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RESUMEN

Las enfermedades causadas por parasitos reciben el nombre de parasitosis y
constituyen un problema de salud publica que a pesar de los adelantos en la
tecnologia, continian afectando la calidad de vida de los individuos y los animales
que los adquieren. El ozono (O3) y el peréxido de hidrégeno (H,0;), asi como la
combinacion de ambos (O3/H,0,) son poderosos oxidantes que se aplican
exitosamente desde hace mucho tiempo como desinfectantes de agua de tipo
residual y potable, por lo que es de interés evaluar su actividad parasiticida a
diferentes tiempos de contacto, pH y concentraciones. Se utilizaron quistes de
Giardia lamblia y huevos de Toxocara canis, ambos agentes zoonbticos,

cosmopolitas, que comunmente contaminan aguas residuales y suelo.

El contacto hasta por 120 min de soluciones de H,O, a diferentes concentraciones
y pH inactiva el 52.2% de los huevos de T. canis y disminuye el 71.9% de
viabilidad de los quistes de G. lamblia. El tratamiento con O3 inactivd al 98% de

los quistes a pH 10, con los huevos alcanz6 el 83.9% a pH 5.

La oxidacién con agua saturada con ozono de manera individual o0 combinada con
peréxido de hidrégeno a diferentes valores de pH no elimind el riesgo de
transmision de la giardiosis ya que solo alcanz6 valores maximos de 35.5% de
actividad giardicida, Sin embargo la actividad del ozono aplicado en el reactor

semi-bach fue 2.6 veces mas eficiente en la inactivacién de quistes de G. lamblia.

La oxidacién por el ozono en combinacién con perdxido de hidrégeno y la accidn
de los radicales hidroxilo formados en el ambiente alcalino presentaron mayor
inactivacion de quistes de G. lamblia (99.4%) y huevos de helminto (89.4%) en

comparacion con la inactivacién en reacciones a pH neutro y acido.

El sinergismo que se tiene con la combinacion oxidante de O3/H;O; y la
presencia de radicales hidroxilo formados en el pH alcalino permiti6 obtener
mayores porcentajes de inactivacién lo que disminuye de manera importante el
riesgo de transmisidn de ambas parasitosis, por o que se demostré que los
procesos de oxidacion a avanzada son una alternativa para inactivar quistes del

protozoario G. lamblia asi como huevos de helminto T. canis.
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ABSTRACT

Parasitic diseases are a public health problem that despite the advances in
technology continues to affect the quality of life of individuals and animals. Ozone
and hydrogen peroxide as well as the combination of both (O3/H205) are powerful
oxidants successfully that have been applied for a long time as disinfectants of
waste water and potable type, so it is interesting to evaluate its parasitical activity
at different contact times, pH and concentrations of O3 and H2O,. Giardia lamblia
cysts and Toxocara canis eggs were used, both zoonotic cosmopolitan agents,

commonly contaminate wastewater and soil.

Contact up to 120 min of H;O, solutions at different concentrations and pH
inactivates the 52.2% of the T. canis eggs and only decreases 71.9% viability of G.
lamblia cysts. The treatment with Oz inactivated the 98% of the cysts with a pH 10,
with the eggs only reached 83.9 % at a pH of 5.

The oxidation with water saturated with ozone individually or in combination with
hydrogen peroxide in different values of pH didn’t eliminate the risk of transmission
of the Giardiosis as it only reached higher values of 35.54% of giardicidal activity.
Even though the activity of the ozone applied in the reactor was 2.6 times more

efficient in the inactivation of G. lamblia.

Oxidation by ozone in combination with hydrogen peroxide and the action of the
hydroxyl radicals formed by the alkaline environment presented a higher
inactivation of the G. lamblia cysts (99.4%) and the helminth eggs (89.4%)

compared to the inactivation of the reactions of a neutral and an acid pH.

The synergism that is obtain with the oxidant combination of O3/H,O, and the
presence of hydroxyl radicals formed in the alkaline pH allowed higher
percentages of inactivation which significantly reduces the risk of the transmission
of both parasitosis, it was shown that the advanced oxidation processes are an
alternative to inactivate cysts of the protozoan G. lamblia as well as the eggs of

the helminth T. canis.
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1. INTRODUCCION

Las parasitosis tienen un gran impacto en la salud humana y animal, aun en estas
fechas en donde se tienen avances muy importantes en tecnologia como son la
nanotecnologia y protedbmica que se estan aplicando para mejorar las técnicas de

diagnéstico (Sanchez-Ovejero et al., 2016).

A medida que los humanos fueron desplazandose en diferentes direcciones,
tuvieron que adaptarse a las condiciones ambientales de una zona particular y
alimentarse de sus fuentes naturales. Hoy se sabe que una amplia gama de
microorganismos con diferentes origenes forman parte de la biosfera, conforme la
gente se extendia hacia nuevas regiones, entraba en contacto no sélo con la flora
y fauna de esas zonas, sino también con los organismos presentes en los
vegetales, animales, tierra o agua; de igual modo algunos animales infectados se
convertian en fuente de contaminacién para las personas cuando se interactuaba

con ellos.

