fuente: Propio Autor.
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Las siguientes tablas revelan el porcentaje de inactivacion de la cepa Escherichia coli

ATCC 8739, la eliminacidon de la bacteria va a depender de la cantidad de dosis UV suministrado

al agua contaminada, los resultados de la inactivacion en los 7 ensayos se muestran en las

siguientes tablas individuales.

Tabla 6. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 1 FECHA: 25-02-2021

Muestras Dosis Recuento Nro. De

) UFC/100ml Log(Nt/No)
ARR+UV (mJicm2) Colonias Colonias (UFC)

BLANCO 0 167 6,68E+05 2,67E+07 0,00
M1 28,5 35 1,40E+03 5,60E+04 -2,68
M2 11,3 65 2,60E+03 1,04E+05 -2,41
M3 9,86 80 3,20E+04 1,28E+06 -1,32
M4 9,27 85 3,40E+04 1,36E+06 -1,29
M5 9,23 95 3,80E+04 1,52E+06 -1,24

Fuente: Propio Autor.

Tabla 7. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 2 FECHA: 03-03-2021

Muestras Dosis Recuento Nro. De

A.R.+UV (mJicm2) Colonias Colonias (UFC) UFCHO0mI Log(Nt/No)

BLANCO 0 74 2,96E+05 1,18E+07 0,00
M1 25,37 39 1,56E+03 6,24E+04 -2,28
M2 10,79 62 2,48E+03 9,92E+04 -2,08
M3 9,57 71 2,84E+04 1,14E+06 -1,02
M4 9,12 82 3,28E+04 1,31E+06 -0,96
M5 9,04 103 4,12E+04 1,65E+06 -0,86

Fuente: Propio Autor.

73



Tabla 8. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 3 FECHA: 09-03-2021

Muestras Dosis Recuento Nro. De
) ) UFC/100ml Log(Nt/No)
A.R+UV (mJicm2) Colonias Colonias (UFC)

BLANCO 0 72 2,88E+05 1,15E+07 0,00
M1 25,06 39 1,56E+03 6,24E+04 -2,27
M2 12,6 53 2,12E+03 8,48E+04 -2,13
M3 10,51 79 3,16E+04 1,26E+06 -0,96
M4 10,48 84 3,36E+04 1,34E+06 -0,93
M5 10,1 94 3,76E+04 1,50E+06 -0,88

Fuente: Propio Autor.

Tabla 9. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 87309.

ENSAYO: 4 FECHA: 11-03-2021

Muestras  Dosis  Recuento Nro. De

AR.+UV (mJ/cm2) Colonias Colonias (UFC) UFCH00m Log(NtNo)

BLANCO 0 88 3,52E+05 1,41E+07 0,00
M1 24,51 30 1,20E+03 4,80E+04 -2,47
M2 11,96 52 2,08E+03 8,32E+04 -2,23
M3 10,38 58 2,32E+04 9,28E+05 -1,18
M4 10,26 68 2,72E+04 1,09E+06 -1,11
M5 10,15 87 3,48E+04 1,39E+06 -1,00

Fuente: Propio Autor.
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Tabla 10. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 5 FECHA: 07-04-2021

Muestras Dosis Recuento Nro. De

AR.+UV (mJ/cm2) Colonias Colonias (UFC) UFC/00mI - Log(Nt/No)

BLANCO 0 69 2,76E+05 1,10E+07 0,00
M1 31,43 22 8,80E+02 3,52E+04 -2,50
M2 14,01 24 9,60E+02 3,84E+04 -2,46
M3 10,69 30 1,20E+04 4,80E+05 -1,36
M4 9,9 37 1,48E+04 5,92E+05 -1,27
M5 9,27 75 3,00E+04 1,20E+06 -0,96

Fuente: Propio Autor.

Tabla 11. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 6 FECHA: 09-04-2021
Muestras Dosis  Recuento Nro. De
_ ] UFC/100ml Log(Nt/No)

AR.+UV (mJicm2) Colonias Colonias (UFC)

BLANCO 0 72 2,88E+05 1,15E+07 0,00
M1 33,02 19 7,60E+02 3,04E+04 -2,58
M2 14,52 27 1,08E+03 4,32E+04 -2,43
M3 10,49 35 1,40E+04 5,60E+05 -1,31
M4 10,07 52 2,08E+04 8,32E+05 -1,14
M5 9,98 79 3,16E+04 1,26E+06 -0,96

Fuente: Propio Autor.



