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ELIMINACION DE ESCHERICHIA COLI EN AGUAS NATURALES
MEDIANTE TECNICAS DE OXIDACION AVANZADA BASADAS EN
OZONO

RESUMEN

El agua es un recurso renovable muy abundante, sin embargo, las
cantidades de agua dulce son finitas. La influencia negativa que sufren los
recursos hidricos en los paises tecnoldégicamente avanzados esta provocando
en las ultimas décadas una gran sensibilizaciéon por parte de organismos
publicos y privados. La reutilizacion de las aguas se ve como la principal
solucion para incrementar los recursos existentes.

La posible exposicion de las personas a los agentes biologicos, como
bacterias patdgenas, es uno de los principales factores de riesgo que estan
asociados al uso del agua. Entre las principales bacterias patogenas causantes
de enfermedades de origen hidrico, se pueden destacar los indicadores fecales
Enterococcus sp. y Escherichia Coli, esta ultima es el objeto de estudio de este
proyecto fin de carrera.

Los tratamientos de desinfeccion mas comunes, para la eliminacion de
contaminantes microbioldgicos presentes en el agua, son la cloraciéon y la
ozonizacién directa. Sin embargo, los inconvenientes que presentan estos
tratamientos, hacen que se estudien otras vias de desinfeccion como los
procesos de oxidacion avanzada. En este proyecto, se estudia la desinfeccion y
eliminacion de E.coli mediante procesos de oxidacion avanzada basados en
0Zono.

La figura del perdxido de hidrégeno es fundamental como iniciador en la
generacion de especies reactivas de oxigeno, siendo éstas las encargadas de reaccionar
con los componentes fundamentales de las células, en este caso bacterianas, y
conduciendo a éstas a la muerte celular por las lesiones ocasionadas.

El objetivo de este proyecto de investigacion es el estudio de la desinfeccion y
eliminacion de E.coli mediante POAs basados en ozono. Dichos procesos son la
combinacién de ozono y perdxido de hidrégeno (Os/H:20z), la combinacion de
ozono y didxido de titanio (O3/TiOz), y la combinacién de ozono con perdxido
de hidrogeno y didxido de titanio (O3/H202/TiO2). También se realiza un estudio
y aplicacién de los modelos matematicos primarios sobre los resultados de la
inactivacion de E.coli que se obtienen en los distintos procesos de desinfeccion.
Y finalmente se comparan los resultados obtenidos en este proyecto con los
obtenidos por Dia. Munia Lanao Maldonado en su tesis doctoral ” Investigacion



de la inactivacion de Clostridium perfringens y Enterococcus sp. en aguas mediante
procesos convencionales y avanzados de oxidacion”.

De los resultados obtenidos se puede afirmar que el uso por separado de
perdxido de hidrégeno y didxido de titanio adicionados al ozono, mejoran
significativamente los resultados de desinfeccion respecto al tratamiento de
ozonizacion. Mientras que la combinacion de estos tres compuestos da
resultados de desinfeccion semejantes al uso del ozono sin combinar.

Por otra parte, el uso de modelos de inactivacién, puede predecir
fielmente el ritmo de mortandad de las poblaciones bacterianas de E.coli a la
largo de un proceso de desinfeccion.

La comparacion de los resultados de desinfeccion y parametros cinéticos,
obtenidos mediante los modelos matematicos, de dos de los principales
indicadores fecales Enterococcus sp. y Escherichia Coli.,, ratifica la mayor
sensibilidad de la E.coli frente a los procesos de oxidacion llevados a cabo en
este proyecto.
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Capitulo 1. Introduccion y objetivos







PEC Eliminacion de E.coli en agua mediante POA’s basados en Os

Una afirmacion trascendental de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha sido la manifestacion de que “el goce del grado maximo de salud que se
pueda lograr es uno de los derechos fundamentales de todo ser humano sin
distinciéon de raza, religion, ideologia politica o condicion econdémica y social”.
Para la O.M.S. la salud es un “estado de completo bienestar fisico, mental y
social”, quedando fijado el nivel de salud por el grado de armonia que exista entre
el hombre y el medio que sirve de escenario o de recurso a su vida.

La contaminacion de las aguas es uno de los factores importantes que rompe
esa armonia entre la persona y el medio ambiente, debiendo entonces luchar
contra ella para recuperar el equilibrio necesario.

El agua es el compuesto quimico mdas abundante en la biosfera, ademas de
ser una de las sustancias mas importantes del medio natural, imprescindible para
el sustento de la vida en nuestro planeta. Existen unos reservorios de agua ente
los que circula dicho recurso, estimandose que la cantidad de total de agua en
nuestro planeta es de unos 1190 mil billones de m?® A pesar de este enorme
volumen, apenas el 3% se encuentra como agua dulce y, de ésta ultima cantidad,
la mayor parte estd almacenada en forma de hielo en los cascos polares y
glaciares, mientras que el resto se encuentra como agua subterranea o superficial.

Aunque el agua es un recurso renovable muy abundante, las cantidades de
agua dulce son finitas. La presion negativa causada sobre el ecosistema es
especialmente alta en los paises tecnoldégicamente avanzados; por ello, en tltimas
décadas, ha habido una gran sensibilizacion por parte de organismos publicos y
privados, acerca de la importancia de la calidad de los recursos hidricos en dichos
paises. En la actualidad, las tecnologias de tratamiento de aguas tienen dos
objetivos fundamentales: 1°) adecuar el abastecimiento para que su consumo no
provoque dafio alguno al organismo humano, y 2° disminuir el impacto
ambiental de las descargas de residuos liquidos provenientes de la agricultura, la
industria y la poblacidn, y generar residuos finales que cumplan con los flujos y
concentraciones de contaminantes estipulados en la legislacion vigente.

En la actualidad, los tratamientos de desinfeccion del agua mas comunes son
la cloracion y la ozonizacion. Dichas técnicas suelen ser bastantes ttiles para la
eliminacion de contaminantes microbioldgicos presentes en el agua, sin embargo,
los subproductos de desinfeccion (THMs en el caso de la cloracion), la elevada
influencia de la concentracidon de solidos en suspension y materia organica (en la
desinfeccion de 0zono), y otros inconvenientes que presentan dichos tratamientos,
hace que se estudien otras vias de desinfeccién como los procesos de oxidacion
avanzada (POAs).

Los POAs nacen, por tanto, de las limitaciones que tienen los tratamientos de
desinfeccion convencionales. Dichas técnicas se basan en la generaciéon de
radicales hidroxilo, especies muy potentes con un elevado poder oxidativo y de
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Capitulo 1 Introduccién y objetivos

desinfeccion sobre contaminantes y microorganismos presentes en el agua. Los
radicales hidroxilos pueden ser generados mediante el uso de sustancias como
peroxido de hidrogeno, ozono, catalizadores metalicos, radiacion solar, etc.

El objetivo del proyecto es el estudio de tratamientos de oxidacion avanzada
basados en el ozono como proceso de desinfeccion y eliminacion del indicador
bacteriano de contaminacion fecal Escherichia coli, presente en las aguas del canal
imperial de Aragon.

Dicho objetivo se basa en los siguientes objetivos complementarios:

1. Estudio de POAs en la desinfeccion y eliminacion de E.coli basados en
ozono (O3), combinacion de ozono y peroxido de hidrogeno (Os/H202),
combinacién de ozono y didxido de titanio (O3/TiOz), y la combinacion
de ozono con peroxido de hidréogeno y didxido de titanio
(O3/H202/TiOz).

2. Estudio y aplicaciéon de modelos matematicos primarios sobre los
resultados de la inactivacion de E.coli obtenidos en los distintos procesos
de desinfeccion.

3. Comparaciéon de los resultados obtenidos en este proyecto de
investigacion con los obtenidos por Dfia. Munia Lanao Maldonado en su
tesis doctoral ” Investigacion de la inactivacion de Clostridium perfringens y
Enterococcus sp. en aguas mediante procesos convencionales y avanzados de

oxidacion”.

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion "Evaluacion de
procesos en el tratamiento de aguas y fangos de EDARs, para la reduccion
de contaminantes con riesgo sanitario y ambiental (UZ2012-TEC-06)"
financiado por el Banco Santander-Universidad de Zaragoza. Ademas,
cuenta con la financiacion DGA-FSE.
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Capitulo 2 Contaminacion microbiologica de la aguas

2.1. Gérmenes patdgenos de transmision hidrica

Un problema para la salud publica se encuentra en la propagacion de los
microrganismos patdgenos a través de los suministros de agua. Este problema se
da en todos los paises del mundo, y los fallos en los sistemas de tratamiento de
aguas residuales y de consumo humano ha originado un gran nimero de victimas
en todo el mundo. (Spiro et al., 2004)

Los principales microrganismos que existen en las aguas naturales y en las
aguas residuales son las bacterias, hongos, algas, protozoos, gusanos, rotiferos,
crustaceos y virus.

El ntmero y desarrollo de bacterias y microrganismos depende de
parametros tales como pH, temperatura, materia organica incorporada y
existencia de oxigeno.

Todos los microrganismos requieren de un ambiente hiimedo para su
crecimiento, sin embargo, existe una gran cantidad con diferente metabolismo.

Una clasificacion basica es si el organismo requiere o no de una fuente
externa de materia organica. (Tebbutt, 1999). Se puede distinguir dentro de este
grupo los organismos autotrofos y los heterotrofos:

- Los organismos autotrofos son capaces de sintetizar sus requerimientos
organicos a partir de materia inorgdnica y pueden crecer
independientemente de las sustancias organicas externas. Emplean dos
métodos para poder alcanzar dicho fin, la fotosintesis y la
quimiosintesis.

- Los organismos heterétrofos requieren una fuente externa de materia
organica, se pueden distinguir tres tipos principales: los saprofobos, los
fagotrofos y paratrofos. Los saprofogos obtienen la materia orgénica
soluble directamente del ambiente circundante o por la digestion
extracelular de compuestos insolubles. Los fagotrofos, también llamados
holozoicas, utilizan particulas organicas sélidas. Los paratrofos obtienen
la materia orgdnica a partir de los tejidos de otros organismos, por lo que
se denominan parasitos.

Los organismos difieren ademds en sus requerimientos de oxigeno: los
aerobios que requieren de la presencia de oxigeno libre, mientras que los
anaerobios existen en ausencia del mismo. Las formas facultativas viven por lo
general en ambiente con oxigeno, pero pueden vivir en ambientes sin €l si las
circunstancias lo requieren. En lo referente a la temperatura existen tres tipos
principales de organismos: los sicrofilicos, que viven a una temperatura cercana a
los 0°C; los mesofilicos, que viven a temperaturas comprendidas entre los 15°C y
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40°C; y los termofilicos, que viven a temperaturas de 50°C a 70°C. En la practica se

pueden encontrar organismos que viven en condiciones de temperatura de 0°C a
70°C.

Los microrganismos son aquellos organismos muy pequefios para poder ser
vistos a simple vista. Dentro de este grupo se encuentran un gran numero de
organismos acuaticos. Los organismos superiores se identifican como plantas o
animales. La aplicacion de tal diferenciacion para identificar a los microrganismo
es dificil debido a las estructuras simples de sus células y se ha convenido
denominar los protistas, los cuales se dividen a su vez en procariotas y eucariotas.
Los procariotas, son estructuras celulares simples y pequenas (<5um) con nucleo
rudimentario y un cromosoma. Su reproduccion es por fision! binaria. Se incluyen
dentro de este grupo las bacterias, los actinomicetos? y las algas verde-azules. Los
eucariotas, son células mas grandes (>20pum) con una estructura mds compleja y
que contienen varios cromosomas. Su reproduccion puede ser asexual o sexual y
tienen ciclos de vida muy complejos. En esta clasificacion se incluyen los hongos,
la mayoria de las algas y los protozoos.

Existe un grupo adicional de microrganismos, los virus, que no se pueden
clasificar en ninguno de las dos clases anteriores y, por esta razon se consideran
por separado.

Se puede por tanto distinguir tres grupos de microrganismos diferentes que
se pueden transmitir a través del agua de abastecimiento: virus, bacterias y
protozoos. Dicha transmision se realiza por la via fecal-oral y se tiene lugar por la
contaminacién, tanto directa como indirecta, de los recursos de agua para las
aguas residuales o en ocasiones por desechos de animales.

2.1.1. Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que pueden vivir como autétrofos
o como heterdtrofos y aprovechar el alimento soluble. Varian en tamafo de 0,5 a 5
pm. Sus formas también son variadas, lo que permite su identificacion y
clasificacion. Algunas bacterias tienen la capacidad de formar esporos como por
ejemplo el Clostridium perfringens. El esporo es un elemento de proteccion frente a
radiaciones, desecacion, temperatura, altas presiones y frente a la entrada de
sustancias quimicas. El fendmeno de esporulacion bacteriana estd codificado a
nivel genético y representa una etapa inactiva cuya durabilidad permite a la

! Fision: Forma de reproduccion asexual que consiste en la divisiéon de una célula u organismo en dos
0 mas partes.

2 Actinomiceto: Grupo de bacterias de aspecto bacilar o filamentoso que segtin el medio de desarrollo
forman bacilos aislados o largos filamentos con aspecto de micelios fangicos, por lo que han sido
considerados mucho tiempo como hongos.

10


http://dicciomed.eusal.es/palabra/bacteria
http://dicciomed.eusal.es/palabra/filamento
http://dicciomed.eusal.es/palabra/bacilo
http://dicciomed.eusal.es/palabra/filamento
http://dicciomed.eusal.es/palabra/micelio
http://dicciomed.eusal.es/palabra/hongo

Capitulo 2 Contaminacion microbiologica de la aguas

célula sobrevivir largos periodos de tiempo hasta que de nuevo encuentra un
medio iddneo que le permita activarse de nuevo.

El objeto de estudio de este trabajo es una bacteria llamada E.coli que serd
descrita en el apartado 2.2.

2.1.2. Virus

Los virus son macromoléculas de acido nucleico (desoxirribonucleico (DNA)
o ribonucleico (RNA)) rodeadas por una cubierta protectora proteica. Se
consideran formas vivas solo cuando infectan a una célula y adquieren la
capacidad de reproducirse, atributo clave de los sistemas vivos. Su tamafo oscila
desde 20nm a 300nm, siendo necesaria microscopia electrénica para su
visualizacion y estudio. Pueden atravesar filtros que permiten la retencion de
bacterias e infectar a personas, animales, plantas o incluso bacterias
(bacteriofagos) (Madigan et al., 2003). Al contrario que las bacterias, los virus no
estdn presentes en el ser humano de manera natural. Cuando las personas
enferman por causa de un virus, generalmente se eliminan del cuerpo humano en
grandes cantidades mediante las heces.

2.1.3. Protozoos

Los protozoos son microorganismos unicelulares. La mayoria son de vida
libre y pueden encontrarse en el agua de manera natural; sin embargo, varias
especies son parasitas y viven de sus hospedadores. En condiciones dificiles se
encuentran en forma de quistes® o huevos. Los huevos de Cryptosporidium y
quistes de Giardia son los mas comunes en aguas con presencia de contaminacion
fecal. Ambos protozoos son muy persistentes en el medio ambiente y muy
resistentes a los tratamientos convencionales de desinfeccion. (Venczel et al., 1997;
EPA, 1999).