Los parasitos constituyen un problema de salud publica, pero también repercuten
en la economia para el control de las enfermedades infecciosas, de hecho y
aunqgue no siempre, las infecciones parasitarias afectan desproporcionadamente a
las poblaciones con mas desventajas econdmicas en el mundo. Muchos parasitos
que se encuentran raramente en el mundo desarrollado, son muy comunes en
paises en vias de desarrollo (Gersovitz y Hammer, 2001). Cuando las personas
padecian algun problema de salud por un microorganismo por la aparicion de un
sintoma, la gente trataba de conocer las causas de la enfermedad, el origen de
sus sintomas y la forma de curarse, las primeras observaciones de enfermedades
parasitarias proceden de alguien que advirti6 que la materia fecal contenia
helmintos y protozoarios entre otros, entonces ya fue posible identificar las causas
de los signos y sintomas de la afeccién como diarrea mucosa y sanguinolenta,

fiebre o vomitos (Becerril, 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) advierte que el incremento en la
hacinacion favorecera la transmisién de enfermedades, los nifios en edad escolar
son los mas vulnerables y pueden presentar afecciones fisicas e intelectuales

debido a las infecciones por helmintos y protozoarios. El parasitismo intestinal es
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uno de los problemas que se presenta tanto en los estratos rurales como en los
urbanos donde los habitos de higiene y juego hacen que los nifios en edad
escolar sean los mas afectados por las infecciones transmitidas por protozoarios y
helmintos (Smyth et al., 1969).

La mayoria de los parasitos ya sean unicelulares como los protozoarios o
multicelulares como los helmintos han desarrollado extraordinarios mecanismos
de adaptacién que les permiten sobrevivir en condiciones ambientales que de otro

modo los destruirian (Lujan, 2006).

Los quistes de protozoarios como Giardia lamblia pueden existir y concentrarse
en el agua, tanto residual como potable, ya que existen factores de riesgo que
incluyen a la contaminacién accidental de hortalizas, frutas, esto se debe por el
uso de riego de agua contaminada, asi como también a un inadecuado
saneamiento de la red de distribucion de agua, el tiempo de resistencia de los
microorganismos patdgenos en el ambiente, practicas deficientes de desinfeccion,
la ingestion de agua contaminada, de hecho aun después de haber sido esta
agua tratada con algun procedimiento de desinfeccion ya sea fisico o quimico
(Smyth et al., 1969; Barbosa et al., 2013).

El hecho de ingerir este tipo de protozoos puede provocar diferentes grados de
enfermedad, ya que puede ir desde una aguda hasta una cronica que pueden ser
agresivas, complicarse y ser mortales, sobre todo en aquellas personas que
inmunoloégicamente se encuentran comprometidas y/o inmunodeprimidos; por lo
que si se da un tratamiento adecuado de prevencién del agua se evitaria el hecho

de que se den brotes epidémicos en la poblacién (Barbosa et al., 2013).

Los helmintos son un grupo de organismos muy abundantes en la naturaleza, se
caracterizan por ser metazoarios, macroparasitos y por su aspecto vermiforme. La
palabra helminto, deriva del griego elmis o helmis “gusano”, la helmintologia es
una rama de la parasitologia animal que estudia a estos parasitos del hombre y

de otros animales (Botero y Restrepo, 2003).

El helminto Toxocara canis es el agente etiolégico de la toxocariosis, la cual entre
las enfermedades parasitarias es de las mas importantes de la poblacién a nivel
mundial (Anderson, 2000).



En muchos paises, las infecciones causadas por parasitos son frecuentes,
especialmente la helmintiosis, los huevos de los helmintos son muy resistentes a
los desinfectantes quimicos, manteniéndose viables por mucho tiempo. Los
huevos de helminto se pueden llegar a concentrar en el agua residual o potable
por un inadecuado saneamiento de la red de distribucion. Por otro lado, malos
habitos higiénicos, uso de agua de riego contaminada, una desinfeccidon
inadecuada, contaminacién de frutas y hortalizas pueden provocar este tipo de
infecciones. Los huevos de helmintos son descargados al medio ambiente en las
heces y la ruta oral-fecal es la principal via de transmision de la enfermedad. Por
desgracia, hay una falta de conocimiento sobre el control sanitario de los
helmintos (Lujan, 2006).

Historicamente la contaminacién antropogénica de las aguas se ha tratado con
métodos convencionales con procesos fisicoquimicos como son la floculacion,
precipitacioén, cloracidn o adsorcion en carbdén activo, por mencionar algunas
tecnologias de uso comun. Sin embargo, en ciertas ocasiones este tipo de
tecnologias no son eficaces ya sea por la alta toxicidad del efluente a tratar o
porque con las tecnologias disponibles no es posible alcanzar los requerimientos
de vertido requeridos, por lo que surge la necesidad de procesos mas eficaces
en la destruccion de contaminantes. En las ultimas décadas las tecnologias de
oxidacion avanzada se han consolidado como una alternativa eficiente para la
destruccion de contaminantes, incluyendo los organicos, inorganicos, metales y
patdbgenos como los virus, protozoarios, bacterias y parasitos (Sanz et al., 2012).
Sin embargo, dichas tecnologias (POA) aun hoy son poco aplicadas, y peor aun
menos difundidas en los paises de economias emergentes como los de América
Latina (Doménech et al., 2002).

Los procesos de oxidaciéon avanzada se definen como aquellos procesos que
implican la generacion de radicales hidroxilo que son unos fuertes oxidantes, que
en una cantidad suficiente hacen posible la purificacién del agua (Gottschak et al.,
2002). Los POA son tecnologias que se estan consolidando como la opcién mas
eficaz en el tratamiento de efluentes contaminados, principalmente por aspectos
como su alta versatilidad, la amplia variedad de las tecnologias disponibles y la
posibilidad que ofrecen de combinarse con las tecnologias mas convencionales
(Sanz et al., 2012).



En el presente trabajo, se planteé el uso de tecnologias de oxidaciéon avanzada
con ozono (O3), perdxido de hidrégeno (H202) y la combinacién (O3s/H,0;) para
demostrar su actividad como desinfectantes sobre huevos de helminto (HH) de T.
canis y quistes de G. lamblia, como una alternativa para el control de la

transmision de estos parasitos.