Tabla 12. Inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

ENSAYO: 7 FECHA: 21-04-2021

Muestras Dosis  Recuento Nro. De

AR+ UV (mJ/cm2) Colonias Colonias (UFC) UFC/00mI- Log(Nt/No)

BLANCO 0 39 1,56E+05 6,24E+06 0,00
M1 35,57 22 8,80E+02 3,52E+04 -2,25
M2 15,12 26 1,04E+03 4,16E+04 -2,18
M3 10,78 27 1,08E+04 4,32E+05 -1,16
M4 10,23 51 2,04E+04 8,16E+05 -0,88
M5 9,3 78 3,12E+04 1,25E+06 -0,70

Fuente: Propio Autor.

En unidades logaritmicas, los ensayos experimentales demuestran que la frecuencia de
inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739 se encuentra en dos rangos: (-2,68, -2,01) y
(-1,38,-0,67), ver la imagen 29, en cambio en relacion a la dosis UV, la frecuencia de inactivacion
de la bacteria certificada se encuentra entre (4,8). Esto se explica por las posibilidades de variacion
del caudal en el sistema, mismo que era manipulable siempre bajo las mismas condiciones y por

tanto a dosis similares en todos los ensayos (Ver la imagen 30).

Frecuencia

P

[-2,568, -2,01] {-2,01, -1,34] {-1,34, -0,67] 0,67, 0,00)

Ln (MNtfMo)

Imagen 29. Frecuencia de inactivacion de la Cepa E. coli en funcion logaritmica.
Fuente: Propio Autor.
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Imagen 30. Frecuencia de inactivacion de la Cepa E. coli en relacion a la dosis UV.
Fuente: Propio Autor.

Todos los 7 ensayos experimentales se realizaron en condiciones similares, reflejan una media de
inactivacion cercana a 1,5 dando como resultado que la inactivacién de la bacteria se produce en
un rango muy proximo a cero hasta las 2,5 unidades logaritmicas de reduccion (Ver la imagen 31

representado en diagrama de cajas y bigotes).

0.0

0,5

25

Unidades Logaritmicas

3,0

Ensayos Experimentales

Imagen 31. La media de inactivacion de la cepa escherichia coli ATCC 8739.
Fuente: Propio Autor.

Puntos agrupados muy préximos demuestran que la bacteria certificada ATCC 8739 tuvo

un comportamiento muy similar en los distintos ensayos experimentales realizados, se manifiesta
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en primera instancia que los resultados de los 7 ensayos pueden ser significativos (Ver la imagen

32).
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Imagen 32. Perfil de inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

Fuente: Propio Autor.

El perfil de inactivacion demuestra un comportamiento exponencial decreciente, esto es

conforme mayor es la dosis suministrada mayor sera las unidades logaritmicas de inactivacion de

la bacteria. Por ejemplo, en el ensayo 7 revela que un tiempo de exposicion 9,50 segundos, con

una dosis de 9,30 (mJ/cm2) se logra una inactivacion minima de 0,70 de E. coli. Cuando la bacteria

estd expuesta mayor tiempo a dosis UV, se logra mayor cantidad de inactivacion, como en el caso

del ensayo del ensayo 1, en un tiempo de exposicién de 30,94 segundos, con una dosis UV de

28,50 (mJ/cm2) se logra una inactivacion de 2, 68 de E. coli (Ver laimagen 32).
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Adicional se realizé un analisis de varianza de un factor y poder determinar la significacion,
los resultados estadisticos se muestran en la tabla 13 y 14, se puede observar que el P-valor
(probabilidad igual a 5,89E-17) es menor que 0,01 con lo cual se rechaza la hipétesis nula; y se
acepta la hipotesis alternativa, se concluye que si hay diferencias significativas de las medias de
los valores de los 7 ensayos. Esto se puede explicar porque las condiciones de ejecucion de los
ensayos son distintas entre ellos, condiciones de inicio como las caracteristicas del agua residual,
caudales y por tanto dosis distintas, aunque proximas, sin embargo, son distintas para caudales
similares, puesto que la transmitancia influye en la dosis, y esta transmitancia depende de la calidad
del agua residual en cada ensayo, esto solamente analizando una posible variable cambiante entre
los ensayos. Otra situacion podria ser cantidad de microorganismos que se disponen en el tanque
de circulacién, que légicamente es dificil que sea el mismo en todos los ensayos. Por lo tanto, no
cabe aqui profundizar en un analisis estadistico por que la replicabilidad no se cumple en cuando
al andlisis e varianza de un factor, se necesitaria modificar la experimentacion, y sin embargo asi
seria dificil lograr replicabilidad, de echo en los trabajos previos a este, no se habla de
replicabilidad entre los ensayos, sino mas bien con los ensayos validos se pasa al analisis de las
cinéticas y el modelo matematico que refleje mejor el comportamiento.