2.2. Escherichia Coli

En el tracto intestinal, tanto humano como animal, es uno de los
microorganismos mas comunes ademads de ser uno de los mas estudiados. En
1895, Smith sugiri6 una prueba para este microorganismo como indice de
contaminacion fecal, estableciendo que su presencia en agua indica contaminacién
reciente. Hay investigaciones que apoyan su uso s6lo como indicador de origen
exclusivamente bacteriano (Morinigo et al., 1990; Casteel et al., 2000).

3 Quiste: Formacion patologica en forma de bolsa o cavidad limitada por una membrana y que
contiene algtn fluido de diversa naturaleza desde normal hasta neoplasica.
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La E. coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas,
y tal y como se ha expresado en el Capitulo 1, el objeto de estudio de este trabajo.
Forma parte de la familia Enterobacteriaceae (Ewing, 1985). Ella esta integrada por
bacilos Gram negativos no esporulados, moéviles con flagelos peritricos* o
inmoviles, aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey
y en medios simples con o sin agregado de NaCl. Se trata de bacterias de rapido
crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua, vegetales y gran variedad
de animales.

Integran también esta familia de Enterobacteriaceae otros géneros como son
Salmonella, Shigella 'y Yersinia.

Esta especie pertenece al género Escherichia. Se incluyen dentro de este
género gérmenes generalmente moviles, que producen acido y gas a partir de la
glucosa, la arabinosa, y habitualmente de la lactosa y otros azucares. Son
inhibidos por KCN e incapaces de crecer en medio con citrato como tnica fuente
de carbono y energia, pero si en caldo acetato.

La E. coli coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida del
nino, y establece con el huésped una relaciéon estable de mutuo beneficio (Drasar y
Hill, 1974). Como integrante de la flora normal del hombre y de muchos animales,
se le considera un germen indicador de contaminacion fecal cuando esta presente
en el ambiente, agua y alimentos, junto con otros similares agrupados bajo la
denominacién de "bacterias coliformes".

4 Peritrico: Rodeado de pelos, se aplica sobre todo a las bacterias provistas de flagelos.
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3.1. Fundamento teodrico

La desinfeccion del agua puede realizarse de diversas formas, la mas
antigua se basa en los mecanismos de desinfeccion naturales del agua. El agua
que se filtra a través del suelo y las rocas, llega a los acuiferos subterrdneos, esta
libre de microrganismos. Las aguas de manantial estan libres de
microrganismos patdgenos. Sin embargo, si el agua subterranea estd a poca
profundidad o si el terreno cercano estd muy cargado de desechos humanos y
animales, la capacidad de filtracion del suelo no resulta suficiente originando la
contaminacién de los manantiales. (Spiro, 2004)

Los sistemas mds adecuados para la prevencion de la contaminacién de las
aguas por microrganismos es mantener los suministros de agua alejados de
vertidos de aguas residuales y la aplicaciéon de procesos de desinfeccion. Los
desinfectantes mas habituales son el ozono, el didxido de cloro y el cloro, siendo
de todos ellos el cloro el mas comun.

La definicién formal de desinfeccidon del agua se refiere a la destruccién de
los organismos causantes de enfermedades o patogenos presentes en ella. Los
principales organismos son bacterias, virus y protozoos. En las Tablas 1, 2y 3 se
presentan los mds comunes y las enfermedades relacionadas con ellos.
(Arboleda, 2000)

Tabla 1. Bacterias y enfermedades tipicas causadas por estas.

Bacteria Enfermedades relacionadas
Salmonellas Tificas y paratificas
Shiegellas Disenteria
Vibrio comma Coélera
Yersinia Yersiniosis
E.coli Diarreas
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Tabla 2. Protozoos y enfermedades relacionadas con estos.

Protozoos Enfermedades
relacionadas
Amoebas Endomoebas histdlicas,

quistes de amibas

Giardia lamblia Giardiasis

Cryptosporidium Cryptosporidiasis

Tabla 3. Virus y enfermedades relacionadas con estos.

Virus Enfermedades
relacionadas
Enterovirus Meningitis,
conjuntivitis
Astrovirus Diarreas
Rotavirus Gastroenteritis

La efectividad de un proceso de desinfeccion se mide por el porcentaje de
organismos muertos dentro de un tiempo, una temperatura y un pH fijados. La
resistencia de estos microrganismos varia segin sus caracteristicas
morfologicas.

Las esporas bacterianas son sin lugar a duda las mads resistentes, debido tal
vez al estado de deshidratacion parcial de su protoplasma?®.

Los quistes protozoorios, que producen quistes de amebas, le siguen en
resistencia. Soportan pH tan altos como 13 y tan bajos como 1. Son hasta 160
veces mas resistentes que las bacterias E.coli y 9 veces mdas que los virus mas
duros a la desinfeccién con cloro libre. Son, sin embargo, muy susceptibles al
calor, ya que temperaturas de 50°C los destruyen en 2 minutos.

Los virus entéricos (poliovirus, coxsakievirus y ecovirus) son también
notables por su capacidad para soportar la desinfeccion debido a su falta de
enzimas y otros sistemas sensitivos, pues estan constituidos basicamente por un
acido nucleico rodeado de una corteza proteinica. Pueden ser inactivados por el

5 Protoplasmas: Constituyente fundamental de las células contenido en el interior de la membrana
plasmitica y por fuera del niicleo.
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calor o ciertas sustancias quimicas que son capaces de desnaturalizar su corteza
proteinica, la que sobre todo en los virus mds pequefos estd expuesta
directamente a la influencia de los agentes exteriores.

La respiracion bacteriana se efecttia en la superficie de la célula, lo que las
hace muy sensitivas a los agentes desinfectantes (moléculas o cationes) los
cuales tienen la oportunidad de reaccionar o sustituir compuestos vitales para
ella.

El proceso de desinfeccion del agua no es instantaneo sino que se realiza
progresivamente, con mas o menos velocidad a través del tiempo y se considera
terminado cuando el 100% (99,9%) de los organismos que se tratan de destruir
han muerto. La forma con que se realiza este proceso puede describirse
matematicamente, considerando que se trata de una reaccion de primer orden y
que por tanto el numero de organismos destruidos en la unidad de tiempo es
proporcional al nimero de organismos remanentes en el tiempo t considerado.
(Poyatos, 2010)

La eficacia de un desinfectante depende de varios factores, entre los que
destacan el tipo y concentracidon de los organismos a destruir, por su diferente
resistencia a la accion de los desinfectantes, las caracteristicas fisico-quimicas y
temperatura del agua.

De una forma resumida se puede decir que un desinfectante es adecuado
si cumple las siguientes condiciones:

- Capacidad para destruir los organismos presentes en un tiempo de
contacto razonable y en la gama de temperaturas habitual de las
aguas naturales.

- FAacil disponibilidad del reactivo (coste razonable) y de aplicacion
segura y exacta.

- No comunicar al agua propiedades tdxicas o desagradables, o generar
subproductos de reacciéon que puedan suponer un riesgo para la
salud.

- Capacidad del desinfectante para permanecer en el agua en una
concentracion residual que evita posibles contaminaciones en la red
de distribucion.

- Disponer de técnicas de valoracion rutinarias para el control de la
desinfeccion.

19



PFC

Eliminacion de E.coli en agua mediante POA's basados en O3

Existe una gran variedad de procesos o reactivos utilizados en la

desinfeccion de aguas. El cloro y sus derivados es el que se adapta en mejor
medida a las condiciones anteriormente citadas aunque presenta un problema

como es los subproductos de la desinfeccion.

La cloracion puede efectuarse mediante cloro molecular o alguno de sus

productos derivados.

2010)

Clz: es la forma de menor coste de explotacion en instalaciones de
gran demanda de producto, aunque por su toxicidad es necesario
cumplir ciertos requisitos de seguridad en su almacenamiento y
dosificacion.

Hipoclorito sédico ”“lejia”(NaClO), en forma liquida, e Hipoclorito
calcico (Ca(ClO)2) en forma solida. Se utiliza en instalaciones mas
pequenas.

Dioxido de cloro (ClOz). Este reactivo se genera in situ por reaccion de
cloro o acido clorhidrico sobre clorito sddico, y su accion desinfectante
es comparable a la del cloro molecular. Se suele utilizar en sustitucion
del cloro en agua que contienen fenoles, para evitar la formacion de
clorofenoles, de sabor desagradable.

Las Cloraminas, producidas en la combinacién del cloro con
amoniaco u otras sustancias nitrogenadas. Son antisépticos muy
estables, cuya acciéon es menos rdpida que la del cloro, pero que
subsisten en el agua durante un tiempo mas prolongado.

Los principales problemas de la cloracion son los siguientes: (Osorio et al.,

Influencia de la concentracion de solidos en suspension y turbidez en
la efectividad del proceso.

Influencia de la concentracion de compuestos nitrogenados en la
eficiencia del proceso

Resistencia de determinados organismos a la cloracion.
Formacién de subproductos de la cloracion.
Formacion de cloraminas.

Efecto negativo del cloro residual sobre cultivos.

La necesidad de decloracién® aumenta los costes entre un 20-30%.

¢ Decloracidn: proceso por el que se elimina el cloro residual después de un proceso de cloracion.
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Ademads es necesario tener en cuenta los riesgos que conllevan el
transporte y almacenaje de cloro. A continuacion se exponen los riesgos del
manejo y manipulacion de cloro: (EPA 832-5-99-034)

- Irritacion de las mucosas, tracto respiratorio y ojos.

- Una exposicion prolongada puede provocar tos, irritacion, incluso
provocar un edema pulmonar y la muerte.

- El cloro en estado gaseoso tiende a hidrolizarse en presencia de
humedad, formando acido hidroclorhidrico, el cual irrita los ojos y la
piel.

Si el oxidante utilizado en el proceso de desinfeccion es un derivado del
cloro se genera un problema asociado a la formacion de subproductos
organoclorados.

Los THMs son derivados del metano con sustituyentes halogenados. Los
mas comunes en aguas de bebida son: cloroformo (HCCls), bromodiclometano
(HCBrCl», dibromoclorometano (HCBr:Cl) y bromoformo (CHBr3), en este
orden de importancia. Estos productos aparecen como subproductos de las
reacciones de oxidacion del cloro, que reaccionan con compuestos organicos
precursores como los acidos humicos contenidos en la fraccion organica de las
aguas brutas superficiales. Se originan tras una compleja serie de reacciones
quimicas que conducen a la rotura de los anillos aromaticos y a generar
compuestos mono y dicarbonados simples con sustituyentes halogenados, en
especial, cloro, bromo y yodo.

En la formacién de THMs colaboran todas las sustancias polifendlicas del
agua, e incluso algas, especialmente en aguas superficiales con un alto grado de
eutrofizacién. Incrementos de temperatura, pH, contenido en bromuros y
yoduros, y la dosis de cloro aplicada en el tratamiento del agua conducen a la
formacion de cantidades importantes de THMs. Sin embargo otros reactivos
oxidantes, como ozono, didxido de cloro y cloraminas generan menos THMs.

Los THMs son depresores del sistema nervioso central y pueden afectar
negativamente a las funciones hepdticas y renales. Se consideran
potencialmente cancerigenos y el consumo de aguas con alto contenido de estos
compuestos se relaciona con la aparicion de episodios de cancer hepatico. A
partir de enero del 2009 el RD 140/2003 reduce el limite permitido para la suma
de THMs a 100ug/1.

Otros subproductos de la desinfeccion de cloro son los acidos haloacéticos
(HAA: mono, di y tricloroacéticos, mono y dibromoacéticos,...), formados por
reaccion del cloro con la materia organica presente en agua bruta, y que pueden
encontrarse en mayores proporciones que los THMs en funcion del pH.
También se producen Haloacetonitrilos (HAN), haloaldehidos y halocetonas
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que son otros subproductos minoritarios. Como producto de la reaccion del
cloro con compuestos fendlicos aparecen los clorofenoles, siendo los mas
comunes: 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol.

En la Tabla 4 se muestran los subproductos mas comunes que se pueden

formar tras los tratamientos con cloro y con ozono.

Tabla 4. Subproductos de desinfeccion del cloro y el ozono. (Rivera et al.,2010)

DESINFECTANTE SUBPRODUCTOS DESINFECTANTE SUBPRODUCTOS
Trihalometanos (THT) Bromato
- . Carbon organico
Acidos Haloacéticos disuelto biodegradable
Halopicirina Aldehidos y cetonas
Cloro Halocetonas Ozono Cetoacidos

Clorofenoles

Cloruro y bromuro de

Bromoformo y
compuestos bromados

- Peréxidos
ciandgeno
Hidrato de cloral Epodxidos
Aldehi j
ehidos de bajo peso Nitrosaminas
molecular

3.2. Desinfeccion con 0zono

La necesidad de adecuacion a la norma sobre aguas de abastecimiento
para cumplir con los limites establecidos en THMs estd potenciando la
utilizacién de oxidantes alternativos para sustituir a los derivados del cloro,
entre los que destaca el ozono. (RD 140/2003)

El ozono (Os) se utiliza en la entrada de las estaciones de tratamientos de
agua potable (ETAP’s) en la etapa de precloraciéon y no origina THMs al lograr
la oxidacion completa de la materia organica. El ozono es un gas de color azul,
olor picante e inestable, que debe generarse in situ durante el tratamiento.

En el tratamiento de aguas tiene unas aplicaciones similares al cloro y
presenta algunas ventajas: (Osorio et al., 2010; Von Gunten, 2003)

- No se generan subproductos organohalogenados cancerigenos al
reaccionar con la materia orgdnica del agua, salvo si ésta contiene
bromuros, formandose entonces

compuestos organobromados

también peligrosos para la salud humana.
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- Reduce y elimina los problemas de color, olor y sabor de forma mas
eficaz que el cloro, especialmente los fenoles del agua, sin dejar los
olores y sabores residuales caracteristicos del cloro y sus derivados.

- Esun oxidante eficaz en la eliminacion de hierro y manganeso y en la
oxidacion de materias orgdanicas, con accion sobre los detergentes.

- DPresenta una accidén desinfectante muy eficaz, menos sensible a las
variaciones de pH y temperatura, y muy rapida, por lo que requiere
periodos de contacto muy cortos. Es mas fuerte que el cloro frente a
esporas y virus, y algo menor frente a bacterias vegetativas.

Su manejo es menos peligroso que el del cloro, aunque sus costes de
inversion y explotacion son mas elevados.

El ozono es una especie quimica caracterizada por ser un gas de tonalidad
azul muy inestable que se descompone rapidamente produciendo oxigeno y
que presenta un olor caracteristico. El potencial de oxidacion del ozono es de
2,07 V frente a 2,8 V del radical hidroxilo, por lo que es un potente oxidante y
un desinfectante muy eficiente. Es diez veces mdas soluble en agua que el
oxigeno y acttia sobre todo tipo de bacterias, virus y protozoos y se estima que
su eficacia de inactivaciéon microbiana es alrededor de 3000 veces superior a la
del cloro.

En la Tabla 5 se muestran los valores de las principales caracteristicas
tisicas del ozono.

Tabla 5. Principales caracteristicas fisicas del ozono.

Caracteristicas Valor
Peso molecular 48 g-mol~
Temperatura de ebullicion -111°C
Punto de congelacion -251°C
Temperatura critica -12,1°C
Presién critica 54,6 atm
Densidad liquido 1,572 g-L1
Densidad gas 2,144 g-L!
Calor de formacion 34,4 kcal-mol~!
Potencial de oxidacion 2,07V
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La corta vida de éste tanto en estado gaseoso como en disolucion acuosa
no permite su almacenamiento por lo que debe generarse in situ a partir de aire
u oxigeno, introduciéndose en €l agua a través de difusores porosos,
hidroinyectores o torres de contacto (Lanao,2012).