2. ESTADO DEL ARTE

Infecciones parasitarias por protozoarios

Los protozoos de proto = primero y zoo = animal, son seres eucariontes, es decir
que tienen un DNA organizado, membrana nuclear y organoides diferenciados.
Son unicelulares, presentan diferentes formas dependiendo de la clase a la que
pertenecen, las formas de resistencia que por lo general tienen importancia
epidemioldgica son los quistes y ooquistes. El desplazamiento de los protozoarios
se realiza por medio de flagelos, cilios y seuddépodos. La reproducciéon puede ser

asexual y sexual (Werner, 2013).

Una caracteristica de los organismos parasitos es la gran capacidad que tienen
de adaptarse a cambios del medio ambiente que les rodea, ya sean unicelulares
como los protozoarios o multicelulares como los helmintos pueden ocupar
diferentes nichos durante su trayecto por diversos vectores y hospedadores
(Deitsch et al., 1997). Las Infecciones Parasitarias Intestinales (IPl) son
endémicas y constituyen la principal causa de enfermedad en todo el mundo, son
el resultado de un saneamiento inadecuado, falta de acceso a agua potable y
malas condiciones de vida, al igual que por contaminaciéon de aguas residuales
(Obala et al., 2013). Las enfermedades parasitarias son muy importantes en
México debido a su impacto econémico y efectos adversos sobre la poblacion
(Sanchez-Vega et al., 2006). Para determinar con qué frecuencia se presentan
parasitosis por protozoarios en México se han realizado diversos estudios en
poblaciones, indicando como principales agentes a G. lamblia (Flores, 2002).
Otros factores como la carencia o deficiencia de los servicios publicos sanitarios
asi como la ausencia de sistemas de abastamientos y falta de potabilizacién de
agua en las poblaciones rurales y urbanas favorecen la transmision de estos

patogenos (Sanchez-Pérez et al., 2000).



2.1. Giardia lamblia y giardiosis

G. lamblia también conocido como: Giardia intestinalis, Giardia duodenalis es un
protozoario flagelado zoond6tico patdgeno descrito por Antonie Van Leeuwenhoek
de sus propias heces en 1681(Citado en Adam, 2001), que parasita el tracto
digestivo de humanos y otros mamiferos. En 1859, Vilem Laml (Citado en Adam,
2001) realizé un estudio con mas detalle de la morfologia y movilidad de este
parasito haciendo mencién de la forma, presencia de disco ventral y tamafio, y lo
denomindé Cercomonas intestinalis. En 1902 Charles Wardell Stiles (Citado en
Adam, 2001) lo nombré Giardia duodenalis en honor al profesor A. Girad de Paris
(Adam, 2001).

2.1.1. Clasificacion taxonomica

De acuerdo a Schmidt y Roberts (2013), Adam (2001) y Lujan y Svard (2011), la
clasificacion taxonémica de G. lamblia es la siguiente:

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophorea

Orden: Diplomonadina

Suborden: Diplomonadina

Familia: Hexamitidae

Género: Giardia

Especie: lamblia (duodenalis o intestinalis)

2.1.2. Epidemiologia

La infeccion por G. lamblia produce una patologia denominada giardiasis o
giardiosis la cual se encuentra entre las primeras diez parasitosis que afectan al
hombre (Upcroft y Upcroft, 2001; Vazquez y Campos, 2009), y es una de las
causas mas comunes de diarrea en todo el mundo pero puede cursar de manera

asintomatica a la enfermedad aguda o crénica.



El hombre es el principal reservorio de G. lamblia pero se conocen diferentes
reservorios animales que se infectan con esta especie y a su vez funcionan como
trasmisores (Adam, 2001; Rivera et al., 2002; Wolfe, 1992).

2.1.2.1. Giardiosis en México

La giardiosis presenta una distribucibn mundial y la incidencia guarda relacién
estrecha con las condiciones sanitarias asi como la higiene personal y nivel
educativo; se calcula que en México hay casi 9 millones de personas parasitadas
por G. lamblia (Vazquez y Campos, 2009), siendo los grupos mas afectados los
nifios menores de 5 afos. La prevalencia en México de la giardiosis oscila entre
un 20-50 % y ocupa el tercer lugar de las parasitosis (SSA), pero el primer lugar
como el parasito protozoario intestinal en humanos mas comun (Thompson,
2008). En el 2015 en el mes de noviembre, la Secretaria de Salud reporto 10,449
casos de giardiosis (Figura 1), y tan solo en el Distrito Federal se presentaron 662
casos, la mayor incidencia se presentd en los estados con climas calidos y
templados como Puebla, Estado de México, Oaxaca, Chiapas, San Luis Potosi,
Veracruz, Tamaulipas, Sinaloa, Yucatan, Jalisco, Guerrero (Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica 2015). Incidentalmente también es el parasito mas
comun en animales domésticos como perros y gatos, que se infectan con los
quistes de esta especie y que pueden funcionar como trasmisores siendo por lo
tanto un microorganismo cosmopolita (Adam, 2001; Thompson, 2008; Wolfe,
1992).
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Figura 1. Incidencia del mes de Noviembre de 2015 de la giardiosis en México



Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud reconoce a la giardiosis como
una zoonosis aun cuando el tema sigue resultando controversial (Arévalo et al.,
2005, Fonte y Ali, 2010). El agua potable que proviene de rios y lagos se puede
encontrar expuesta a la defecacién tanto de animales como de humanos, la
filtracion y la ebullicibn son los medios que normalmente se utilizan para la
desinfeccién, asi como la cloracién que no es suficiente para inactivar quistes del
protozoario G. lamblia, por lo que se estd probando la ozonacion como una
alternativa (US EPA 1999a; Arévalo et al., 2005).