Tabla 13. Andlisis de varianza de un factor.

RESUMEN
Grupos Muestras  Suma Promedio Varianza
Dosis 42 224,67 5,35 16,03
Taza Crecimiento 42 -55,44 -1,32 0,72

Fuente: Propio Autor.
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Tabla 14. Analisis de varianza de los ensayos experimentales.

Origen de Grados  Promedio Valor
Suma de N .
las de de los F Probabilidad Critico
o Cuadrados
Variaciones Libertad Cuadrados Para F
Entre grupos 934,06 1 934,06 111,52 5,89E-17 3,96
Dentro de
686,80 82 8,38
los grupos
Total 1620,86 83

Fuente: Propio Autor.

A diferencia de otros sistema, en la tecnologia de desinfeccién UV la tasa de inactivacion
no se ve afectado ni por la temperatura, ni por el pH (Wright and Cairns 1996), pero existe otros
parametros que si afectan . Al aumentar la turbiedad disminuye la efectividad de la desinfeccion
(Roldan Fonseca 2019), las pruebas bioguimicas de las aguas residuales de Ucubamba tiene un
pH promedio de 7, con una turbidez de elevada en un rango de 28 a 37 FTU, la turbidez puede ser
una de las principales causas en este estudio cientifico de no conseguir una mayor taza de

inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.

5.2.1 Ajuste de los datos a los modelos tedricos de inactivacion bacteriana

El efecto inactivante de la dosis de UV, se estudid cuantitativamente utilizando los
parametros cinéticos de las curvas de dosis- respuesta. Los logaritmos de datos de supervivencia
obtenidos de los 7 experimentos se representaron frente a sus valores correspondientes de la dosis
de UV que se aplicd, lo que obtuvo una curva de dosis-respuesta para cada ensayo. La curva dosis-
respuesta se ajustd observando visualmente el comportamiento de los datos en funcién de los

modelos que dispone el programa informatico GINAFIT, en este caso se ajustaron a 3 modelos, el
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primero un modelo log-lineal clasico (forma de curva 1), el segundo un modelo log-lineal +

hombro (forma de curva 2), y el tercero un modelo bifasico (forma de curva 3).
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Imagen 33. Los resultados de los ensayos experimentales ajustados a los 3 modelos de curvas.

Fuente: Propio Autor.
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Imagen 34. Representacion de los 3 modelos de curvas en el programa GINAFIT.
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Fuente: Propio Autor.

Los ajustes a los 3 modelos se presentan a continuacion, cabe destacar que GINAFIT

realiza un grafico de la concentracion de microorganismos en funcion del tiempo, gréfico que no

se puede modificar, por lo tanto, aclarar que el eje “X” para nuestro caso representa la dosis UV

(mJ/cm2) (Iméagenes: 35, 36 y 37).
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Imagen 35. Perfil de inactivacién de la cepa Escherichia coli ATCC 8739 representado

en el modelo Log regresion lineal.
Fuente: Propio Autor.
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Imagen 36. Perfil de inactivacién de la cepa Escherichia coli ATCC 8739 representado

en el modelo Log lineal + hombro.
Fuente: Propio Autor.
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Imagen 37. Perfil de inactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739 representado

en el modelo bifésico.
Fuente: Propio Autor.
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La mayoria de los datos sobre inactivacion UV de microorganismos en la literatura siguen
el modelo log-lineal o biféasico; en algunas ocasiones, un hombro también esta presente a bajas
dosis de UV (Asensi et al. 2019). Segun las curvas dosis-respuesta obtenidas en este estudio, no
se observo hombro, pero no se puede descartar su existencia a dosis de UV inferiores a las
utilizadas en los experimentos. La desinfeccidn siguiendo el modelo bifasico implica una pérdida
de eficacia tras la inactivacion de una determinada proporcion de los organismos determinada por
el parametro “f”. La pérdida de eficacia con dosis altas de UV es una caracteristica comun en la
desinfeccion UV, conocida como “cola”, y sus causas estan bajo debate (Romero-Martinez et al.
2019).