En la Tabla 6 se muestra el parametro de CT (Concentracion desinfectante
por Tiempo) para la inactivacion del 99% de E.coli cuando se trabaja con ozono,
diéxido de cloro y cloro libre. Se observa como el menor parametro CT
corresponde con el tratamiento de ozonizacion.

Tabla 6. Valores de concentracién por tiempo (CT) para una desactivacion del 99% de los
microrganismos a 5°C. (Rodriguez, 2003)

DESINFECTANTE
__l\jl_lff(_)?f%filff? Ozono (pH 6-7) DIO(XI;S; 6c-i7e)cloro Cloro libre
E.coli 0,02 0,40-0,75 0,034-0,05

Sin embargo la ozonizacion presenta una serie de problemas como son:
(Gracia et al., 1999; Hoigné, 1998)

- Uso como desinfectante primario en las etapas de preoxidacion u
oxidacion intermedia ya que no tiene poder residual.

- La estabilidad del ozono depende en gran medida de la matriz
acuosa, especialmente su pH y del tipo y contenido de materia
organica del agua.

- Influencia de la concentraciéon de solidos en suspension en la
efectividad del proceso.

- Influencia de la concentracion de materia organica en la resistencia de
determinados organismos.

- Formacion de subproductos.

- Debe ser completado el tratamiento con una etapa de cloracion final
con la finalidad de prevenir la contaminaciéon microbiana y el
desarrollo de biofilms’. Ya que pH 8, el pH habitual del agua natural,
la vida media del ozono es inferior a una hora, pasando rapidamente
a oxigeno disuelto.

7 Biofilm: Agregado de microorganismos con abundantes relaciones ecoldgicas entre ellos,
frecuentemente dispuestos en capas, embebidos en una matriz extracelular, adheridos a una superficie
viva o inerte.
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- Elevado coste energético.

3.3. Marco legislativo

La ley 14/1986 General de Sanidad dispone de la obligatoriedad que
tienen las Administraciones publicas sanitarias de guiar sus actuaciones
preferentemente a la promocion de la salud y la prevencion de las
enfermedades. De tal forma, las actividades y productos que, tanto directa o
indirectamente, puedan tener consecuencias negativas para la salud tendran
que ser sometidos a un control sanitario. En lo referente al uso al que va
destinado un suministro de agua, las normas de calidad microbioldgica
requeridas son mas o menos exigentes.

La Orden del 11 Mayo de 1988 relativa a las aguas prepotables establece la
obligatoriedad de controlar coliformes fecales y totales, estreptococos fecales y
Salmonella spp. para clasificar las aguas superficiales destinadas a la produccion
de agua potable en categoria Al, A2, A3 o peor que A3. Salvo el pardmetro
Salmonella, que tiene asociado un valor imperativo, el resto de parametros
microbioldgicos cuentan con valores indicativos deseables.

El la directiva 2006/7/CE sobre la gestion de la calidad de las agua
implanta la obligatoriedad de realizar el recuento de E.coli y Enterococos. Segin
los resultados obtenidos el agua posee una calidad suficiente, buena o
excelente.

La Directiva 2006/112/CE sobre las aguas destinadas a la cria de moluscos,
se establece la recomendacién de realizar el control de coliformes fecales, para
los cuales solo existen valores guia. Con todo, la legislacion remarca que a la
espera de una directiva relativa a la proteccion de los consumidores sobre esta
clase de productos, el valor tendria que ser obligatoriamente respetado en todas
aquellas aguas en la que habiten los moluscos directamente comestibles.

La Directiva 2006/44/CE no indica ningin pardmetro microbiologico a
controlar en lo que se refiere a la calidad exigida en las aguas aptar para peces.

El RD140/2003, transpuesto del marco legislativo espafiol de la Directiva
98/83/CE, en el que se marcan los criterios sanitarios de la calidad del agua de
consumo humano, establece como obligados parametros microbiologicos de
analisis de E.coli, Enterococos y Clostridium perfringens (incluidos los esporos).
Ademas se indica que el recuento de colonias a 22 °C y de coliformes son sélo
parametros indicadores. En el supuesto del incumplimiento de dichos
parametros indicadores, la autoridad sanitaria evalta el agua como “apta o no
para el consumo humano” dependiendo del riesgo para la salud.
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Finalmente, el RD 1620/2007 marca el régimen juridico para la
reutilizacion de las aguas depuradas. Tanto E.coli como nematodos deben ser
analizados para todos los usos establecidos. La Legionella es también obligatorio
su analisis para todos los usos establecidos salvo para el uso ambiental, en el
que no se contempla su control. En el agua regenerada con fines agricolas e
industriales tnicamente se contempla la Salmonella spp. Por altimo, la Taenia
sagitana y Taenia solium es obligatorio su control si el agua se destina a regar
pastos para consumo de animales productores de carne, ya que son los
hospedadores intermediaros de estos parasitos. (Lanao, 2012)

La Tabla 7 muestra una relacion de microorganismos detectados en aguas
de entrada y salida de depuradoras. (USEPA, 2004)

Tabla 7. Microorganismos presentes en aguas residuales urbanas, antes y después del
tratamiento de depuracién.

Organismos - 100 mL~ Agua residual antes E Agua residual después
EDAR l EDAR
Coliformes fecales 10+ 10° 5-103- 10¢
Enterococos 104-10° 2-103- 5108
Virus entéricos 108 20 - 650
Giardia 0,5-10* 5-2,3-103
Ooquistes Cryptosporidium 02-10° 150

3.4. Procesos de oxidacion avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada agrupan a un conjunto de procesos
capaces de generar especies reactivas de oxigeno. Dichas especies transitorias
poseen un alto poder oxidante y un ataque poco selectivo, capaces de
mineralizar o formar compuestos intermedios mds biodegradables que los
iniciales. (Glaze, 1987)

Los POA’s, aunque utilizan sistemas reactantes diferentes, en los que se
incluyen los procesos de degradacion fotoquimica (UV/Os, UV/H:0z),
fotocatalisis (TiO2/UV, reactivos foto-Fenton) y procesos de oxidacion quimica
(Os, Os/H202, H20:/Fe?*), tienen la misma caracteristica quimica, la producciéon
de radicales hidroxilo (-OH).

Los radicales hidroxilo (-OH) son especies muy reactivas y atacan a la
gran mayoria de las moléculas organicas, por lo que se caracterizan por su baja
selectividad. Son especies mas fuertes que otros oxidantes tradicionales como el
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ozono, peroxido de hidrdgeno, dioxido de cloro o cloro. Presentan por tanto un
mayor potencial estdndar de oxidacién como se puede ver en la Tabla 8. (Forero
et al., 2005)

Tabla 8. Potenciales estandar de oxidacion.

Especie Eo (V,25°C)
F2 3,03

‘OH 2,80

O atémico 2,42
Os 2,07

H202 1,76
MnO4#* 1,67

Ch 1,36

ClO2 1,15

3.4.1. Clasificacion de los procesos de oxidacién avanzada

Estos procesos se pueden clasificar en procesos homogéneos y
heterogéneos. Los procesos homogéneos se pueden llevar a cabo mediante la
aplicacion de energia o sin su aporte.

Los procesos homogéneos con aporte de energia se pueden clasificar en
funcion de la procedencia de energia de la siguiente manera:

A. Energia procedente de la radiacion ultravioleta (UV):
- Ozonizacidn y radiacion ultravioleta (Os/UV).
- Perdxido de hidrdgeno y radiacion ultravioleta (H20:/UV).
- Ozono, perdxido de hidrégeno y radiacidn ultravioleta (Os/H20/UV).
- Foto-Fenton (Fe*/H20./UV).
B. Energia procedente de ultrasonidos (US):
- Ozonizacion y ultrasonidos (Os/US).
- Peroxido de hidrogeno y ultrasonidos (H20:/US).
C. Electroquimica:

- Oxidacion electroquimica.
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- Oxidacién anoddica.
- Electro-Fenton.

Los procesos homogéneos sin aporte de energia son los siguientes:

- Ozonizacién en medio alcalino (Os/OH>).
- Ozonizacion con perdxido de hidrégeno (Os/H202) y (Os/H202/ OH").
- Perdxido de hidrégeno y catalizador (H20:/Fe*).

Por ultimo, los procesos heterogéneos se clasifican en:

- Ozonizacidn catalitica (Os/Catalizador).
- Ozonizacion fotocatalitica (Os/TiO2/UV).
- Fotocatdlisis heterogénea (H202/TiO2/UV).

3.4.2. Introduccion tedrica de los POAs utilizados

Ozonizacién con perdxido de hidrégeno (Os/H:203)

El peroxido de hidrogeno es un acido débil, posee la caracteristica que en
disoluciones acuosas se disocia parcialmente en el ion hidroperoxido (HO?). Es
un poderoso oxidante y un compuesto inestable que dismuta® con una
velocidad maxima si se trabaja con el pH de su pKa Dismuta segin las
siguientes reacciones [Ecuacion 1-Ecuacion 3]:

H,0,¢ HO, +H" [1]
H,O, + 2e-+ 2H < 2H,0 [2]
H,O, + HO,- = H,0 + O, + OH’ [3]

Se puede producir una destruccion adicional de la carga organica, si se
combinan dos o mds oxidantes, de tal manera que se aprovechen los efectos
sinérgicos entre ellos.

La descomposicién del ozono por transferencia de electrones es iniciada
por el perdxido de hidrégeno. La reaccion genera radicales hidroxilo (-OH), de
tal forma que se consumen ambos reactivos a través de un complejo mecanismo
en cadena [Ecuacion 4- Ecuacion 11]:

8 Dismutacion: reaccion redox donde un elemento es al mismo tiempo oxidado y reducido cuando la suma
de sus potenciales de los correspondientes pares redox es mayor de 0.
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H,0,< HO, +H* [ 4]
HO,-« H + 0, [5]
HO, + O; =HO,"+ O [6]
0-,+0; 2 0,+05 [7]
Oy +H" = HO;+ o0, [8]
HO,— OH- + O, [9]
HO- + O, = 0,+HO,- [10]
HO,-+ O; = HO- + 20, [11]

La ecuacion global del proceso es la siguiente [Ecuacion 12]:

03+ H202 _’HO'+02 +H02' [12]

Es un tratamiento rdpido que ha resultado efectivo para descomponer
compuesto organoclorados como tricloroetileno y tetracloroetileno, por lo que
resulta un excelente postratamiento en aguas sometidas a tratamientos de
desinfeccion con cloro o dioxido de cloro. (Regalado, 2008)

Ozonizacion catalitica (Os3/TiO2)

Los catalizadores metalicos favorecen el mecanismo radicalario del ozono.
Se utilizan 6xidos de metales de transicion en fase solida que muestran una alta
actividad catalitica (MnOz, TiOz, AL2Os) (Gracia et al., 1999; Oppenlinder, 2003).
Entre ellos, el dioxido de titanio presenta la ventaja de no producir disolucién
de titanio en el agua ozonizada, ya que con un pH mayor que 6, el titanio que se
disuelve esta por debajo del limite de deteccion (Paillard et al., 1991).

Gracia (1999) establece que en la ozonizacidn catalitica se producen dos
efectos simultdneamente. Por un lado tiene lugar una ozonizacion de los
compuestos disueltos mediante la acciéon directa del ozono molecular y el
ataque indirecto de las especies radicalarias generadas por la descomposicion
del ozono, y por otro se produce la ozonizacién de los compuestos adsorbidos
en la superficie del catalizador, desarrolldndose efectos simultaneos de
ozonizacion y catalisis.
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Logemann y Annee (1997) defienden que los fendmenos superficiales en el
catalizador durante los procesos de oxidacion catalitica son importantes para
que se produzca con éxito la desinfeccion. Para ello, establecen tres acciones:

- En primer lugar se produce la adsorcion simultanea del ozono y la
materia organica o los subproductos de ozonizacion en la superficie
del catalizador.

- Segundo, se produce la descomposicion del ozono en los puntos
activos del catalizador, generandose especies radicalarias mas
reactivas que el propio ozono. Estas especies oxidan los compuestos
adsorbidos.

- Tercero, los productos finales de la oxidacion son desorbidos, pues su
afinidad con el catalizador es menor.

Las propiedades quimicas de los catalizadores se deben a la existencia de
centros activos en su superficie. En el caso concreto del didxido de titanio,
contiene sitios acidos de Lewis. En medio acuoso, este catalizador es capaz de
intercambiar cationes o aniones, generdandose una carga positiva o negativa en
su superficie, en funcién del pH de la disolucidon (Rincén y Pulgarin, 2004;
Miguel, 2010).

El proceso de ozonizacion catalitica requiere menos dosificacion de ozono
y se ve menos afectado por atrapadores o “scavengers” de radicales presentes
e manera natural en el agua, como los hidrogenocarbonatos. (Lanao, :
d tural 1 los hid bonatos. (L 2012
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4.1. Metodologia parametros fisico-quimicos

La Tabla 9 muestra la metodologia normalizada de analisis de los
parametros fisico-quimicos utilizados en la caracterizacion de las muestras
analizadas durante los tratamientos estudiados, asi como la instrumentacion
relacionada, el rango de medida y el error de dicha instrumentacion.

Tabla 9. Instrumentacion, metodologia, rango de medida y error de cada uno de los

instrumentos para la caracterizacion fisico-quimica de las muestras. (Eaton et al., 2005)

Raneo Método
Parametro Instrumento Marca Modelo g Error Normaliza
medida
do
Método
<
Tem p:rlatura pH-metro Crison GLP 21 joa 1165 0°C ; 8’220 C estandar’
P a =Y 4500- HB
Norma
Conductividad | Conductimetro  Crison Basic 30 0.01a 19'1999 = 015 HS UNE
ps cm- cm-
27888:1994
. s 00 a 50 NTU Norma ISO
Turbidez Turbidimetro Hanna LP 2000 50 2 10° NTU 0,2 NTU 7027: 1999
Espectro- .
Th - HeA
Absorbancia fotobmetro e:tl;rgr?isc: ealos 3a6A +0,005 A i --mmmmemeee
UV/Visible P
Pe'roxlldo de Test 1n,d1.cad0r Mercko | 0,5a25
hidrégeno de perdxidos Merck
. . . quant® { mglL?!
residual (tiras reactivas)
Ozono Test Microq i 0,05 a4,00 +0,1
. N Merck i i T b T e
residual colorimétrico uant® { mgL"! mg L

4.2. Metodologia analisis de E.coli

El indicador bacteriano de contaminacién fecal objeto de estudio en el
presente trabajo de investigacion es la Escherichia Coli.

4.2.1. Procedimiento normalizado

El cultivo y recuento de E.coli se realiza siguiendo en gran parte el
procedimiento descrito en la Norma Espanola UNE-EN 9308-1: “Calidad del
agua. Deteccion y recuento de Escherichia coli y de bacterias coliformes. Parte 1:
Meétodo de filtracion por membrana.”

Esta norma UNE ha sido adoptada integramente de la Norma
Internacional ISO 9308-1:2000.
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4.2.2. Medios de cultivo

Los productos quimicos que se utilizan en la preparacion de los medios de
cultivo son de calidad analitica reconocida. El material de vidrio, antes de su
uso, se esteriliza en el autoclave mediante calor hiimedo durante 15 minutos a
una temperatura de 121 °C para eliminar cualquier microorganismo o forma
esporulada de resistencia y trabajar en condiciones estériles.