En el agua para consumo humano G. lamblia se encuentra con mayor frecuencia,
pero esto puede variar segun la localidad, por lo que se debe dar un seguimiento
si se presentan brotes hidricos, asi como también importa qué tipo de animales o

reservorios pueden estar transmitiendo la enfermedad (Smith et al., 2006).

En un estudio de campo que realizaron en el valle de Juarez (México) Di Giovanni
et al. en el 2006, observaron que las actividades de agricultura pueden ser un
riesgo debido a que las ovejas que consumian el forraje que era regado con
aguas residuales ya tratadas, transmitian la enfermedad a los humanos, por lo
que el agua residual recuperada no es una garantia de que esté libre de quistes
de G. lamblia.

2.1.3. Morfologia de G. lamblia

Durante el ciclo de vida de G. lamblia se presentan dos fases: la de trofozoito y la
de quiste, las cuales sufren significativos cambios bioquimicos y morfolégicos que
les permiten sobrevivir en ambientes y condiciones como los mecanismos de
defensa que el hospedador genera, que de otro modo los destruirian. Para
sobrevivir fuera del intestino del hospedador los trofozoitos pasan a la fase de
quiste, que se caracteriza por poseer una rigida pared glicoproteica externa que le
permite sobrevivir incluso a los desinfectantes comunes, y condiciones
ambientales hostiles como cambios de pH, humedad y de temperatura. Los
trofozoitos son sensibles a los cambios de temperatura, humedad y a la presencia

de agentes quimicos (Lujan, 2006).



2.1.3.1. Fase de trofozoito

El trofozoito es la fase patogénica, tiene forma de pera cortada, de gota o lagrima
con simetria bilateral cuya superficie dorsal es convexa y la superficie ventral es
concava y miden de 10 a 15 ym de largo y de 7 a 9 um de ancho (Vazquez y
Campos, 2009), presenta un par de nucleos de forma esférica ovales colocados
en ambos lados de la linea superior del mismo tamafo con sus cariosomas. El
citoesqueleto incluye un centro parabasal del cual salen los 4 pares de flagelos y
uno o dos cuerpos medios (Figura 2) que se relacionan con la informacion
genética que codifica para que se forme el disco ventral el cual es caracteristico

de G. lamblia al desenquistarse (Adam, 2001).

Figura 2. Morfologia del trofozoito de Giardia lamblia, etapa replicativa en el intestino. (D)
disco ventral, (N) 2 nucleos, (AF) flagelos anteriores, (LF) flagelos posteriores, (CF) flagelos
caudales, (VF) flagelos ventrales, (MB) cuerpos medios, que se ven transversalmente a los
axonemas centrales, (F) microtubulos que se conectan a los axonemas, (PV) vesiculas periféricas
(Lujan y Svéard, 2011).

2.1.3.2. Fase de quiste

Los metaquistes o quistes con cuatro nucleos corresponden a la etapa infectiva,
son de forma redonda o eliptica, miden de 5 a 8 ym de largo por 10 ym de
diametro y presenta de dos a cuatro nucleos dependiendo de su fase de madurez
(Figura 3) vy son liberados al exterior con las heces, estos pueden permanecer

viables por varios meses en lugares frescos y humedos a una temperatura de 4 a



8 °C (Lujan, 2006). La infeccién se propaga a un nuevo hospedero por la ingestion
de alimentos o0 agua contaminados con los quistes, en agua fria pueden sobrevivir
mas de dos meses, se ha demostrado que los quistes son resistentes a las
concentraciones de cloro que normalmente utilizan para desinfectar el agua (US
EPA 1999a).

Se requiere la ingesta de mas de 100 quistes para asegurar la infeccion en el
humano (Lujan, 2006). La enquistacion se produce después de que los
organismos han sido sometidos a la replicacién del nucleo, pero antes de la
citocinesis, por lo tanto los quistes presentan de dos a cuatro nucleos
dependiendo de su madurez, estan cubiertos por una pared que es de 0.3 a 0.5
pMm de espesor, la parte exterior de la pared del quiste esta cubierta con una red
de filamentos y una capa membranosa interior con dos membranas. En relacion
con la composicibn de carbohidratos se ha considerado como principal
componente de la pared quistica la N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina,
la quitina aunque en menor proporcion también se encuentra presente (Adam,
2001; Bazan-Tejeda et al., 2008).

Figura 3. Morfologia del quiste de Giardia lamblia (fase infectante). Nu- 4 nucleos, Ax-
axonema, K- Cariosoma, MB- 2 cuerpos medios, CW- Pared del quiste separada de la membrana
celular.
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2.1.3.2.1 Desenquistamiento

G. lamblia presenta un ciclo de vida simple, el desenquistamiento in vivo fue
descrito y reproducido en 1979 por Bingham y Meyer, bajo condiciones in vitro, el
desenquistamiento se ha utilizado para determinar la viabilidad de los metaquistes
asi como para cuestiones epidemiolégicas (Adam, 2001). El desenquistamiento
necesita ser regulado para evitar la apertura del quiste en el estbmago donde
Giardia puede morir por el pH de los jugos gastricos, sin embargo in vitro es
necesario utilizar un pH de 1.3 a 2.7 (Bingham y Meyer, 1979) o a 4 (Boucher y

Gillin, 1990; Shayne et al., 1990) para que el desenquistamiento sea un éxito.

El mecanismo molecular por el cual las senales son percibidas a través de la
pared del quiste es aun desconocido. El proceso es rapido ya dura
aproximadamente 2 horas. La técnica de desenquistamiento in vitro varia de un
laboratorio a otro, ya que esto depende de la calidad del quiste y de su madurez
(Lujan y Svard, 2011; Ankarklev et al., 2010).