Un analisis grafico es muy util, pero es necesario un andlisis matematico mas profundo
para valorar la confiabilidad del ajuste del modelo. Un modelo de ajuste permite determinar si el
ajuste es suficiente, si no es suficiente es necesario buscar nuevos modelos de ajustes (Aguirre
Garcia 2012).

Tabla 15. Comparacion de la bondad de ajuste obtenida para los modelos: Log-lineal clasico,
Log-lineal + hombro y Bifasico

Valor Standard

.. 2 .
Modelo Ecuaciéon R ECM Parametros Parametros Error
Log-Linear Regresion kmax 0,18 0,02
. N=NO * exp(-kmax *t) 0,71 0,22
(Bigelow and Esty,1920) P ) ’ ’ LOG10(NO) 0,37 0,12
N=NO * exp(-kmax " t) * Sl (Shoulder length) -16,60 7,60
Log-Linear+Shoulder ( explkmax * k
(Geeraerd etal 2000)  SI)(1+(exp(kmax*sl)- 0.78 0,17 max 0,13 0,02
1) "exp(-kmax™))) LOG10(NO) 0,01 0,15
log10(N)=log10(NO)+ f 0,9976 0,0057
Biphasic Model log10(fexp(- 0,64 013 kmax1 0,34 0,04
(Cert 0O,1977) kmax17t)+(1-fY*exp(- kmax? 0.00 0.08
kmax2*t)) ' '
LOG10(NO) 0,12 0,13

Fuente: Propio Autor.
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De los tres modelos anteriormente representados graficamente se presenta un resumen de
desempefio del ajuste estadistico en la Tabla 15, se observa que presenta una mejor bondad de
ajuste el modelo bifasico puesto que muestra un R2 de 0,84 y un ECM (error cuadrado medio) de
0,13. Determinando por tanto que las curvas de supervivencia obtenidas difieren de la forma lineal.
Este ultimo es el que presentd la mejor bondad de ajuste y validacion, por lo que es considerado
como un modelo predictivo adecuado para describir las curvas de inactivacion de E. Coli ATCC
8739 posibilitando la determinacién de la concentracién de microorganismos luego de dosis UV
suministrada.

Por lo tanto, se reformulo el modelo (ecuacion 10) en funcién de los parametros
determinados con el ajuste estadistico (ecuacién 11).

Modelo de inactivacion identificado

log10(N) = log10(NO) +log10(f*exp(-kmax1*t) + (1-f) *exp(-kmax2*t)). (10)

Para propositos de identificacion reformulado como

log10(N) = 0,12 + 0,12 (0,998*exp (-0,34*t) + (1- 0,008) *exp (-0,00%t)). (11)

El coeficiente de determinacion (R2) permite tener una idea del ajuste total conseguido, el
mejor modelo de prediccién debe tener un valor mas cercano a 1 (Aguirre Garcia 2012). Teniendo
en cuenta esta condicion en el estudio de cinética de inactivacion de Escherichia cli ATCC 8739
en aguas residuales, el modelo que mas se ajusta es el Biféasico, con un coeficiente de
determinacion de 0,84 (Ver la tabla 15).

También hay que tener en cuenta la Raiz del Error Cuadratico Medio que mide el error
cuadratico medio (ECM) entre el valor real y el predicho por un modelo (Aguirre Garcia 2012), si
el valor de error cuadratico medio igual a cero significa que mayor es la bondad de ajuste al modelo

(Mendiara 2013). En este estudio el modelo difésico se ajusta mas a la realidad, con valor de error
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cuadrado medio de 0,13, se visualiza que mayor cantidad muestras se acercan a la linea de
inactivacion (Ver la imagen 37).

La mayoria de cientificos tienen en cuenta los 2 parametros de ajuste, como en el estudio
de inactivacion de E. coli con radiacion UV/visible en aguas de salidas de depuradora realizado
por Mendiara, después de analizar con los 4 modelos (el modelo Bifésico, el modelo Mafart, el
modelo de Hom y el modelo de Geeraerd, el modelo que mas se ajusto es el modelo bifasico
(r2=0,97, EMC=0,57), para este estudio luz visible se consiguio al simular en una cdmara solar que
genera longitud de ondas entre 290 y 800nm (Mendiara 2013).