El medio de cultivo es un ambiente artificial disefiado por el hombre para
proporcionar todos los nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano en
el laboratorio. En funcion del tipo de medio, se encuentran en estado liquido,
solido o semisodlido. El medio solido, es el que se utilizan en esta investigacion,
se presentan de manera diversa, pero la forma mas comun es desecada en
forma de polvo fino o granular. Para su reconstitucion, se suspende la cantidad
precisa de polvo en agua destilada y se lleva a ebullicion. Posteriormente, se
esteriliza durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C en el autoclave. Tras
finalizar el proceso de autoclavado, los frascos con el agar liquido se colocan en
el bafo termostatico a 50 °C y se mantienen hasta su utilizacion. Si el medio de
cultivo preparado no se utiliza inmediatamente, se guarda refrigerado y
etiquetado durante un periodo no superior a un mes.

El medio que se utiliza para el crecimiento microbiano de E.coli es el agar
MacConkey. Este es un medio selectivo diferencial utilizado para el aislamiento
y diferenciacion de bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores
de lactosa. Se utiliza con frecuencia para el aislamiento de coliformes. En la
Tabla 10 se muestra la composicion del agar MacConkey y en la Figura 1 el
aspecto de colonias de E.coli en el medio de cultivo que se utiliza.

Tabla 10. Composicion del agar

MacConkey.
) Concentracion
Ingredientes

(g-LY)
Pluripeptona 3,0
Lactosa 10,0
Mezcla de sales binarias 1,5
Cloruro de sodio 5,0
Agar 13,5
Rojo Neutro 0,03
Cristal Violeta 0,001

Figura 1. Aspecto de colonias de E.coli en el
agar MacConkey
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4.2.3. Equipos de laboratorio

Los equipos utilizados en el analisis microbioldgico de E.coli se muestran
en la Tabla 11.

Tabla 11. Equipos de laboratorio utilizados en los analisis microbioldgicos.

Instrumento Marca Modelo Funcion
Estufas de cultivo ].P. Selecta INCUDIGIT 36 L Cultivo bacterioldgico.
~ ye Mantenimiento de agares en
Baio termostatico ]J.P. Selecta PRECISTEM 20 L L.
estado liquido.
Autoclave J.P. Selecta 437-P Esterilizacion del material.
Rampa de filtracion Millipore Sistema Microfil Anélisis microbioldgico.
Mechero bunsen | — e P e Crear condiciones de esterilidad.
. Velp .
Agitador Vortex - ZX3 Mezcla de soluciones en tubos.
Scientifica
tador d i
Conta (?r e Interscience Scan 100 Contar las colonias que se ha
colonias formado

4.2.4. Diluciones decimales seriadas

El volumen de agua a filtrar depende de la concentracion bacteriana de la
muestra. El volumen recomendado por el RD 140/2003 es 100 mL, pero en aguas
naturales sin tratar, el nimero de bacterias en este volumen puede variar desde
pocas decenas hasta cientos de millares, lo que impediria en este tltimo caso un
recuento adecuado de las colonias. Por tanto, como no se conoce de antemano la
concentracion microbioldgica presente en la muestra de agua a analizar, se
realizan diluciones de la muestra inicial.

A partir del agua natural (dilucién 0), se toma 1 mL de la muestra con
micropipeta y se transfiere a un tubo con 9 mL de agua destilada al 0,9 % NaCl,
estéril. A continuacidon, se homogeneiza en un vortex, obteniéndose de esta
forma la dilucion 1:10 (o dilucion -1). Para hacer las diluciones sucesivas, se
toma 1 mL de la diluciéon precedente bien homogeneizada y se lleva a un tubo
con 9 mL de agua destilada al 0,9% NaCl, todo ello en ambiente de trabajo
estéril, proporcionado con un mechero Bunsen. La Figura 2 refleja el
procedimiento de diluciones decimales seriadas de manera grafica. (Lanao,
2012)
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|1m|||1m|||1m|“1ml| 1ml

Figura 2. Esquema del método de diluciones seriadas.

4.2.5. Método en placa difusa (MPD)

Para llevar a cabo la siembra se pipetea sobre la superficie del agar
dispuesto en la placa el volumen de muestra o de dilucion deseada (20-500 pL)
y a continuacion se extiende de forma homogénea por toda la superficie de la
placa con ayuda de un asa Drigalsky. Ante el desconocimiento de la
concentracion exacta de bacterias en la muestra de agua, se siembran varias
placas con diferentes volimenes y diluciones con el fin de asegurar una placa
adecuada para el recuento final. Este modelo de andlisis se utiliza cuando se
espera una concentracion de bacterias superior a 600 UFC-100 mL-. Una vez ya
se ha extendido la muestra por el Agar uniformemente se procede a la
incubacion de las placas de Petri en la estufa durante 24 + 2 horas a una
temperatura de 42 + 2 °C segun establece la norma (UNE EN ISO 9308-1:2000).

4.2.6. Método de filtracion de membrana

Se trata de una de las herramientas mads versatiles en el analisis
microbiologico del agua. El uso del método de filtracién por membrana permite
examinar grandes volimenes de aguas en los que la concentracion esperada de
bacterias es inferior a 600 UFC-L-.

En primer lugar se realiza la limpieza del soporte de filtracion, para ellos
se flamea el soporte con ayuda de un mechero Bunsen. A continuacién, con
ayuda de unas pinzas estériles se coloca el filtro con un didmetro de poro de
0,45 pm en el soporte y se adapta el embudo. El siguiente paso es humedecer el
filtro con suero fisioldgico (NaCl 0,9 %) dejando pasar una cierta cantidad de
suero a través del filtro y dejando el resto dentro del embudo para pasar a
continuacién la muestra original a filtrar. Por ultimo se coge el filtro con las
pinzas estériles y se transfiere a la placa Petri. Con el objetivo de asegurar la
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obtencién de placas con un numero apropiado de colonias para el recuento
(entre 20 y 200 UFC:L-) se filtran varios volumenes.

Cuando ya se ha depositado el filtro en la placa Petri se procede a incubar
las placas de Petri en la estufa durante 24 + 2 horas a una temperatura de 42 + 2
°C segtin establece la norma (UNE EN ISO 9308-1:2000).

El método de filtracion es un método mas sensible ya que se filtra mas
cantidad de muestra y se detectan mejor las bacterias.

La metodologia mas idonea para el aislamiento bacteriano en muestras de
agua es la “filtracion por membrana” por presentar una mayor
reproducibilidad, rapidez y versatilidad en cuanto a volumen utilizado,
respecto a la “técnica de tubos multiples” (Eaton et al., 2005).

Mediante el uso de pinzas previamente flameadas, y en presencia de una
atmosfera estéril proporcionada por un mechero Bunsen, se coloca el filtro de
membrana estéril (Millipore) de 0,45 um de poro sobre el soporte de filtracion
(Figuras 3.a y 3.b). Una vez se haya adaptado el embudo (Figura 3.c), y tras
humedecer el filtro con una pequena cantidad de agua destilada al 0,9% de
NaCl estéril, se vierte la muestra previamente homogeneizada (Figura 3.d). Las
muestras comprendidas entre 30 y 100 mL se afiaden directamente al embudo
de filtracion, pero para las muestras entre 1 y 30 mL, se afiaden primero al
embudo entre 20-30 mL de agua destilada y a continuacion, la muestra a filtrar.

Finalmente, se retira el embudo (Figura 3.e) y la membrana se transfiere al
fondo de una placa de Petri pequena (45 cm ) (Figura 3.f).

d (e) ®

Figura 3. Método de filtraciéon por membrana (Millipore).
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4.2.7. Incubacion

Las placas de Petri se invierten y se introducen en la estufa de incubacion
durante 24 + 2 horas a una temperatura de 42 + 2 °C segun establece la norma
(UNE EN ISO 9308-1:2000).

4.2.8. Recuento e inactivacion

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procede al recuento de las placas
de Petri. Para facilitar la labor del recuento se utiliza un contador de colonias
(Interscience Scan 100) provisto de una luz que retroilumina la placa y permite
una mejor visualizacion de las colonias y de esta forma poderse contar con mas
exactitud.

El recuento en placa se basa en la suposicion de que cada bacteria crece y
se divide para producir una sola colonia. Esto no siempre es cierto porque las
bacterias con frecuencia crecen unidas en cadena o agrupadas. Por consiguiente,
a menudo una colonia no se produce como resultado de una tnica bacteria.
Para reflejar esta realidad los recuentos en placa se indican como unidades
formadoras de colonias (UFC) (Tortora et al., 2007). Los datos de cada
experimento realizado se expresan en UFC-100 mL.

Es importante que el nimero de colonias que aparecen en las placas no sea
demasiado grande, pues algunas colonias se pueden fusionar dando
estimaciones erroneas. También se debe evitar que el nimero de colonias sea
demasiado bajo para que el calculo sea estadisticamente significativo. Cuando
no se detecta ningin microorganismo en la placa sembrada, el valor que se
toma es 1 UFC-100 mL' para permitir el cdlculo posterior con logaritmos
(Madigan et al., 2003). Para obtener el nimero apropiado de colonias se diluye la
muestra, tal y como se explica en el apartado 4.2.4

Tras seleccionar las placas con crecimiento adecuado, el recuento
bacteriano se obtiene aplicando la [Ecuacién 13], donde Fa es el factor de
dilucidn, es decir, la inversa de la dilucién seleccionada.

UFC UFC
100mL  mL muestra filtrado

.100mL -F, [13]

Para calcular la inactivacion bacteriana y por tanto, evaluar la eficacia de
un tratamiento en la desinfeccion de una muestra, se utilizan unidades
logaritmicas. Para ello se utiliza la [Ecuacién 14], donde No es la poblaciéon
inicial bacteriana y Nt la poblacion que sobrevive en un determinado tiempo t,
ambos parametros medidos en UFC-100 mL.
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N
Inactivacion bacteriana = LOglO(N_tj [14]
0

Figura 4. Contador de colonias (Interscience Scan 100).

4.3. Tratamiento de los datos

Los experimentos que se realizan en este proyecto de investigacion se
llevan a cabo por duplicado. Se debe tener en cuenta que se trabaja con técnicas
de desinfeccion basadas en ozono y por tanto, dependen de la concentraciéon de
ozono consumida por la muestra, no han podido contar con réplicas. Sin
embargo cada ensayo se realiza por duplicado.

Se seleccionan las placas que albergan un intervalo de colonias entre 15 y
150. Por debajo de ese limite inferior, el error es elevado y hay peligro de dar
resultados ajenos a la realidad. Por encima del limite superior, las colonias
presentan problemas de fusion.

Los resultados de inactivacidon bacteriana que se obtienen en los diferentes
ensayos se expresan a partir de la media [Ecuacién 15]. En las graficas con
barras de error se representa la media de los diferentes ensayos mas menos su
desviacion estandar [Ecuacion 16].

X =2 [15]

[16]
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4.4. Modelos cinéticos de inactivacion microbiana

4.4.1. Descripcion de modelos

La microbiologia predictiva es una parte esencial de la microbiologia que
pretende conocer la respuesta de las poblaciones microbianas frente a diversas
condiciones ambientales o tratamientos. Combina conocimientos de diferentes
disciplinas (matematicas, microbiologia, ingenieria y quimica) con el objetivo
comun de desarrollar modelos matematicos que describan y permitan predecir
el ritmo de inactivacion de los microorganismos de una determinada poblacion,
sometidos a condiciones tecnologicas o medioambientales determinadas
(Gomez, 2005).

Dentro de los tipos modelos matemadticos existentes, este estudio de
investigacion se centra en los modelos de inactivacion, modelos que estudian el
ritmo de mortandad de las poblaciones bacterianas a lo largo de un proceso. La
inactivacion bacteriana en aguas ha sido bastante estudiada en la tltima década
aplicando una gran variedad de modelos cinéticos de desinfeccion. La
modelizacion cinética nace con la finalidad de simplificar e idealizar fendmenos
complejos (Lee y Nam, 2002). Con ella se consigue obtener una expresion
matematica que facilite el disefio adecuado de un sistema de desinfeccion.

Durante la mayor parte del siglo XX, en los sistemas de desinfeccion, era
practica habitual el empleo de un exceso de desinfectante para cumplir asi con
los requisitos exigidos de calidad del agua. Sin embargo, en la actualidad, se
considera que el disefio Optimo y el funcionamiento correcto de un sistema de
desinfeccion exigen el desarrollo previo de modelos cinéticos que puedan ser
facilmente incorporados a las distintas configuraciones de los reactores que se
emplean en el campo del tratamiento de aguas.

Los modelos cinéticos desarrollados tratan de representar la accion de un
desinfectante y su particular modo de actuacion sobre los microorganismos
presentes en el agua, bajo las condiciones particulares del sistema que se
estudia.

Modelo de Chick-Watson (1908)

Chick (1908) formula la primera cinética de inactivacion de primer orden
para la modelizacién de las gréficas de inactivacion lineales. Con ella intenta
explicar el proceso de desinfeccién como si de una reaccidon quimica se tratara.
Considera que este proceso es analogo a una reaccion quimica de primer orden
en la que la velocidad de la reaccion depende de las concentraciones relativas
del desinfectante y los microorganismos, estando el desinfectante en exceso.
Este modelo se expresa mediante la [Ecuacion 17] donde N: es el numero de
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bacterias supervivientes en el instante f, No es el numero de bacterias inicial
(t=0) y k es la constante de velocidad de la reaccion.

dN

N
—=-kN = Ln—t=-k-t [17]
dt N

0

En el mismo afio Watson (1908) incluye una modificacion al modelo de
Chick, incorporando el efecto de la concentracion del desinfectante en el
proceso de desinfeccion. El modelo de Chick-Watson se representa por la
[Ecuacién 18], donde C es la concentracion del desinfectante y 7 es el numero de
moléculas de desinfectante necesarias para la inactivacion microbiana o
también descrito como coeficiente de dilucion, un factor empirico que suele
considerarse la unidad. (Pernitsky et al., 1995; Li, 2004)

dN

N
—=-kCN = Ln—t=-k-C"-t [18]
dt .

Estas cinéticas sencillas asumen que todos los microorganismos de la
poblacion presentan la misma sensibilidad al agente letal por lo que, cuando se
representa su inactivacion frente al tiempo de tratamiento, bajo una intensidad
constante, se obtiene una linea recta.

Sin embargo, estos modelos lineales no permiten explicar desviaciones
observadas en muchos procesos de inactivacion microbiana, como se refleja en
la Figura 5.

—— Mouerte exponencial
-— Hombros
— — Colas

---- Hombros y Colas

Indice de supervivencia {unidades log)

-

Tiempo de contacto (min)

Figura 5. Curvas de supervivencia microbiana posibles (Fuente: Gyiirék and Finch, 1998).
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La curva de inactivacion A representa la cinética de primer orden o
muerte exponencial, en la que la velocidad de inactivacion es constante e
independiente del tiempo de tratamiento. La curva B muestra un hombro inicial
(shoulder) o fase “lag” en la que wuna fraccion de microorganismos
supervivientes se mantiene constante en los primeros instantes del tratamiento,
produciéndose seguidamente un descenso lineal de los mismos. Se atribuye a
una mezcla inadecuada del desinfectante en la muestra, un retraso en la
difusion del desinfectante a los puntos de accidon bacterianos o a una resistencia
inicial de los microorganismos al ataque del desinfectante. Las curvas C se
caracterizan por una fase de inactivacion lineal inicial rapida seguida de una
disminucion de las poblaciones lenta, lo que se traduce en la formacién de una
cola o tailing-off (Gyiirék y Finch, 1998). Al igual que en el fendmeno de los
hombros, existen varias teorias acerca de la aparicion de colas. Puede ser debido
a agrupaciones de microorganismos, a la presencia de subpoblaciones con una
resistencia variable al desinfectante, bien de cardcter innato o como respuesta a
una adaptacion al medio, o también, a que se produzca una disminucion en la
concentracion del desinfectante durante el tratamiento. Finalmente, las curvas
D presentan ambas desviaciones lineales, mostrando una fase inicial de hombro
seguida de una fase lineal de inactivacion y finalizando con un fendémeno de
cola (curvas sigmoideas).