Después de haber sido tratados los quistes bajo condiciones adecuadas para
desenquistar, los trofozoitos salen a través de la ruptura de la pared del quiste, la
division celular comienza alrededor de 30 minutos si las condiciones son las

adecuadas, lo que resulta en dos trofozoitos binucleados (Lujan y Svérd, 2011).

2.1.4. Viabilidad de G. lamblia

La viabilidad de los quistes de G. lamblia puede determinarse utilizando diferentes
métodos; en 1979 Bingham et al. demostraron que la exclusion del colorante o su
incorporacion, asi como el desenquistamiento in vitro son métodos que se pueden
emplear para comprobar la viabilidad de estos quistes. Un factor que afecta la
viabilidad es la temperatura ya que cuando se almacenan a 8 °C son viables
hasta por 3 meses en agua, pero si estos se almacenan a 37 °C no llegan a

sobrevivir mas de 4 dias.
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La infectividad de Giardia se ha probado utilizando modelos animales, y como
modelo a Giardia muris después de la ozonizacién y se ha observado que se
tiene una sensibilidad alta para detectar inactivaciones de quistes del 99.9%
(Labatiuk et al., 1992).

2.1.5. Ciclo de vida

La infeccion por G. lamblia comienza con la ingestion de alimentos y agua
contaminados con materia fecal que contiene los quistes. En el estbmago tras el
paso por el ambiente acido (jugos gastricos con un pH de 1.3 a 2.7) y por la
exposicion a los contenidos del intestino delgado, se presentan el
desenquistamiento y la liberacién del trofozoito, en respuesta a las sefales del
huésped en la parte inferior del intestino delgado, una vez libre el trofozoito
parasita el duodeno y el yeyuno tanto en el humano como en otros hospederos,
en este sitio el pH es ligeramente alcalino (pH 7 y 8) y las secreciones
pancreaticas y biliares son favorables para su establecimiento y division por fisién
binaria; los trofozoitos se unen firmemente a la superficie de las células epiteliales
mediante el disco ventral adhesivo y colonizan el intestino delgado o se pueden

mover libremente en el lumen.

Algunos son arrastrados cuando se va el bolo alimenticio hacia el colon en donde
comienzan a enquistarse como respuesta a la deshidratacion del medio,
detectando a su vez que hay una disminuciéon del colesterol y sales biliares,
durante la fase del enquistamiento los flagelos se retraen primero, después el
citoplasma se condensa y los componentes de la pared del quiste se secretan, los
quistes binucleados recién formados son excretados al medio a través en las
heces como quistes infecciosos, tras una maduracion se vuelven infectivos
(tetranucleados o metaquistes) para otros hospederos, repitiéndose el ciclo de
vida (Figura 4) (Adam, 2001).
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Figura 4. Ciclo de vida de G. lamblia. (1) Los quistes son responsables de la transmision de la
giardiosis y pueden sobrevivir varios meses en el ambiente. La infeccién se inicia con la ingestion
de quistes presentes en el agua contaminada, los alimentos, o por contaminacion de manos o
fémites. (2) En el intestino delgado, se presenta el desenquistamiento y se liberan los trofozoitos
(cada quiste produce dos trofozoitos). (3) Los trofozoitos se multiplican por fisién longitudinal
binaria en el lumen del intestino delgado donde pueden estar libres o adheridos a la mucosa por el
disco ventral. (4) El enquistamiento durante el transito de los parasitos hacia el colon. (5) Los
quistes son excretados en las heces y son infecciosos, por lo que la transmisién de persona a
persona es posible (Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention 2004).

2.2. Toxocara canis y toxocariosis

Los helmintos son gusanos planos o redondos, pluricelulares, invertebrados,
tamano variable (mm-m), sin apéndices articulados pero si presentan érganos de
fijacion, presentan pared corporal, carecen de aparato respiratorio y circulatorio,

pueden ser hermafroditas o ser dimorficos.

13



Se dividen en dos phylum: el filo Nematoda y el filo Platyhelminthes. Los
nematodos son gusanos cilindricos que abarcan un gran numero de parasitos
humanos; como 6rganos de fijacion pueden presentar dientes o placas cortantes,
tubo digestivo completo, dimorfismo sexual. Los huevos de helmintos tienen una
longitud que varia entre 18 a 150 ym, y un diametro que varia de 12 a 14 ym en
los mas pequenos, y hasta 90 um en los mas grandes. La forma de los huevos

puede ser esférica o alargada (Calderén, 2004).

Las geohelmintiosis son el conjunto de parasitosis helminticas en las que los
huevos de helmintos parasitos son expulsados con las heces, estos huevos no se
encuentran embrionados y para que se puedan desarrollar y ser infectivos
necesitan permanecer en el suelo humedo aproximadamente de 7 a 14 dias,

aunque esto puede variar (Gallegos-Berenguer, 1997).

Toxocara canis es un nematodo parasito de vertebrados que pertenece al orden
Ascaridia, es el agente causal de la toxocariosis que es una zoonosis, la cual
entre las enfermedades parasitarias es una de las importantes dentro de la
poblacién a nivel mundial. Es una geohelmintiasis de animales de importancia en
la salud publica (Anderson, 2000).