Jacome asegura es su estudio que la mejor bondad de ajuste fue el obtenido por la ecuacion
modificada de Gompertz logrando valores de R2 = 0,990, un RMSE = 0,138 en el estudio de
cinéticas de inactivacion de escherichia coli CECT 433 inoculada en medio de referencia por
tratamientos con altas presiones hidrostaticas (Jacome 2008).

Pero hay otras investigaciones tiene en cuenta un solo parametro de ajuste como en el caso
de la inactivacién de Escherichia coli por medio de luz pulsada en jugos de manzana, el modelo
gue mas se ajusta es el Bifasico, sin bien no todos los valores se ajustaron a la curva de inactivacion,
logrando tener RMSE de 0,10 a una dosis maxima de 0,73 J/cm2 (Ferrario and Guerrero 2016).

Sin embargo no siempre el modelo bifasico se va ajustar mas a realidad, en un estudio
realizado por Antonio Benites en el afio 2013 con relacion al analisis y modelizacion de la
inactivacién de Escherichia Coli en aguas residuales, da como resultado que la cinética de
inactivacién de E. coli se ajusta mas a curva de forma Weibull, con valores de n menores a 1

(Benitez Rodas 2013).
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Se comprobado que a mayor dosis UV irradiada al agua contaminada, mayor grado de
efectividad, menor porcentaje de inactivacion de la bacteria Escherichia coli ATCC 8739, (Ver las
iméagenes: 28 y 32 ), estando totamemnete de acuerdo con lo que afirma (Millan et al. 2015).

En la actualidad, Chromocult es el medio més reciente y muy utilizado que permite
detencion de E coli coliformes totales en aguas no tratada (Benitez Rodas 2013), pero si es
necesario utilizar otro medio de cultivo que permita el crecimiento de un solo tipo de bacteria, esto
permite reducir la probabilidad de cometer errores a la hora del reconteo de colonias.

Una investigacion realizada por los investigadores Acosta, Cairo y Perico en el afio 2015,
afirman que se necesita un tiempo de exposicion de 300 segundos para lograr efectos de
inactivacion en el microorganismo, en cambio Aguirre, Garcia, and Sahuquillo (2004) logro
inactivar en un tiempo 6 segundos. En caso de mi investigacion mayor efectividad de inactivacion

de la cepa certificada ATCC 8739 se logré en un tiempo de exposicion de 36,15 segundos.

5.3 Resultados de la cinética de reactivacion cepa Escherichia coli ATCC 8739
Después de la incubacion en luz y en oscuridad en la cAmara climatica Binder tras la
irradiacion de dosis UV, al quinto dia se visualizé un minimo crecimiento de bacteria Escherichia
coli ATCC 8739 de color azul a violeta y otros tipos de microorganismos (Ver la imagen 38 y 39,

respectivamente).

Imagen 38. Fotorreactivacion de la bacteria Escherichia coli ATCC 8739.
Fuente: Propio autor.
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Imagen 39. Reactivacion en oscuridad de la bacteria Escherichia coli ATCC 8739.
Fuente: Propio autor.

A continuacion, un andlisis estadistico de los resultados de la reactivacion en oscuridad y

fotorreactivacion de los diferentes ensayos experimentales.

Tabla 16. Reactivacion en oscuridad y fotorreactivacion de la cepa E. coli ATCC 8739.

ENSAYO 5 FECHA: 07-04-2021
Nro. Colonias Reactivacion S. Osc. Fotorreact. S. Luz

Muestras Ln(Nt/No) ’ ,
AR. + UV (UFC) Osc.5dias (%) (%) 5 dias (%) (%)
Blanco 2,76E+05 0,00 0,00 14,49 0,00 33,3
M1 8,80E+02 -2,50 -0,32 0,00 -0,23 27,3
M2 9,60E+02 -2,46 -0,32 0,03 -0,31 12,5
M3 1,20E+04 -1,36 -3,79 0,72 -3,03 33,3
M4 1,48E+04 -1,27 -4 44 1,16 -4.29 243
M5 3,00E+04 -0,96 -10,57 1,45 -8,94 26,7

Fuente: Propio Autor.
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Tabla 17. Reactivacion en oscuridad y fotorreactivacion de la cepa E. coli ATCC 8739.