A partir de estas teorias se desarrollan cinéticas alternativas que permiten
describir curvas de supervivencia no lineales y que han sido aplicados por
numerosos autores para describir el comportamiento de diversos
microorganismos en el campo de la desinfeccidon (Cho et al., 2003; Boyle et al.,
2008; Gomes et al., 2009; Azzellino et al., 2011).

La Tabla 12 recoge los modelos matematicos propuestos para describir las
graficas de inactivacidon obtenidas en el presente trabajo de investigacion. La
seleccion de estos modelos se realiza en base al principio de parsimonia segin
el cual los modelos han de ser tan simples como sea posible, es decir, con el
menor numero de pardmetros posible (Gdomez, 2005). La bondad del ajuste
puede mejorar en gran medida afadiendo mdas pardmetros al modelo; sin
embargo, en ocasiones, aumentar mucho el nimero de parametros puede llevar
a que las predicciones no tengan sentido.
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Tabla 12. Modelos cinéticos de estudio aplicados.

Modelo cinético Ecuacion integrada Co?ﬁ’c 1-entes Referencias
cineticos

Log&:_kcntm :_K'tm K n m Hom/

Modelo de Hom N, s 11, 1972
Pruitt vy

Log Ne _ Log[P~e’k1't +(1-P)e™ 't] Pkik K
Modelo bifasico N, /K1,K2 amau,
1993
p
Modelo de Log N = _(lj 5,p Mafart et
Mafart No \o al., 2002

A continuacién se desarrollan con mas detalle cada uno de los modelos
matematicos seleccionados:

Modelo de Hom (1972)

Hom, tras analizar los resultados de diversos experimentos de cloracion
sobre sistemas algales-bacterianos y observar que respondian a cinéticas
curvilineas mas que a lineales, generalizé de manera empirica la ley de Chick-
Watson mediante la [Ecuacion 19], donde k es la constante de velocidad de
inactivacion de primer orden, C es la concentracion del desinfectante, n el
coeficiente de dilucion y m una constante empirica del modelo (Li, 2004, Méndez
et al., 2008). En el caso de que la concentracion sea constante, el modelo se
simplifica integrandose esta concentracion en una constante de velocidad
aparante (kap= k- C") dando lugar a la [Ecuacion 20], siendo esta ki una
constante de pseudo-primer orden (min) (Malato et al., 2009).

Este modelo no considera que el agua tenga una demanda de
desinfectante y por tanto, que la concentraciéon del mismo disminuya a lo largo
del tratamiento (Haas y Joffe, 1994).
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El nivel de inactivacion predicho por el modelo de Hom es una funciéon no
lineal de C y t, que dependen de los parametros del modelo n y m,
respectivamente. Este modelo puede describir las curvas A-D de la Figura 5 y se
simplifica al modelo Chick-Watson para n=1 y m=1. Cuando m es menor que la
unidad, se visualiza un efecto de cola o tailing-off.

Modelo Bifasico de Pruitt y Kamau (1993)

En 1993, Pruitt y Kamau establecen un modelo bifasico basado en la
existencia de dos poblaciones microbianas que presentan una sensibilidad al
tratamiento diferente, siguiendo en ambos casos una cinética de inactivacion de
primer orden. La expresion matematica del modelo se define por la [Ecuacion
21], donde P significa la fraccion de microorganismos supervivientes
correspondientes a la subpoblacion 1, (1-P) es la fraccion de supervivientes de la
subpoblacién 2, ki representa la constante de inactivacion de la poblacion
sensible y k2 es la constante de inactivacion de la poblacion resistente.

Log % = Log[P-e"‘l't +(@-P)e™ 't] [ 21]
0

Modelo de Mafart (2002)

Peleg y Cole (1998) proponen el uso de distribuciones estadisticas tipo
Weibull para desarrollar modelos que incluyan tanto cinéticas convexas, con un
periodo inicial sin aparente inactivacién, como concavas en las que no se
consigue una inactivacion completa. La distribucion de Weibull es una
distribucion de probabilidades disefiada para describir el comportamiento de
sistemas que tienen cierto grado de variabilidad.

El modelo asume que la inactivacién microbiana se debe a la incapacidad
de la célula para resistir las duras condiciones impuestas por algun tipo de
estrés, después de cierto tiempo; también asume que la poblacion es
heterogénea, es decir, que cada célula tarda un tiempo diferente en morirse. En
definitiva, es un modelo que implica la existencia de una distribucion de
resistencias dentro de la poblacion microbiana. La resistencia sigue una
distribucién de probabilidad de Weibull, definida por la [Ecuacién 22].

Mafart (2002) modifica la ecuacién Weibull segin la [Ecuacién 23], donde
o es el parametro de escala y se corresponde con el tiempo necesario para
reducir el primer ciclo logaritmico decimal de la poblacion bacteriana y p es el
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parametro de forma e indica la forma de la curva de la ecuacion, ya que ésta
toma formas convexas cuando n es mayor que 1 y concavas cuando es menor
que 1.

Este modelo se fundamenta en modelos de inactivacion termal, ya
utilizado para describir perfiles de desinfeccion sobre diferentes tipos de
microorganismos, fotorreactores y parametros operacionales en fotocatalisis
(Boyle et al., 2008; Gomes et al., 2009).

4.4.2. Ajuste de datos experimentales e indices de error

Para obtener los coeficientes cinéticos de cada modelo descritos
anteriormente, es necesario ajustar los valores experimentales a las
correspondientes ecuaciones mediante técnicas de regresion no lineal. Los
parametros de los modelos se ajustan a ecuaciones mediante algoritmos
interactivos basados en el método de los minimos cuadrados (Pernistky et al.,
1995; Cho et al., 2003). En la actualidad, muchos programas informaticos
estadisticos permiten realizar estos ajustes. Entre ellos, en este trabajo
experimental se utiliza la herramienta Solver y la herramienta de GInaFiT del
programa Microsoft Excel (Geeraerd and Van Impe Inactivation Model Fitting
Tool).

Para evaluar la calidad de los ajustes de los modelos a los datos
experimentales obtenidos se utilizan dos indices: el coeficiente de
determinacion (R?) y el error cuadratico medio (ECM). También se utiliza con
este proposito la representacion grafica de los valores estimados frente a los
obtenidos experimentalmente.

El coeficiente de determinacion, R? se utiliza como una medida global de
la calidad del ajuste. Este coeficiente informa sobre la proporcion de
variabilidad total de la variable dependiente que es explicable por el modelo.
Cuanto mas cercano sea el valor R? a 1, mejor es la precision predictiva del
modelo, y por tanto, mas concuerdan los valores predichos con los valores
observados. La ecuacion del coeficiente de determinacidon viene determinada
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por la [Ecuaciéon 24], donde §, son los valores estimados y es la media de los
valores reales (Gomez, 2005).

El error cuadratico medio, ECM, se define como la raiz cuadrada de la
media del cuadrado de los residuos (diferencia entre los valores observados y
los valores estimados) y viene determinado por la [Ecuaciéon 25], donde 7 es el
tamafo de la muestra. Un valor de ECM igual a 0 indica que existe un perfecto
acuerdo entre los valores predichos y los valores reales.

ECM = [ 25]

Para comparar modelos diferentes se representan graficamente los valores
observados frente a los valores estimados. Si el modelo se ajusta perfectamente
a los datos, los puntos se encuentran distribuidos a lo largo de la linea de
equivalencia. La bondad del modelo serda mayor cuanto mas proximos estén los
puntos a dicha linea (Gdmez, 2005).

En este proyecto de investigacion se aplican modelos matematicos
primarios, en los que se describe como varia el recuente de las poblaciones
respecto al tiempo. Se aplican ecuaciones matematicas en los que se describe el
cambio de las unidades logaritmicas de inactivacion a lo largo del tiempo y bajo
unas condiciones determinadas. Se toman como base los modelos matematicos
primarios para describir los secundarios, que describen el comportamiento de
los parametros de los modelos primarios al modificarse las condiciones
ambientales, como por ejemplo el pH del agua. Por ultimo, los modelos
terciarios integran los modelos primarios y secundarios para hacer predicciones
en base a diversos factores medioambientales. A partir de las ecuaciones
complejas que se obtiene, se calcula la respuesta de los microorganismos a
condiciones diversas, se compara el comportamiento de diferentes
microorganismos y se determina las condiciones adecuadas para alcanzar el
grado de inactivacion deseado.
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4.5. Muestras

Las muestras de agua natural, que se utilizan en la experimentacion en el
laboratorio, proceden de las aguas superficiales del canal imperial de Aragon.
El canal imperial canaliza las aguas a partir de una derivacion del rio Ebro a la
altura del término municipal de Fontellas (Navarra), y abastece a varios
municipios que se encuentran a ambos lados del canal antes de llegar a
Zaragoza.

La toma de muestras se lleva a cabo en Rosales del Canal antes de la
captacion de la potabilizadora de Casablanca, instalacion que abastece de agua
potable a la ciudad de Zaragoza. Se utilizan garrafas de 5 litros que han sido
tratadas con hipoclorito sédico y una vez en el laboratorio se procede a la
conservacion de las muestras a -20 °C hasta su utilizacion.

Se decide que para poder determinar la influencia de los tratamientos de
desinfeccion objeto de estudio se debe aumentar de manera artificial la
concentracion bacteriana originaria presente en el agua natural, partiendo asi de
una muestra fortificada. Para obtener dichas muestras fortificadas, se debe en
primer lugar esterilizar las botellas de vidrio de Pyrex de 1L y todo aquel
material que va estar en contacto con el agua natural para eliminar las bacterias
presentes. Posteriormente, a partir de cultivos puros de E.coli que se encuentran
en el laboratorio y tras la preparacion de suspensiones bacterianas concentradas
se anaden a las muestras de agua natural (Lanao, 2012). Las concentraciones
iniciales de E.coli de la muestras fortificadas objeto de estudio van desde
3,04-10%8 UFC-100mL" hasta 4,80-108 UFC-100mL.

4.6. Descripcion de experimentos. Materiales y reactivos

4.6.1. Ozono

El ozono se genera “in situ” en el laboratorio mediante un ozonizador
Fischer modelo 500. El equipo consta de dos electrodos entre los que se
establece un alto voltaje y por los que fluye una corriente de oxigeno puro. En la
descarga eléctrica que se produce, se genera oxigeno atomico que al combinarse
con el molecular produce una molécula de ozono (Figura 6).

La descripcion completa de la instalacion de ozonizacién se detalla a
continuacién y se completa con la Figura 7.
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Figura 6. Esquema de generacion de ozono mediante descarga eléctrica.

El oxigeno se aporta desde una botella de gas comprimido conectada
directamente al ozonizador (1). La generacion de ozono aumenta con el caudal
de oxigeno introducido, por lo que se regula el flujo mediante una valvula
situada en el frontal del equipo. Entre la botella de gas y el ozonizador, se
coloca un lecho de silica gel (2) que debido a sus propiedades higroscopicas
elimina la humedad de la corriente de O: antes de entrar en el ozonizador (3),
ya que el gas de entrada siempre debe estar seco. El ozonizador se conecta a un
reactor cerrado de vidrio (4) que funciona en régimen semicontinuo, continuo
respecto al gas y discontinuo respecto al liquido. Este reactor es de vidrio Pyrex
con forma cilindrica y una capacidad de 0,750 L. El ozono gas se trasfiere a la
muestra por la parte superior del reactor a través de un difusor poroso (Os
introducido). La transferencia del ozono al agua produce un burbujeo que
proporciona agitacion a la muestra, favoreciendo el contacto ozono-agua. El
ozono introducido se mantiene se mantiene constante a lo largo de cada
experimento.

Como todo el ozono producido no llega a consumirse en la reaccion, el
exceso debe destruirse (O3 no consumido). Para ello se conectan en serie al reactor dos
borboteadotes (5) que contienen una disoluciéon de yoduro potasico al 2%. El
ozono reacciona con el yoduro reduciéndose a oxigeno y liberdndose a la
atmosfera. El experimento debe llevarse a cabo en una campana de extraccion
ya que el ozono es un elemento toxico.
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Figura 7. Descripcion de la instalacion de ozonizacion.

El Os consumido por la muestra se define por la [Ecuacion 26]. El ozono
residual disuelto en el agua se mide siguiendo la metodologia mostrada en el
apartado 4.1 del presente proyecto.

O3 consumido= Os introducido - (Os no consumido + Os residual disuelto) [26]

Para determinar la cantidad de ozono que se produce por unidad de
oxigeno introducido, se realizan una serie de ensayos con caudales variables de
oxigeno y con diferentes intervalos de tiempo, determindndose en cada caso la
cantidad de ozono que se genera. Para ello se conectan tres borboteadotes en
serie directamente a la salida del ozonizador conteniendo cada uno 250 mL de
KI al 2%. Durante un tiempo fijado, se hace pasar por el ozonizador un caudal
de oxigeno de 50 y 100 L h-'. La potencia de ozonizacion utilizada es 1,5 W y la
presion de oxigeno aplicada es 0,5 bares.

La cantidad de ozono producida se calcula por el método iodométrico
(Kolthoff y Belcher, 1957). Este método consiste en tomar muestras de la
disolucion de KI de los borboteadotes para cada uno de los caudales de oxigeno
y de los intervalos de tiempo utilizados y proceder a su valoracion con
tiosulfato sddico. Cuando el ozono reacciona con el yoduro, el ozono se reduce
a oxigeno y el yoduro se oxida a yodo (I2); la cantidad de ozono producida
corresponde estequiométricamente con la cantidad de yodo generada en la
disolucion de KI [Ecuacion 27-Ecuacion 29]:

O;+H,0+2e = 0,+20H [27]
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200+2e > 1, [ 28]

O;+H,0+21'=0,+1,+20H [ 29]

El procedimiento analitico consiste en la valoracion del yodo formado con
una disolucidn de tiosulfato sddico. Se afiade 1ml de HCI 1N, ya que se requiere
medio 4cido para la valoracion. Se comienza a valorar hasta que el color pardo
rojizo que aparece como consecuencia del I> formado se torna amarillo palido.
En este momento se afade el indicador de almidon, puesto que si se anadiera a
la muestra inicial, en la que la cantidad de yodo es muy superior, se formaria
un complejo que impediria valorar el yodo correctamente. Al afiadir el almiddn,
aparece un color morado que virara a incoloro tras haberse alcanzado el punto
de equivalencia.