La toxocariosis es una enfermedad comun en los perros, la fase adulta de este
parasito, afecta principalmente a los cachorros de pocas semanas a tres meses,
los cuales son los mas susceptibles, y se alojan principalmente en su intestino en
donde las hembras adultas de estos parasitos son muy fecundas, ya que
producen miles de huevos 200,000 al dia. Esta puede ser una razén por la que su
prevalencia es alta. Ademas de los perros, T. canis es capaz de infectar a una
gran variedad de hospederos paraténicos como roedores (ratas, cobayos,
ratones), rumiantes, conejos, aves de crianza (palomas y pollos), animales
silvestres como coyotes, zorras, lobos; insectos como las cucarachas, lombrices,
cerdos y el hombre (Quiroz, 1997; Archelli y Kozubsky, 2008). La enfermedad en
el hombre se manifiesta en dos formas denominadas larva migrans visceral (LMV)
y la larva migrans ocular (LMO). Su alta incidencia se da especialmente en los
lugares donde no se tiene un control adecuado de los parasitosis de la poblacién
canina, principalmente la poblacién callejera (Martinez-Barbosa et al., 1998;
Botero y Restrepo, 2003).
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2.2.1. Clasificacion taxonomica

De la Fe-Rodriguez et al., (2006) reportan la siguiente clasificacion taxonémica de

T. canis:

Reino: Animalia

Phylum: Nemathelmintes
Clase: Cecermentea
Subclase: Rhabditia
Orden: Ascaridida
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Toxocaridae
Género: Toxocara
Especie: Canis

2.2.2. Epidemiologia

La diseminacién y sobrevivencia de huevos de helminto en el ambiente no
solamente incluye la ruta fecal, sino que también hay que entender el papel

importante que juegan las aguas residuales (Botero y Restrepo, 2003).

La infeccibn en humanos esta ampliamente documentada en todo el mundo con
niveles variados de prevalencia desde 2.6% en Inglaterra hasta 81.5% en Nepal.
La infeccién afecta la calidad de vida del humano y causa problemas respiratorios,
hepaticos o neuroldgicos crénicos y si se adquiere durante la infancia las

alteraciones continuaran por el resto de la vida (Macpherson, 2013).

En el hombre la toxocariosis se adquiere por via oral, una de ellas puede ser la
via directa o geofagia que es el habito de ingerir tierra por carencia de hierro, y es
frecuente en nifios, mujeres embarazadas, mientras que la via oral indirecta
implica consumir frutas y verduras contaminadas, o por la ingesta de huevos
infectivos (Archelli y Kozubsky, 2008). Los huevos no solo se dispersan a través
de las heces de los cachorros en el suelo, también se ha demostrado que el 95%
de los cachorros pueden albergar huevos en el pelo en cantidades considerables

a las encontradas en el suelo (Roddie et al., 2008).
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La toxocariosis se presenta casi exclusivamente en nifios menores de 10 afios,
aunque también puede presentarse en adultos, la mayoria de los casos se da por
la deficiencia de saneamiento en las viviendas y mala higiene personal, la
prevalencia de este sindrome es dificil de establecer por la dificultad de un
diagnéstico seguro. La parasitosis es cosmopolita en los perros y presenta
frecuencias muy variables de acuerdo a las regiones y a la metodologia utilizada
(Botero y Restrepo, 2003).

En la ciudad de México se realizé un estudio en donde se encontré que entre los
nematodos encontrados, T. canis tuvo un prevalencia de 13.3% en perros
callejeros principalmente jévenes, contribuyendo en la contaminacion ambiental al

no estar desparasitados (Eguia et al., 2005).

La toxocariosis intestinal estd ampliamente difundida y existen muchos estudios
nacionales e internacionales en donde se observan variaciones muy importantes
de prevalencia que van de 2.9% en Holanda a 79.9% en Japén, en tanto que en
México los valores oscilan desde 5% en Monterrey a 100% en el CDMX
(Macpherson, 2013).

2.2.3. Morfologia de Toxocara canis

T. canis es un gusano dioico en el cual se observan tres regiones una anterior
donde se encuentra la boca y el anillo nervioso, una media donde se encuentra el
intestino y una posterior donde se localizan las gbnadas y la cloaca, en la parte
anterior se encuentran las aletas cefalicas (Toxon, arco) que es lo caracteristico
del género para fines diagnésticos, en la boca se observa la presencia de tres
labios bien desarrollados (Figura 5), el extremo posterior de la hembra termina en
punta, en el macho termina curvado hacia la parte ventral observandose también
la papila caudal. Las hembras miden 18 cm y los machos 10 cm, para fines
diagnosticos de género se observan la ornamentacion de la cuticula y las

espiculas desiguales (Lamothe-Argumedo y Garcia-Prieto, 1988).
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Figura 5. Morfologia de Toxocara canis. En la (A) se observa la parte anterior del nematodo
adulto con las aletas cefalicas (flecha), mientras que en la (B) se observan los tres labios, (C)
adultos machos y hembras. (Collage of Veterinary Medicine, University of Georgia, 2007).

2.2.4. Ciclo biolégico

La toxocariosis comprende cuatro mecanismos de transmision: ingestion de
huevos, transplacentaria, transmamaria y por ingestion de hospederos

paraténicos los cuales alojan larvas enquistadas en sus tejidos.

Ingestion de huevos: Los cachorros menores a tres meses de edad son los
hospederos definitivos en donde los adultos de T. canis se alojan en el intestino.
Cuando los cachorros ingieren huevos embrionados con la fase J2 estos
eclosionan en el intestino, atraviesan la pared intestinal llegan al higado y por
medio del sistema portal llegan al corazdén. Por medio de la circulacion menor
llegan a los pulmones y migran hacia la traquea, es en esta regién donde mudan
a J3 y son deglutidas. En el estbmago mudan al estadio J4 y en el intestino
delgado se alojan hasta desarrollar su fase adulta, cuando son sexualmente
maduros, las hembras liberan grandes cantidades de huevos inmaduros (200,000
huevos/dia/hembra) los cuales son liberados al ambiente a través de las heces. El
potencial bi6tico no solo repercute en la salud de estos animales, sino que
también se convierte en un grave problema de salud publica, especialmente en
los lugares donde no se tiene un control adecuado de las parasitosis en la

poblacion canina, principalmente la callejera.
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Los huevos inmaduros requieren de un periodo de 28 dias para formar la fase
infectiva J2, la presencia de los adultos en el intestino de los cachorros causa,
ademas de lesiones en visceras, irritacibn y obstruccion intestinal y, en
infestaciones masivas puede ocasionar la muerte de estos animales (Cordero del
Campillo et al., 1999).