ENSAYO 6 FECHA: 09-04-2021
Muestras  Nro. Colonias Reactivacion S. Osc. Fotorreact. S. Luz
Ln(Nt/No)

AR. +UV (UFC) Osc. 5dias (%) (%) 5 dias (%) (%)
Blanco 1,56E+05 0,00 0,00 4,17 0,00 8,33

M1 8,80E+02 -2,58 -0,24 0,03 -0,25 5,26

M2 1,04E+03 -2,43 -0,31 0,07 -0,35 7,41

M3 1,08E+04 -1,31 -4,23 0,83 -4,53 11,43

M4 2,04E+04 -1,14 -6,89 0,83 -7,34 5,77

M5 3,12E+04 -0,96 -11,86 0,42 -11,70 5,06

Fuente: Propio Autor.

Tabla 18. Reactivacion en oscuridad y fotorreactivacion de la cepa E. coli ATCC 8739.

ENSAYO 7 FECHA: 21-04-2021
Muestras Nro. Colonias Reactivacion  S. Osc. Fotorreact. S. Luz
Ln(Nt/No)

AR. +UV (UFC) Osc. 5 dias (%) (%) 5 dias (%) (%)
Blanco 1,56E+05 0,00 0,00 17,95 0,00 10,26

M1 8,80E+02 -2,25 -0,49 0,08 -0,54 4,55

M2 1,04E+03 -2,18 -0,59 0,08 -0,65 3,85

M3 1,08E+04 -1,16 -7,16 0,26 -6,89 7,41

M4 2,04E+04 -0,88 -13,57 1,28 -14,45 3,92

M5 3,12E+04 -0,70 -23,40 1,28 -24,36 2,56

Fuente: Propio Autor.
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En la mayoria de articulos cientificos afirman que las bacterias que han sufrido algun dafio
producto de una dosis UV-C muy baja, tienen dos mecanismos reparacion, pueden ser
fotorreactivacion que es en presencia de luz o el mecanismo de reparacion en oscuridad (Gonzélez
Ortiz 2019), cientificamente los mecanismo de reparacién estdn muy establecidos, pero los
periodos de reactivacion hay mucho que estudiar.

Una investigacion ha demostrado que existe porcentajes bajos de reactivacion de
Escherichia coli después de recibir una radiacién de LED UV de 275nm, reparacién en oscuridad
estuvo por debajo del 0,13% mucho mas bajo que la fotorreactivacion que tiene porcentajes por
encima del 0,02%, en ambos casos el periodo de reparacién fue de 9 horas (Onkundi Nyangaresi
et al. 2018).

En esta investigacion se puede comprobar gque existe una tasa de supervivencia de los
microorganismos muy baja que sobrevivieron después de los ensayos de inactivacion, el porcentaje
de fotorreactivacion y reactivacion en oscuridad fue negativa, dando entender que la bacteria
certificada no tiene la capacidad de reactivar a un tiempo de determinacion de 5 dias (Ver las
tablas: 16,17 y 18), sin embargo no sabemos si para tiempo menores se dio la reactivacion,
situacién que no era de alcance a la presente investigacion por el tiempo que conlleva realizar mas
ensayos a tiempos menores y tomando en cuenta el alcance del estudio, sin embargo se recomienda
continuar con el estudio planteando todas estas nuevas hipotesis de trabajo.

En otra investigacién se analizaron diferentes periodos de reactivacion (0,2,4,6 y 24 horas)
después de recibir una irradiacion de un reactor UV de lampara de baja presion y alta intensidad,
la fotorreactivacion se dio solo dos tiempos, siendo mayor de 4 horas, con un porcentaje de
reactivacion de 27,8%, en caso de reactivacion en oscuridad fue nula en todos los periodos de

tiempo (Gonzélez Ortiz 2019).
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Sin embargo, todas las investigaciones que se han realizado hasta la actualidad se han
enfocado en periodos de tiempos de reactivacion muy cortos, no se han realizados ensayos
experimentales en tiempos mas largos, como los que se realizé al quinto dia, no se puede comparar
con los demaés estudios, al parecer estas investigaciones demuestran que puede existir reactivacion
en periodos de tiempo cortos, en horas, 0 poco mas, al parecer las bacterias a paso de los dias se

vuelven a inactivar.
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CAPITULO VI

6. Conclusiones

Esta investigacion ha resultado muy interesante permitiendo comprender el
comportamiento de las bacterias frente a la luz ultravioleta, se ha demostrado que la luz ultravioleta
tiene una gran efectividad, requiere un tiempo muy corto para desactivar bacterias presentes en el
agua residual.