La cantidad de ozono generado, en mg-h', se calcula segtin la [Ecuacion
30] donde V es el volumen del agente valorante (tiosulfato sédico) consumido,
N es la normalidad del tiosulfato, V' es el volumen de yoduro potasico
utilizado en la valoracion, t es el tiempo (en minutos) de funcionamiento del
ozonizador y 24, el peso equivalente del ozono.

mgO;h™ =V -N (@j24($) [30]

V Al
Como se trabaja con tres borboteadotes en serie, los mgOs-h! totales son la
suma de los mg Os-h! retenidos por cada borboteador.

El agente valorante, tiosulfato sddico, al no ser patron primario, se debe
estandarizar con dicromato potasico para determinar exactamente su
concentracion (Eaton et al., 2005). Para ello, se toman 80 ml de agua destilada a
la que se anaden 1 mL de HCI 1IN, 1 g de KI y 10 mL de KoCr207 0,1N. Esta
mezcla debe permanecer 6 minutos en oscuridad antes de ser valorada con la
disolucion de tiosulfato que se va a estandarizar. Igualmente, se valora hasta
que el color pardo rojizo pasa a amarillo y tras la adicion del almidon, se valora
hasta la desaparicion del color morado. La normalidad real del tiosulfato sddico
se calcula segun la [Ecuacion 31].

1

N - 3
NS% T mL Na,S,0, 1]

En la Figura 8 se representa la curva de calibrado del ozonizador para una
un caudal de 50 L-h'. Se observa que el valor de R? de la recta de ajuste es
proximo a 1 por lo que se utiliza la [Ecuacion 32] de la recta de calibrado para el
calculo del ozono generado (introducido).
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Figura 8. Curva de calibrado del ozonizador para un caudal de 50 L-h-'. Potencia de
ozonizacion 1,5 W y presion de oxigeno 0,5 bares.

O,generado (mgO,) =14,451T (min) +1,2372  [32]

4.6.2. Dioxido de titanio

El TiO: utilizado en los tratamientos de ozonizacion es el comercial
Degusa P25. La concentracion que se utiliza en los tratamientos en los que
interviene es de 1g-L1.

4.6.3. Peroxido de hidrégeno

El peréxido de hidrogeno comercial utilizado en los experimentos es de la
marca Carlo Erba con una concentracion del 30% (v/v). La concentracion que se
utiliza en los tratamientos en los que interviene es de 4,55-10 mLt202' L muestra.

4.7. Condiciones de operacion de los ensayos propuestos

El caudal de oxigeno seleccionado para los ensayos es 50 L-h! y la dosis de
ozono generada con este caudal de oxigeno es de 289 mgOs-h.

El volumen de la muestra a tratar es 0,750 L y los ensayos se realizan a
temperatura ambiente (23 °C).
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En los tratamientos de ozono combinado con perdxido de hidrogeno
(peroxona) y de ozono combinado con dioxido de titanio, las dosis de H2O: y
TiO2 aplicadas son de 0,04 mM (1,365 mgH20>L!) y 1 g-L, respectivamente.

El reactor utilizado para los distintos tratamientos es un reactor de vidrio
de Pyrex con forma cilindrica y una capacidad de 0,750 L. Cada reactivo se
adiciona directamente al reactor de vidrio instantes antes de comenzar la
dosificacion de ozono. Para evitar que el TiO2 se deposite en el fondo del reactor
a lo largo del experimento, se introduce un iman magnético en el reactor.

Cada experimento realizado corresponde con un tiempo de muestreo
hasta un maximo de 10 minutos con el fin minimizar el error que se produce al
tomar volimenes de muestra. De cada experimento se toman muestras con el
fin de evaluar la efectividad de los tratamientos sobre la poblacion bacteriana a
tratar. El ozono residual en las muestras tomadas se neutraliza con tiosulfato
sddico 1N para evitar que estas dosis residuales sigan ejerciendo su efecto
bactericida sobre las poblaciones supervivientes. Del mismo modo en los
tratamientos en los que interviene el peroxido de hidrogeno se utiliza catalasa’
con una concentracion de 0,1g-L" para descomponerlo.

Cada tratamiento consta de 5 ensayos, a excepcion del Os/H20:2en el que se
realizan 6 ensayos. Cada ensayo corresponde a un tiempo y se realizan por
duplicado.

En la Tabla 13 se muestran los experimentos realizados asi como las
condiciones de operacion.

Tabla 13. Condiciones de operacién de los tratamientos estudiados.

Tratamientos Ozonizacion 0:/H:20:2 0s3/TiO: 0:3/H202/TiO2
Numero de 10 12 10 10
experimentos
I 1
ntervalos de 1-4-7-10 1-2-4-6-10 1-4-7-10 1-4-7-10
tiempo
Concentracion 4,55-103 4,55-10-3
de H202 mL0: Ll muestra mL0: L muestra
Concentracion
- - 1 TiOz'L'1 muestra 1 TiOz'L'lmues Ta
de TiO- 8 i ‘

9 Catalasa: Enzima oxidante que descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno atémico.
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5.1. Resultados del tratamiento de ozonizacion

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos del analisis de los
parametros fisico-quimicos en las muestras de agua fortificadas con E.coli antes
y después del tratamiento de ozonizacion.

Tabla 14. Resultados fisico-quimicos en el tratamiento de ozonizacién sobre la muestra
de agua fortificada con E.coli.

Experimento Ozonizacion
Condiciones F-Q
pH 7,68
Conductividad
894
Iniciales (uS-ecm™)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 5,49
S.S (mg-LY) 9
pH 8,02
Conductividad 1253
Finales (uS-cm™)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 80
S.S (mg-L7) 61

Se observan como el pH varia ligeramente respecto al valor inicial,
mientras que los valores finales de conductividad, turbidez y solidos en
suspension aumentan significativamente respecto a los valores iniciales.

En la

Tabla 15 se muestra el recuento de colonias, las reducciones logaritmicas
de E.coli y el Os consumido, expresado en mgQOs-L! para cada tiempo de
muestreo. Esta cantidad de ozono consumido por la muestra se calcula por la
diferenecia entre el ozono introducido y el ozono en exceso, tal y como se
detalla en el apartado 4.6.2.

Las reducciones logaritmicas describen el nivel de rendimiento que un
tratamiento debera lograr para cumplir los requisitos exigidos para ese
tratamiento. Una reduccion de 1 unidad logaritmica equivale al 90%, 2
unidades logaritmicas al 99% y asi sucesivamente. Es decir, un reduccion de 4
unidades logaritmicas, 0 99,99%, es mucho mayor que una reduccion de 1
unidad logaritmica.

Se observa que al finalizar el tratamiento no se consigue una inactivacion
total de la poblacién inicial.
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Tabla 15. Condiciones del tratamiento de ozonizacién e inactivacién de E.coli a lo largo

del tiempo.
Tiempo (min) 0 1 4 7 10
Nt (UFC 100mL-1) 3,54-108 : 1,39-105 1,25-104 6,08:10° : 4,65-10°
Log(Nt/No) 0 -3,61 -4,57 -4,88 -4,97
mg O3-L* consumido 0 10,69 30,08 55,09 62,18

La Figura 9 muestra los resultados graficos del tratamiento de ozonizaciéon
en el que se representa la inactivacion de E.coli en funcion del ozono (mgOs-L?)
consumido por la muestra, asi como la desviacion estandar de los datos
obtenidos en los experimentos realizados. La mayor desviacion obtenida en este
tratamiento corresponde a un valor de * 0,52 unidades.

' '
2 —
1 1

'
(O8]
1

Log(N/N,)
.
i

mgO;/L consumido

Figura 9. Inactivacion de E.coli en el tratamiento de ozonizaciéon. No=3,54-108
UFC-100mL-1.

Para alcanzar 4 unidades logaritmicas de inactivacion (o una reduccion del
99,99%) la dosis de ozono necesaria es de 19 mg Os L1. La Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos recomienda una reduccién de 6
logaritmos para el control de la bacterias (USEPA, 2004), sin embargo, la
eleccion de tomar como referencia 4 unidades logaritmicas de inactivacion se
debe principalmente a 2 razones. La primera, se debe a que, tal y como se
documenta en la Tabla 7, la carga bioldgica de las aguas del Canal Imperial de
Aragon, antes de su tratamiento de potabilizacion, puede alcanzar niveles de
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hasta 10* UFC-100 mL". Y la segunda, esta relacionada con la tésis Doctoral de
Dfia. Munia Lanao con la que se comparan los resultados obtenidos, ya que son
4 las unidades logaritmicas de inactivacién que toma como referencia para
obtener la dosis de 0zono necesaria para alcanzar dicha inactivacion.

El ozono en las muestras, ademas de reaccionar con las bacterias, oxida los
sOlidos en suspension y los compuestos organicos e inorganicos que el agua
normalmente contiene. La materia organica que se encuentra en el medio
reduce las cinéticas de inactivacion de E.coli al competir con las bacterias sobre
las especies oxidantes generadas durante el tratamiento de desinfeccion (Ireland,
1993). La formacion de agregados de microorganismos entre si y con el material
particulado puede afectar a la eficiencia del tratamiento fortaleciéndose frente al
ataque del desinfectante. (Lanao, 2012)

Se establece como referencia una dosis de 3 mg-L! de ozono, dosis
utilizada habitualmente en ETAPs en Espafia (Mosteo et al., 2009). La
eliminacion logaritmica alcanzada de E.coli en el tratamiento de ozonizacién es
de 1 unidad logaritmica.

Si se considera una desinfeccion total de la muestra tras los 10 minutos de
tratamiento, la ozonizacion consigue recuentos bacterianos finales bajos
debidos principalmente a la presencia de materia organica. (Lanao, 2012)

La comparacion de los resultados obtenidos en este tratamiento con los
obtenidos por Dfia. Munia Lanao en su tesis para la eliminacion de Enterococcus
sp. y células vegetativas de C. perfringens. indican que para un nivel de
inactivacion de 4 ordenes de magnitud, la dosis de ozono necesaria para la
eliminacion de E.coli es superior respecto a la dosis requerida para la
eliminacion de Enterococcus sp. y C. perfringens. Las dosis requeridas para este
nivel de inactivacion son aproximadamente 19 mg-L! de ozono, 12,4 mg-L*! de
ozono y 3,6 mg-L'! de ozono para E.coli, Enterococcus sp. y C. perfringens
respectivamente. Si se comparan con la dosis de referencia de 3 mg-L' de
0zono, se observa que se produce una desinfecciéon menor en el tratamiento con
la E.coli respecto a Enterococcus sp. y células vegetativas de C. perfringens. Esta
conclusién se sostiene con los reducciones logaritmicas obtenidas para E.coli,
Enterococcus sp. y C. perfringens que son 1 unidad logaritmica, 14 unidades
logaritmicas y 2,8 unidades logaritmicas respectivamente.

Se pude afirmar por tanto que la resistencia de E.coli para una misma dosis
de ozono y una misma inactivacion es mayor. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que las condiciones en que tienen lugar dichos tratamientos no son las
mismas, tanto el volumen tratado, como el caudal de oxigeno y la dosis de
ozono generada son distintos. La Tabla 16 resume las condiciones en que tienen
lugar los distintos tratamientos.
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Tabla 16. Resumen de las condiciones en los tratamientos para la eliminacién de E.coli y
Enterococcus sp.

Condiciones E.coli Enterococcus sp.
Volumen de 0.75 15
muestra (L)

Caudal de Oz

L) 50 100
Dosis de Os

generado 289 578
(mgOs-h1)

5.2. Resultados del tratamiento de o0zono combinado con

peroxido de hidréogeno (Os/H20:2)

En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de los
parametros fisico-quimicos en las muestras de agua fortificadas con E.coli antes
y después del tratamiento con peroxona.

Tabla 17. Resultados fisico-quimicos en el tratamiento de peroxona sobre la muestra de
agua fortificada con E.coli.

Experimentos
Condiciones F-Q ! O+/H:0:
pH 7,44
Conductividad 894
Iniciales (uS-ecm™)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 3,67
S.S (mg-L7) 1
pH 8,12
Conductividad
1253
Finales (uS-ecm™)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 87
S.S (mg-L7) 71

Se observan que, igual que el tratamiento de ozonizacion, el pH varia
ligeramente respecto al valor inicial, de mientras que los valores finales de
conductividad, turbidez y solidos en suspension aumentan significativamente
respecto a los valores iniciales.

En la Tabla 18 se muestra el recuento de colonias, las reducciones
logaritmicas de E.coli y el Os consumido, expresado en mgQOs-L! para cada
tiempo de muestreo. Se observa que al finalizar el tratamiento no se consigue
una inactivacion total de la poblacién inicial.
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Tabla 18. Condiciones del tratamiento de ozono combinado con perdxido de hidrogeno e
inactivacion de E.coli a lo largo del tiempo.

Tiempo (min) 0 1 2 4 7 10

Nt (UFC 100mL") 4,35-108 i 2,48-10* i 4,89-10% ¢ 1,48-10° § 1,26-10%  1,31-10?

Log(N+No) 0 -4,25 -4,95 -5,49 -6,14 -6,78

mg O3- L1 consumido 0 10,64 17,07 29,91 42,76 68,46

La Figura 10 muestra los resultados graficos del tratamiento de Os
combinado con H20: en el que se representa la inactivacion de E.coli en funcion
del ozono (mgOs-L') consumido por la muestra, asi como la desviacion
estandar de los datos obtenidos en los experimentos realizados. Se observa que
las mayores desviaciones de los datos obtenidos en este tratamiento se
encuentran entorno a * 0,62 unidades. Se obtiene por tanto, una desviacion
mayor que en el caso del ozono, sin embargo, las mayores deviaciones
corresponden a los ultimos datos, no asi en el caso del ozono, que la desviacion
es mas o menos constante en los diferentes ensayos.

0 10 20 30 40 50 60 70
0 - 1 1 1 1 1 1 |

Log(NyN,)

mgO;/L consumido

Figura 10. Inactivacidn de E.coli en el tratamiento de peroxona sobre la muestra de agua
fortificada con E.coli. No= 4,35-108 UFC-100 mL-1. [H202]=0,04 mM.

Se observa que la inactivacion es mayor que en el caso de la ozonizacion.
Se produce una continuada reducciéon logaritmica hasta llegar a una
desinfeccion cercana a las 7 unidades logaritmicas. La presencia de perdxido de
hidrogeno tras este tratamiento es practicamente nula ya que se neutraliza con
catalasa.
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El orden de inactivacion fijado en el apartado 5.1 de 4 unidades
logaritmicas de inactivacion se alcanza cuando la dosis de ozono es de 10 mg Os
L. Esta dosis es aproximadamente la mitad de la dosis necesaria para alcanzar
la misma desinfeccion en el tratamiento de ozonizacion. Por lo tanto se pone de
manifiesto el efecto positivo de la combinacion de ozono y perdxido en la
desinfeccion.

Si se toma como referencia una dosis de 3 mg Os-L*la inactivacion es de 1
unidades logaritmicas, es decir, se consigue una desinfeccion igual para esta
dosis respecto al tratamiento de ozonizacion. Sin embargo, la reduccion
logaritmica con este tratamiento, tomando dosis de ozono mayores, es muy
superior al tratamiento basado en ozono.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Dfia. Munia Lanao
se observa que el orden de inactivacion fijado de 4 unidades logaritmicas para
E.coli se alcanza cuando la dosis de ozono es mas del doble de la requerida para
la inactivacion de Enterococcus sp. y casi 4 veces mayor de la requerida para la
inactivacion de C. perfringens. Si se comparan con la dosis de referencia de 3
mg-L! de ozono, se observa que se produce una desinfeccion menor en el
tratamiento con la E.coli respecto a Enterococcus sp. y células vegetativas de C.
perfringens ya que los resultados obtenidos de inactivacion son para E.coli,
Enterococcus sp. y C. perfringens de 1 unidad logaritmica, 27 unidades
logaritmicas y 4,5 unidades logaritmicas respectivamente. Se debe tener en
cuenta, tal y como se afirma en el apartado 5.1, que las condiciones en las que
tienen lugar dichos tratamientos son diferentes.