Trasmision por hospederos paraténicos: Otro modo adicional de infestacion es
el que se realiza debido a los habitos depredadores del hospedero canino. Los
huevos infectantes ingeridos por roedores, producen larvas de segundo estadio,
que se alojan en diferentes tejidos y 6rganos de estos hospederos paraténicos.
Tales larvas prosiguen su desarrollo cuando el roedor es ingerido por un
carnivoro, y el parasito alcanza, sin migracion, el estado adulto en el intestino. En
perros adultos la migracion es diferente, las larvas se pueden desarrollar en
huéspedes paraténicos, en los que se incluye al hombre, cuando las larvas llegan
a los pulmones no pasan a la traquea para ser deglutidas sino que pasan a
rinones, utero, cerebro, musculo esquelético permaneciendo en estado inactivo en
la fase J2 (Roberts et al., 2005).

En el hombre la infeccion ocurre cuando ingiere alimentos contaminados con
huevos embrionados, eclosionando estos en el intestino, liberandose larvas del
segundo estadio J2, y no pueden completar su ciclo de desarrollo, pero mantienen
un metabolismo activo, mostrando un comportamiento migratorio regularmente
hacia musculo esquelético y tejido nervioso. Sin embargo, la respuesta
inmunoldgica que se genera impide que se complete su migracién hacia otras
partes del cuerpo y estas larvas son encapsuladas, formandose un granuloma
eosinofilico en cualquiera de los érganos donde se encuentre principalmente ojos,

higado, pulmones, cerebro.

Su recorrido por el cuerpo en esta fase conduce al estado clinico conocido como
larva migrans visceral y larva migrans ocular (Lamothe-Argumedo y Garcia-Prieto,
1988).
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Transplacentaria y trasmamaria: Las perras cuando se encuentran prefiadas
presentan una infeccion prenatal, estas abandonan los tejidos selectivamente a
los 42 o0 43 dias de la gestacion probablemente bajo influencia hormonal, como la
prolactina, hidrocortisona y oxitocina, se alojan larvas de segundo estadio J2
permaneciendo en tejidos y se dirigen hacia la placenta por el cordéon umbilical
penetrando al feto o migran hacia las glandulas mamarias, después se desarrollan
por completo en los cachorros, presentado estos al sexto dia de nacidos larvas J4

en el intestino (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo biolégico de T. canis. (Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention,
2004).
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2.2.5. Morfologia del huevo de Toxocara canis

Los huevos de T. canis tienen una cubierta gruesa la cual le da la resistencia ante
las condiciones ambientales de tipo quimico, mecanico y térmico, son
subesféricos, con hoyuelos llamados fosetas en su superficie que los asemeja a
una pelota de golf, miden de 80 a 85 ym por 75 um (Figuras 7 y 8).

Figura 7. Huevo de T. canis donde se observan las fosetas, observacion a 40x en microscopio
optico (Fuente: elaboracion propia).

Figura 8. Huevos de T. canis. (A) Huevo no embrionado eliminado en heces de perro. (B) Huevo
embrionado larvado. Observacion a 40x en microscopio 6ptico (Fuente: elaboracion propia).
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El huevo esta formado por cuatro capas, tres de las cuales forman al huevo y una
cuarta formada por las secreciones que adquiere al salir del Utero, dandole esta
ultima resistencia al huevo. El material secretado de la pared del Utero se adhiere
a la superficie externa del huevo, mientras el huevo permanezca en el utero, se
mantiene un aspecto albuminoso e incoloro, pero cuando entra en contacto con la
bilis en el flujo del contenido intestinal del hospedero, esta capa se endurece y

adquiere una coloracidén pardo-amarillenta (Chester et al., 1986).

El orden sucesivo de las capas que conforman a los huevos de T. canis de afuera
hacia adentro es el siguiente: la primera capa esta formada secreciones del utero
por arriba de esta se encuentra una segunda capa formada de albumina, la tercer
capa esta formada de quitina (mecanicamente rigida) por arriba de esta se
encuentra una cuarta capa formada de lipidos que se observan como granulos
refringentes que salen del citoplasma, la cual es resistente a la desecacién, a la
penetracidn de sustancias polares y responsables de la extrema impermeabilidad
(Figura 9).

A, Citoplasma

B. Capa de granulos

refringentes

C. Capa guintinosa
L ey Y Capa albuminosa

!.__r"’r-
s del

. Capa de secrecione
utero.

Figura 9. Capas que componen al huevo de Toxocara canis (Chester et al., 1986).

Por cromatografia de capa fina se han identificado los siguientes aminoacidos
componentes de la estructura quimica general de la cubierta externa de los
nematodos como T. canis: lisina, arginina, acido glutamico, serina, glicina, cistina,
acido aspartico, treonina, alanina, valina, tirosina, leucina, isoleucina, triptofano,

fenilalanina y prolina. A, B, C y D representan una proteina, E, F, B, C' y G otra.
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El aminoacido N-terminal de la proteina A, esta ligado a una o-quinona, la cual

también esta ligada a un residuo lisil de la proteina F (Smyth y Mc Manus, 1989).
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Figura 10. Estructura quimica de la pared externa de un nematodo (Smyth y Mc Manus, 1989).