Se logro inactivar 2,68 unidades logaritmicas de Escherichia Coli ATCC 8739 con una
dosis UV de 28,50 (mJ/cm2), siendo esta la mayor tasa de inactivacion conseguida durante los
ensayos experimentales, en cambio con una dosis UV de 9,30 (mJ/cm2) se obtiene una minima
taza de inactivacion de 0,70 unidades logaritmicas.

Los ensayos experimentales de reactivacion revelan que la cepa Escherichia coli ATCC
8739 no tiene la capacidad de fotorreactivacion en periodo de tiempos largos, se concluye que
debe realizar un disefio experimental en rangos de tiempos mas largos hasta llegar a los cinco dias.

Las curvas de supervivencia obtenidas difieren de la forma lineal. Por ello el ajuste se
realizé con modelos matematicos no-lineales frecuentemente usados en estudios de inactivacion:
Log-lineal clasico, Log-lineal + hombro y Bifasico. Este Gltimo es el que presentd la mejor bondad
de ajuste y validacion, por lo que es considerado como un modelo predictivo adecuado para
describir las curvas de inactivacion de la presente investigacion, reformulando los parametros

determinados con los valores de los ensayos realizados.
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CAPITULO VII
7. Recomendaciones

e Se recomienda utilizar filtros de papel que tenga mayor capacidad de retencion de
particulas presentes en el agua contaminada, esto facilita el proceso de desinfeccion UV y
evita problemas posteriores, principalmente en los filtros millipore.

e Dependiendo del agua a desinfectar, cada cierto tiempo, se recomienda limpiar los
componentes de la lampara, ya que en su interior se produce el mecanismo de destruccién
de virus, bacterias, entre otros microbios.

e Todo el material de laboratorio utilizado para el ensayo de tesis debe estar limpio, auto
clavado, o puesto en luz UV, esto permite que los resultados sean mas exactos.

e Existe diferentes tipos de medios de cultivos, el nutriente que contiene depende su
desarrollo, hay medios de cultivos que permite que el crecimiento de bacterias, pero para
que se desarrollen colonias de Escherichia coli en membranas (filtros millipore) se
recomienda agar cromogénico, y si es posible que permite el desarrollo de un solo tipo de
colonias.

e Se recomienda utilizar membranas de filtracion segun las especificaciones del medio de
cultivo, el tipo de membrana empleada afectara el crecimiento y coloracion de la bacteria.

e Se recomienda continuar con la investigacion para evaluar qué pasa con los procesos de

reactivacion, en este caso no se pudo abordar en profundidad por la limitante del tiempo.
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CAPITULO IX

9. Anexos:

Pruebas Bioquimicas a la Cepa E. coli ATCC 8739

Imagen A. Crecimiento de la cepa E coli ATC 8739 en agar E.M.B.
Fuente: Propio Autor.

Imagen B. Pruebas quimicas, Tincion de Gram realizado a la cepa E. coli ATCC 8739.
Fuente: Propio Autor.
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Imagen C. Caldo nutritivo para la propagacion de la cepa Escherichia coli ATCC 8739.
Fuente: Propio Autor.

: O
Imagen D. Reactivos empleados para realizar la prueba bioquimica: tensién gram.
Fuente: Propio Autor.

Reactivacion de la Bacteria Certificada

Imagen F. Formacién de algas en el agua residual almacenado en Camara Binder.
Fuente: Propio Autor.
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Imagen G. Normas bioseguridad empleado en el trabajo.
Fuente: Propio Autor.

Imagen H. Formacidn de colonias de Escherichia coli.
Fuente: Propio Autor.
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Imagenes I: Reconteo de las colonias en el equipo contador de colonias.
Fuente: Propio Autor.
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Sisterna de Filtrado de Membranas.

Ubicacion de los Filtros de Membrana Millipore en Cajas Petri.
A30C a 37 C

NORMA- (UNE-EN IS0 §199: 2008):;
10 a3 200 Colonias
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lustracion A. Esquema: Construccion del reactor experimental UV, Recoleccion de las
muestras, Disoluciones de la misma, Filtracion en membrana y Reconteo de colonias

Fuente: Propio Autor.
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