La Figura 11 muestra una comparacion grafica de los valores obtenidos en
los tratamientos de ozonizacién y ozono combinado con perdxido de
hidrégeno.

0 10 20 30 40 50 60 70

Log(N/N,)
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Figura 11. Inactivacion de E.coli en los tratamiento con Os (X) y Os/H202(#). No = 108
UFC- 100 mL1. [H202]=0,04 mM.

5.3. Resultados del tratamiento de ozonizacion catalitica.
Ozono combinado con didxido de titanio (O3/TiO2)

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del analisis de los
parametros fisico-quimicos en las muestras de agua fortificadas con E.coli antes
y después del tratamiento de ozono combinado con didxido de titanio.

Tabla 19. Resultados fisco-quimicos en el tratamiento de Os combinado con TiO: sobre el
agua fortificada con E.coli.

Experimentos .
Condiciones F-Q O/Ti0:
pH 7,75
Conductividad
. . 894
Iniciales (uS-cm1)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 133
S.S (mg-L7) 9
pH 8,18
Conductividad
. 778
Finales (uS-cm1)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 299
S.S (mg-L7) 24

Se observa que el pH, la turbidez y los s6lidos en suspension varian del
mismo modo que en los tratamientos anteriores. El pH aumenta ligeramente su
valor final respecto del inicial, mientras que la turbidez y los sélidos en
suspension varian significativamente sus valores finales. Sin embargo se
produce una disminucion de la conductividad, hecho que en los tratamientos
de ozonizacion y ozono combinado con perdxido de hidrégeno no se da.

En la Tabla 20 se muestra el recuento de colonias, las reducciones
logaritmicas de E.coli y el Os consumido, expresado en mgQOs-L! para cada
experimento que corresponde con un tiempo. Se observa que al finalizar el
tratamiento no se consigue una inactivacion total de la poblacion inicial.

Tabla 20. Condiciones del tratamiento de O3 combinado con TiO: e inactivacién de E.coli
alo largo del tiempo. [TiO2]=1 g L.

Tiempo (min) 0 1 4 7 10

Nt (UFC 100mL) 4,14-108 : 2,78-10¢ i 3,16-10% | 9,18-10> i 1,92-10?

Log(N«No) 0 -4,14 -5,18 -5,48 -6,19
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mg O3-L! consumido 0 4,08 20,22 36,36 52,5

La Figura 12 muestra los resultados graficos del tratamiento de Os
combinado con TiO: en el que se representa la inactivacion de E.coli en funcion
del ozono (mgOs-L!) consumido por la muestra, asi como la desviacion
estandar de los datos obtenidos en los experimentos realizados. Se puede
observar que las mayores desviaciones de los datos obtenidos en este
tratamiento se encuentran entorno a + 0,19 unidades. Se obtiene por tanto, una
desviacion mucho menor que en los tratamientos con ozono y ozono
combinado con perdxido de hidrégeno.
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Figura 12. Inactivacion de E.coli en el tratamiento de ozono combinado con TiO2 sobre la
muestra agua fortificada. No = 4,14-108 UFC- 100 mL-. [TiOz]=1 g-L-.

La dosis de 0zono necesaria en este tratamiento es aproximadamente la
mitad de la dosis necesaria para alcanzar la misma desinfeccion con el
tratamiento de ozonizacion. En consecuencia, se reitera el efecto positivo de la
combinacién de ozono con didxido de titanio en la desinfeccion.

Para alcanzar un nivel de inactivaciéon de 4 unidades logaritmicas, la dosis
de ozono necesaria es 4 mg-L, dosis aproximadamente 5 veces inferior a la
necesaria para el tratamiento de ozonizacion, y 2,5 veces inferior a la observada
en el tratamiento de ozono combinado con perdoxido de hidrégeno. Si se
compara la inactivacion para una dosis de 3 mgOs-L* con la obtenida en los
otros tratamientos se reitera el efecto positivo de este tratamiento ya que se
obtiene una desinfeccion de 3 unidades logaritmicas mientras que en los
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anteriores tratamientos tan solo se obtienen desinfecciones proximas a 1 unidad
logaritmica.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Dfia. Munia Lanao
se observa que el orden de inactivacion fijado de 4 unidades logaritmicas para
la E.coli se alcanza cuando la dosis de ozono es inferior a la requerida para la
inactivacion de Enterococcus sp. pero muy similar a la requerida para
inactivacion de C. perfringens., siendo las dosis de ozono de 4 mgOsL* , 6,5
mgOs-L1 y 4,15 mgOsL? para la E.coli, Enterococcus sp. y C. perfringens.
respectivamente. Sin embargo al comparar la inactivacion para una dosis de
referencia de 3 mgOsL?, se obtiene una inactivacion mayor para la E.coli
respecto a los Enterococcus sp., y similar respecto a C. perfringens. siendo sus
valores de inactivacion de 3, 27 y 3,1 respectivamente.

La Figura 13 muestra una comparacion grafica de los valores obtenidos en
los tratamientos de ozonizacion, ozono combinado con peroxido de hidrégeno
y ozono combinado con dioxido de titanio.
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Figura 13. Inactivacion de E.coli tras los tratamiento con Os (X), O3/TiOz () y Os/H202(A).
No = 108 UFC- 100 mL-. [TiOz]=1 g-L-1. [H202]=0,04 mM.

5.4. Resultados del tratamiento de o0zono combinado con

peroxido de hidrégeno y dioxido de titanio (O3/H202/TiOz)

En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de los
parametros fisico-quimicos en las muestras de agua fortificadas con E.coli antes
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y después del tratamiento de ozono combinado con peroxido de hidrogeno y
dioxido de titanio.

Tabla 21. Resultados fisico-quimicos en el tratamiento de O3/H20/TiOz sobre la muestra
agua fortificada con E.coli. [H202]=0,04mM. [TiO2]=1 g-L-..

Experimentos .
Condiciones F-Q i 0s/H:0-/ TiO:
pH 7,68
Conductividad 894
Iniciales (uS-cm1)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 5,49
S.S (mg-LY) 9
pH 8,02
Conductividad 1253
Finales (uS-cm1)(20°C)
Turbidez (U.N.T) 87
S.S (mg-LY) 71

Se observa que el pH, la conductividad, la turbidez y los sdlidos en
suspension varian del mismo modo que en los tratamientos de ozonizacion y
ozono combinado con perdxido de hidrégeno. El pH aumenta ligeramente su
valor final respecto del inicial, mientras que la conductividad, turbidez y los
sOlidos en suspension varian significativamente sus valores finales.

La presencia de perdoxido de hidrégeno tras este tratamiento es
practicamente nula ya que se neutraliza, de igual forma que en el apartado 5.2,
con catalasa.

En la Tabla 22 se muestra el recuento de colonias, las reducciones
logaritmicas de E.coli y el Os consumido, expresado en mgQOs-L! para cada
tiempo de muestreo. Se observa que al finalizar el tratamiento no se consigue
una inactivacion total de la poblacion inicial.

Tabla 22. Condiciones del tratamiento de Os combinado con TiOz2 y H202sobre la muestra
agua fortificada con E.coli. [H202]=0,04mM. [TiO2]=1 g-L-..

Tiempo (min) 0 1 4 7 10

Nt (UFC 100mL-1) 4,35-10% : 1,09-10¢ i 5,60-10* i 7,18-10° i 5,89-10°

Log(N«No) 0 -3,20 -4,40 -4,90 -5,08

mg O3-L-! consumido 0 4,14 19,44 34,74 50,04
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La Figura 14 muestra los resultados graficos del tratamiento de Os
combinado con H20: y TiO:2 en el que se representa la inactivacion de E.coli en
funcion del ozono (mgOs-L1) consumido por la muestra, asi como la desviacion
estandar de los datos obtenidos en los experimentos realizados. Se puede
observar que las mayores desviaciones de los datos obtenidos en este
tratamiento se encuentran entorno a * 0,95 unidades. Se obtiene por tanto, en
este tratamiento, la mayor desviacion por lo que se puede afirmar que este
ensayo posee un error mayor.
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Figura 14. Inactivacion de E.coli. en el tratamiento O3/H202/TiO:z sobre la muestra de agua
fortificada. No= 4,35-108 UFC-100mL-. [H20:]=0,04mM. [TiOz]=1 g-L-.

Se observa que para una inactivacion de referencia de 4 unidades
logaritmicas la dosis de ozono necesaria es 15 mgOs-L!. Esta dosis de ozono es
inferior a la que se obtiene para la misma inactivaciéon en el tratamiento de
ozonizacion y superior respecto a los tratamientos de ozono combinado con
perdxido de hidrégeno y ozono combinado con diéxido de titanio. Si se toma
como referencia una dosis de ozono de 3 mgOs-L" la inactivacion que se obtiene
es de 2,2 unidades logaritmicas. Esta inactivacion es superior a la que se obtiene
en el tratamiento de ozonizacion y ozono combinado con peroxido de
hidrogeno, pero inferior a la que se obtiene en el tratamiento de ozono
combinado con didxido de titanio.

Los resultados obtenidos en este tratamiento se asemejan a los obtenidos
por Dha. Munia Lanao en su tésis. En ambos casos se puede afirmar que la
adicion de H2O: y TiO:2 por separado y en conjunto, mejoran la desinfeccion
obtenida con respecto al tratamiento de ozonizacion en solitario.

Esta combinaciéon no supone una mejora sobre el tratamiento de Os
combinado con TiO: ni desde el punto de vista de inactivacion ni desde el
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punto de vista de dosis de ozono, pero si supone una mejora sobre el
tratamiento de Os combinado con H20: ya que la inactivacion que se obtiene
para dosis bajas de ozono es superior en el tratamiento de combinacién de
ozono con H0: y TiO2 que de ozono combinado con H:0:. Sin embargo, se
debe destacar que los resultados de inactivacion final que se obtienen en el
tratamiento de ozono combinado con H20: son mads altos que en el tratamiento
de ozono combinado con H20: y TiO..

Si comparamos la dosis de 0zono necesaria en este tratamiento para una
inactivacion de 4 unidades logaritmicas respecto al tratamiento de ozono
combinado con perdxido de hidrogeno se obtiene conclusiones semejantes a las
obtenidas por Dna. Munia Lanao ya que en ambos casos la dosis de ozono
requerida es superior en el tratamiento de ozono combinado con perdxido de
hidrogeno y dioxido de titanio. Sin embargo, la tinica diferencia que existe con
las afirmaciones de Diia. Munia Lanao para este tratamiento, es la mejora que
supone este tratamiento sobre el ozono combinado con peroxido de hidrogeno
para una misma dosis de Os. Debido a que la inactivacion obtenida para una
dosis de 3 mgOsL?! es superior en este tratamiento de combinacion de
Os/H202/TiO: respecto al tratamiento de Os combinado con H:0:, siendo las
inactivaciones obtenidas de 2,2 unidades logaritmicas y 1 unidad logaritmica
para la combinacion de Os/H:02/TiO: y la combinacion de Os/H:0:
respectivamente.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Diia. Munia Lanao
se observa que el orden de inactivacion fijado de 4 unidades logaritmicas para
la E.coli se alcanza cuando la dosis de ozono es aproximadamente 1,5 veces mas
de la requerida para la inactivacién de Enterococcus sp., siendo dichas dosis de
15 mgOs-L ! y 10 mgOs-L* para E.coli y Enterococcus sp. respectivamente. Si se
compara la inactivacion para una dosis de referencia de 3 mgOs-L, se obtienen
inactivaciones de 2,2 unidades logaritmicas tanto para E.coli como para
Enterococcus sp.

La Figura 15 muestra una comparacion grafica de los valores obtenidos en
los tratamientos de ozonizacién, ozono combinado con perdxido de hidrogeno,
ozono combinado con didéxido de titanio y ozono combinado.
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Figura 15. . Inactivacion de E.coli tras los tratamiento con Os (X), Os/TiOz(#), Os/H202 (A).
H202/TiO2/Os (®). No = 108 UFC- 100 mL-. [H202]=0,04 mM. [TiO2]=1 g L.

En la Tabla 23 se muestran un resumen de los resultados de los
parametros (dosis de ozono necesaria para una inactivacion de 4 unidades
logaritmicas de inactivacion e inactivacion para una dosis de 3 mgOs-L) que se
han explicado en este Capitulo 5 en los apartados 5.1, 5.2, 5.3 y 5.4.

Tabla 23. Resumen de los resultados obtenidos en los tratamientos de desinfeccion
estudidados para E.coli en comparacion con Enterococcus sp. y C. perfringens.

Dosis de Ozono necesario .,
ara la inactivacion de 4 Inactivacion para una
. . . v .
Tratamiento | Microorganismo para s dosis de 3 mgQOs-L?
unidades logaritmicas . .
(unidades logaritmicas)
(mgOs-L1)
E.coli 19 1
Ozonizacion Enterococcus sp. 12,4 1,4
C. perfringens 3,6 2,8
E.coli 10 1
03/H20:2 Enterococcus sp. 5,7 2,7
C. perfringens 2,7 4,5
E.coli 4 3
03/TiO2 Enterococcus sp. 6,5 2,7
C. perfringens 4,25 4,25
E.coli 15 2,2
03/H202/TiO2
Enterococcus sp. 10 2,2
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5.5. Modelizacion cinética

Los datos experimentales de las curvas de inactivacion de E.coli obtenidos
durante los tratamientos de ozonizacién, peroxona, ozono combinado con
didxido de titanio y ozono combinado con perdxido de hidrégeno y didxido de
titanioOs/H202/TiO:, se analizan a través de 3 modelos matematicos, el modelo
de Hom, el modelo bifédsico y el modelo de Mafart.

Las Tablas 23, 24, 25 y 26 recogen los valores de los parametros cinéticos
obtenidos tras aplicar los modelos matematicos seleccionados sobre las curvas
de inactivacion de la E.coli durante los tratamientos de ozonizacion, peroxona ,
ozono combinado con didxido de titanio y ozono combinado con dioxido de
titanio y peroxido de hidrégeno, respectivamente.

Tabla 24. Parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados sobre la
inactivacion de E.coli en el tratamiento de ozonizacion.

Modelo de Hom
kap (min1- mg L) m ECM R2
E.coli
3,27 0,20 0,24 0,99
Modelo bifasico
f ki (min-1) k2 (min-1) ECM R2
E.coli
0,99997 8,48 0,15 0,044 0,99
Modelo de Mafart
P O (min) ECM R2
E.coli
0,30 0,08 0,61 0,95

Se obtienen valores de los indices de ajuste, error cuadratico medio y
coeficiente de correlacion bastante aceptables por las siguientes razones. En
primer lugar, los valores del coeficiente de correlacion (R?) son cercanos a 1. Y
en segundo lugar, los resultados del error cuadraticos medio (ECM) son muy
cercanos a 0 a excepcion del modelo Mafart.

72



Capitulo 5 Resultados
Tabla 25. Parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados sobre la
inactivacién de E.coli en el tratamiento de peroxona.
Modelo de Hom
kap (min-1- mg L) m ECM R2
E.coli
4,24 0,20 | 0,06 0,99
Modelo bifasico
f ki (min) k2 (min") ECM R?
E.coli
1,00 10,10 0,53 0,089 0,99
Modelo de Mafart
P O (min) ECM R2
E.coli
0,37 0,08 0,59 0,94
Tabla 26. Parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados sobre la
inactivacién de E.coli en el tratamiento de Os/TiOx.
Modelo de Hom
kap (min1- mg L) m ECM R?
E.coli
4,10 0,17 | 0,13 0,99
Modelo bifasico
f ki (min-1) k2 (min!) ECM R?
E.coli
0,99 20,32 0,50 0,15 0,99
Modelo de Mafart
P 0 (min) i ECM R?
E.coli
0,17 2,22-10* 0,13 0,99
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Tabla 27. Parametros cinéticos del modelo de Hom, modelo bifasico y modelo de Mafart
aplicados sobre la inactivacién de E.coli en el tratamiento de Os/TiOz2/H20:.

Modelo de Hom
kap (min-1- mg L) m ECM R2
E.coli
3,27 0,20 H 0,085 0,99
Modelo bifasico
f ki (min-?) k2 (min-1) ECM R?2
E.coli
0,99 7,51 0,26 0,07 0,99
Modelo de Mafart
P O (min) ECM R2
E.coli
1,13 0,65 0,95 0,81

Los valores de las constantes de velocidad de inactivacion (kap en el
modelo de Hom y ki1 y k2 en el modelo bifdsico) son inferiores en el tratamiento
de ozonizacion con respecto a los tratamientos peroxona, O3/TiOz, a excepcion
del valor de Kap en el modelo de Hom y de Ki en el bifasico del tratamiento de
Os/H20:/TiO2 que es el mismo y menor respectivamente. El valor del pardmetro
0 del modelo de Mafart es inferior en el tratamiento de Os/TiO:z y Os/H202/TiO:
por lo que alcanzan la unidad logaritmica de inactivacion en menor tiempo que
en el proceso de ozonizacién, cuyo valor coincide con el obtenido en el
tratamiento con peroxona.

A partir de los resultados del R? (explicado en el apartado 4.4.2) se puede
afirmar que la precision predictiva de la mayoria de los modelos es buena, ya
que se obtienen valores muy cercanos a 1. Sin embargo, la precision predictiva
del modelo Mafart, excepto para el tratamiento con Os/TiO2, no es buena en
comparacion con los otros modelos.

Se puede afirmar a partir los valores obtenidos del ECM (explicado en el
apartado 4.4.2) que los resultados predichos se asemejan a los resultados reales.
Sin embargo, no se puede afirmar que exista un perfecto acuerdo entre los
valores predichos y los valores reales en todos los modelos ya que los valores
del ECM para algunos modelos son mas cercanos a 1 que a 0. Los valores del
ECM del modelo Mafart para los tratamientos con peroxona y Os/TiO2/H20: son
un perfecto ejemplo.

En la Figura 16 se refleja de manera grafica los ajustes de los modelos
aplicados sobre la curva de inactivacion de E.coli frente a los distintos
tratamientos estudiados.
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Las Figura 17, 18, 19 y 20 muestran la otra forma de poder observar los
ajustes de los modelos aplicados sobre los resultados que se han obtenido
experimentalmente mediante la representacion de los valores observados de
inactivacion y los estimados mediante los modelos cinéticos.

Se observa que no todos los resultados observados se ajustan a los
modelos cinéticos aunque si se aproximan a éstos. Los resultados del
tratamiento de ozonizacion se ajustan bien con el modelo bifdsico pero no con el
modelo de Mafart. Del mismo modo, en el tratamiento con peroxona, la nube de
puntos que corresponde con los resultados observados se ajusta mejor con el
modelo bifasico y con el modelo Hom que con el modelo Mafart. Por otro lado,
los resultados del tratamiento de combinacidén de ozono y didxido de titantio, se
ajustan bien con los tres modelos matematicos. Y finalmente, igual que ocurre
con los resultados del tratamiento de combinacion de ozono y peroxido de
hidrogeno, la nube de puntos que corresponde con los resultados del
tratamiento de combinacion de ozono, didxido de titanio y perdxido de
hidrégeno se ajusta bien a los modelos bifasico y Hom, mientras que se observa
un pero ajuste de los resultados observados con el modelo Mafart.
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Capitulo 5

Resultados

En la Tablas 27, 28, 29 y 30 se comparan los parametros obtenidos en los
modelos cinéticos para E.coli con los parametros obtenidos por Dfia. Munia

Lanao para Enterococcus sp. y C. perfringens.

Tabla 28. Comparacion de los parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados
sobre la inactivacion de E.coli con los obtenidos por Diia. Munia Lanao para Enterococcus sp. y
C. perfringens en el tratamiento de ozonizacion.

Modelo de Hom
Microorganismo kap (min1- mg L) m ECM R?
E.coli 3,268 0,20 0,24 0,99
Enterococcus sp. 3,001 0,26 0,69 0,94
C. perfringens 2,623 0,36 i 1,13 0,78
Modelo bifasico
Microorganismo f ki (min-1) k2 (min-1) i ECM R2
E.coli 0,99997 8,48 0,15 0,044 0,99
Enterococcus sp. 0,999993 3,862 0,185 i 0,49 0,98
C. perfringens 0,99997 7,990 0226 | 077 0,91
Modelo de Mafart
Microorganismo p 0 (min) ECM R?
E.coli 0,30 0,08 0,61 0,95
Enterococcus sp. 0,23 0,002 0,74 0,93
C. perfringens 0,36 0,07 1,14 0,78
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Tabla 29.Comparacién de los parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados
sobre la inactivacion de E.coli con los obtenidos por Diia. Munia Lanao para Enterococcus sp. y
C. perfringens en el tratamiento con peroxona.

Modelo de Hom
Microorganismo kap (min!- mg L) m ECM R?
E.coli 4,24 0,20 0,06 0,99
Enterococcus sp. 4,321 0,21 0,58 0,96
C. petfringens 5,346 0,05 i 0,08 0,99
Modelo bifasico
Microorganismo f ki (min-1) k2 (min-1) ECM R?
E.coli 0,999973 10,10 0,53 0,089 0,99
Enterococcus sp. 0,999998 5,98 0,24 0,94 0,95
C. perfringens 0,999996 12,83 0,17 0,27 0,99
Modelo de Mafart
Microorganismo p 0 (min) ECM R?
E.coli 0,37 0,08 0,59 0,94
Enterococcus sp. 0,21 0,001 0,58 0,96
C. perfringens 0,07 5-101 i 0,10 0,99
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Tabla 30. Comparacion de los parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados
sobre la inactivacion de E.coli con los obtenidos por Difia. Munia Lanao para Enterococcus sp y C.
perfringens. en el tratamiento de Os/TiOx.

Modelo de Hom
Microorganismo kap (min!- mg L) m ECM R?
E.coli 4,10 0,17 0,13 0,99
Enterococcus sp. 4,072 0,22 0,58 0,95
C. perfringens 2,77 0,36 0,90 0,86
Modelo bifasico
Microorganismo f ki (min-1) k2 (min-1) ECM R?
E.coli 0,999914 20,32 0,50 0,15 0,99
Enterococcus sp. 0,9999991 6,04 0,19 0,94 0,94
C. perfringens 0,999995 8,78 0,25 1,05 0,96
Modelo de Mafart
Microorganismo p 0 (min) i ECM R?
E.coli 0,17 2,22-10+ i 0,13 0,99
Enterococcus sp. 0,22 0,001 i 0,58 0,95
C. perfringens 0,37 0,06 0,90 0,86

Tabla 31. Comparacion de los parametros cinéticos de los modelos matematicos aplicados

sobre la inactivacion de E.coli con los obtenidos por Diia. Munia Lanao para Enterococcus sp. en
el tratamiento de O3/H202/TiOs.

Modelo de Hom
Microorganismo kap (min!- mg L) m ECM R?
E.coli 3,27 0,20 0,085 0,99
Enterococcus sp. 3,18 0,19 0,26 0,97
Modelo bifasico
Microorganismo f ki (min) k2 (min) ECM R?
E.coli 0,999901 7,51 0,26 0,07 0,99
Enterococcus sp. 0,99991 5,93 0,18 0,16 0,99
Modelo de Mafart
Microorganismo p 0 (min) i ECM R?
E.coli 1,13 0,65 i 0,95 0,81
Enterococcus sp. 0,19 0,002 i 0,26 0,97
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Si se comparan los valores de las constantes de velocidad de inactivaciéon
(kap en el modelo de Hom y ki y k2 en el modelo bifasico) se observa que se
obtienen valores mas altos sobre la inactivacion de E.coli respecto a Enterococcus
sp. tanto en los tratamientos de ozonizacion como O3/TiOz2 y Os/H202/TiO..
Aunque que en el tratamiento de Os/H20: el valor de ki y k2 sigue la evolucion
anterior, mayor para E.coli que para Enterococcus sp., el valor de kap es mayor
para Enterococcus sp. que para E.coli.

La comparacion de las constantes de velocidad de inactivacion, para C.
perfringens y E.coli da resultados similares a los obtenidos anteriormente para la
comparacion Enterococcus sp con E.coli, obteniendo valores mas altos sobre la
inactivacion de E.coli respecto a C. perfringens tanto en los tratamientos de
ozonizacién como Os/TiO2, mientras que para el tratamiento de Os/H20: los
valores de kapy ki son mayores para C. perfringens que para E.coli.

El valor del pardametro & del modelo de Mafart, que indica el tiempo
necesario para conseguir 1 unidad logaritmica de inactivacion, es inferior en
casi todos los tratamientos para la eliminacion de Enterococcus sp. a excepcion
del tratamiento Os/TiO2 que es inferior para la eliminacion de E.coli. Si se
compara el valor del pardmetro d para C. perfringens se obtiene un resultado
similar al anterior para Enterococcus sp., es decir, es inferior en casi todos los
tratamientos para la eliminacion de C. perfringens. a excepcion del tratamiento
Os/TiO2que es inferior para la eliminacion de E.coli.

Los tratamientos de eliminacién mas efectivos son O3/H202 y Os/TiO: para
estos tres microorganismos, teniendo en cuenta el tiempo de exposicion y no el
ozono consumido.

Si se comparan los valores del ECM obtenidos en los distintos
tratamientos para E.coli y Enterococcus sp. se observa que existe un mayor
acuerdo entre los valores predichos y los valores reales en los modelos para la
eliminacion de E.coli que para Enterococcus sp. ya que dichos valores son
menores en los tratamientos en los que se elimina E.coli que en los que se
eliminan Enterococcus sp. Sin embargo, los valores del ECM en el modelo Mafart
para la eliminacion de E.coli en los tratamientos de Os/H20: y Os/H202/TiO2 son
mayores a los obtenidos para la eliminacién de Enterococcus sp. en estos mismos
tratamientos.

Al comparar los valores del ECM obtenidos en los tratamientos para C.
perfringens y E.coli da resultados similares a los obtenidos al comparar E.coli y
Enterococcus sp. ya que se obtiene un mayor acuerdo entre los valores predichos
y los reales en los distintos modelos para la eliminaciéon de E.coli que para C.
perfringens. Excepto, los valores del ECM en el modelo Mafart para la
eliminacion de E.coli en el tratamientos de Os/H20: ya que son mayores a los
obtenidos para la eliminacion de C. perfringens. en este mismo tratamiento.

84



Capitulo 5 Resultados

Respecto a los valores del R? se puede afirmar que existe una mayor
precision predictiva de la mayoria de los modelos en los tratamientos
estudiados para la eliminacion de E.coli que para la eliminacion de Enterococcus
sp. salvo excepciones. Dichas excepciones estan relacionadas con el modelo
Mafart en los tratamientos con Os/H20: y Os/H20:/TiO:2 ya que se obtienen
valores mas altos de R? para la eliminacion de Enterococcos sp.

Finalmente si se comparan los valores de R? para C. perfringens y E.coli se
obtienen resultados similares a los obtenidos al comparar E.coli y Enterococcus
sp., a excepcion del valor de R? del tratamiento de Os/H20: en los modelos
bifdsico y Hom que son iguales para ambos microorganismo, y menor el valor
de R?para E.coli en el modelo Mafart.
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Capitulo 6 Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer, como resultado de los distintos
tratamientos que se han llevado a cabo a lo largo de este proyecto fin de carrera,
son las siguientes.

- Se puede conseguir eliminar de las aguas E.coli de manera eficaz
usando POAs de manera alternativa a los procesos convencionales.

- Las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras estudiadas tras los
distintos tratamientos varian de la siguiente forma. El pH aumenta
ligeramente su valor mientras que la turbidez y los sdlidos en
suspension aumentan en mayor medida sus valores respecto a los
iniciales. La conductividad aumenta su valor en los tratamientos de
ozonizacion, O3/H20:y O3/H202/TiO2, mientras que en el tratamiento
Os/TiOz2disminuye su valor.

- Si se tiene en cuenta que la carga biologica de la aguas del Canal
Imperial de Aragon, antes y después de su tratamiento de
potabilizacion puede alcanzar niveles de hasta 10* UFC-100 mL", se
puede afirmar con los resultados que se han obtenido que la
inactivacion bacteriana en todos los tratamientos es equivalente a una
eliminacion superior del 99,99%.

- Los tratamientos de ozonizacidon, Os/H20:, Os/TiOz y Os/H20:/TiO:
consiguen inactivar de manera efectiva las poblaciones de E.coli.

- La adicion al ozono de H:0: y TiO: por separado mejora los
resultados de inactivacidon respecto al tratamiento de ozonizacién. Sin
embargo, la combinacién de estos tres compuestos en un mismo
tratamiento da resultados de inactivacion finales, semejantes al
proceso de ozonizacién.

- Se puede afirmar por los resultados de desinfeccion que se han
obtenido que la generacion de especies reactivas del oxigeno no se ve
potenciada directamente al combinar perdxido de hidrégeno y
dioxido de titanio en un mismo tratamiento con ozono.

- Si se utiliza ozono o combinacion de esté con otros elementos como
desinfectante del agua, se observa que la presencia de materia
organica disminuye la accion bactericida del ozono al competir las
bacterias presentes en el agua con las especies reactivas generadas.

- Los mejores resultados de inactivacion de E.coli se obtienen con los
tratamientos con peroxona y Os/TiO2. Mientras que se obtiene una
inactivacion similar en los tratamientos con ozono y Os/H202/TiO,
salvo a concentraciones bajas de ozono que se obtiene mejores
resultados con la combinacion de Os/H202/TiO..
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Se obtiene buenos resultados de desinfeccién para dosis de ozono
bajas en el tratamiento Os/TiO2, mientras que los mejores resultados
de desinfeccion final se obtienen en el tratamiento con peroxona.

La E.coli presenta curvas de inactivacion que no responden a
funciones lineales sino que presentan cola.

Los resultados obtenidos en el laboratorio se ajustan bien a los
modelos matematicos Hom, Mafart y bifasico.

A partir de los resultados del R? y del ECM se puede afirmar que la
precision predictiva y la semejanza a los resultados reales de la
mayoria de los modelos es buena. Sin embargo, la precision
predictiva del modelo Mafart, excepto para el tratamiento con
Os/TiOz, no es tan buena en comparacion con los otros modelos.

La sensibilidad y velocidad de inactivacion de E.coli en comparacion
con Enterococcus sp. 'y C. perfringens para los tratamientos estudiados
es mayor.
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