Cuando estan protegidos de la luz solar directa y la desecacion, los huevos se
desarrollan hasta alcanzar el estadio infectivo en unas tres semanas a
temperaturas estivales y persisten en el suelo muchos meses. Debido a la accion
de las lluvias, es posible que los huevos se transporten a lugares bastante
distantes alcanzando grandes concentraciones en algunos puntos (Chester et al.,
1986).

2.2.6. Huevos de helmintos en aguas residuales
La diseminacién y sobrevivencia de HH en el ambiente no solamente incluyen la

ruta fecal, sino que también hay que entender el papel importante que juegan las

aguas residuales.
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Existe una gran diversidad de HH que tienen importancia sanitaria, recuperados
de aguas residuales y lodos que afectan a los humanos y animales, entre los
helmintos importantes encontrados esta T. canis, los cuales pueden eliminarse del
agua pero el problema se transfiere a los lodos, lo que implica una problematica
en particular. Los HH presentan mayor resistencia a ser eliminados, lo que ha
propiciado que se busquen nuevos métodos de inactivacibn y asi tener
alternativas diferentes de los métodos tradicionales (Jiménez, 2007; Bouhoum et
al., 2000; Makni, 2001).

2.3. Procesos de oxidacion avanzada

Las actividades de desinfeccion son consideradas como los mecanismos
principales en la desactivacién o destruccion de los organismos patébgenos para
prevenir la dispersion de enfermedades transmitidas a través del agua tanto a los
usuarios como al ambiente. Es muy importante que las aguas residuales sean
tratadas adecuadamente antes de realizarse los procesos de desinfeccion para

que la accion de cualquier desinfectante sea eficaz (US EPA, 1999a).

Los procesos biolégicos convencionales en el tratamiento de aguas en algunos
casos no producen buenos resultados para la eliminacion de contaminantes o no

se logra alcanzar el grado requerido bajo norma (Garcia et al., 2011).

En la practica para la aplicacién de los métodos de tratamiento se debe tener en
cuenta fundamentalmente la naturaleza y las propiedades fisicoquimicas de las
aguas o efluentes a tratar, las aguas contaminadas por la actividad humana
pueden en general ser procesadas eficientemente por plantas de tratamientos
quimicos convencionales como la ozonizacidn; sin embargo en estos casos y
cada vez mas se esta recurriendo al uso de las llamadas tecnologias o procesos
de oxidacién avanzada, muy poco aplicados y peor aun menos difundidos
(Doménech et al., 2002).

Es por esta razdn que la aplicacion de un proceso de oxidacion avanzada (POA)
como un pretratamiento o post-tratamiento puede ser una alternativa. Los POA
estos son reconocidos por presentar una alta eficiencia en su aplicaciéon ya que se

logra degradar una gran variedad de contaminantes, cualquier proceso de
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oxidacién en el cual las especies dominantes sean los radicales hidroxilo es
definido como un proceso de oxidacion avanzada (Muller y Jekel, 2001; Tang,
2004), los cuales presentan un potencial de oxidacion de 2.8 V, son de vida corta,
y son agentes oxidantes extremadamente potentes (Acero y Von, 2001; Garcia et
al., 2011).

En los métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales se acentua la
reduccion o la eliminacién de la demanda bioquimica de oxigeno y de los sélidos
en suspensién, en tanto que en el tratamiento orientado para el aprovechamiento
del agua se exige la eliminacion de agentes patogenos, operacién para la cual no
son muy eficaces los métodos convencionales. En la potabilizacién de agua, la
problematica es similar ya que éstos patégenos resisten a otros desinfectantes
como el cloro (Mara y Cairncross, 1989; Camel y Berman, 1998). En el caso de
los protozoarios se han aplicado dosis de cloro de hasta 80 mg/L por 120 minutos,
resultando costoso para tratar sus quistes (US EPA, 1999a), por lo que es
importante la aplicacion de estas nuevas tecnologias en la desinfeccion para
garantizar una calidad 6ptima del agua .La mayoria de los procesos de oxidacion
avanzada pueden aplicarse a la desinfeccién inactivando virus, bacterias,
helmintos y protozoarios, detoxificacidon y remediacion de aguas especiales

generalmente a pequena y mediana escala (Mara y Cairncross, 1989).

El uso de procesos de oxidacién avanzada (POA) para eliminar los contaminantes
en diversas aplicaciones de tratamiento de agua ha sido objeto de estudio durante
unos 30 afos, las mezclas mas comunes de oxidacion avanzada incluyen el
reactivo de Fenton, ozono/peroxido de hidrogeno (O3/H,02), ozono/luz ultravioleta
(03/UV), Oslcatalizador sélido, perdxido de hidrogeno/magnesio (H20./Mg?),
peréxido de hidrégeno/luz ultravioleta (H,O,/UV), foto asistida con Fenton,
H,O,/catalizador sélido, perdxido de hidrégeno/hipoclorito de sodio (H202/NaClO),
Oxido de titanio/luz ultravioleta (TiO-/UV), se han investigado para saber el efecto
que tienen sobre los contaminantes y conocer asi su actividad (Suty et al., 2004,

Tang 2004). Los procesos de oxidacion avanzada se enlistan en la tabla 1.

24



Tabla 1. Procesos de oxidacion avanzada.

Ozonificacion en medio alcalino = Procesos fotoquimicos

(O5/OH)

Ozonificacion con peroxido de -Fotdlisis del agua en el
hidrogeno ultravioleta de vacio (UVV)
Procesos Fenton (Fe*'/H,0,) -UV/H,0,

Oxidacion electroquimica -UV/O,4

Radiolisis y tratamiento con haces Foto Fenton

de electrones -Fotocatalisis heterogénea

Plasma no térmico

Descarga electrohidraulica-
ultrasonido

Oxidacion en agua a condiciones
sub/ y supercritica de presion y
temperatura.

Fuente: Doménech et al., 2002.

Ventajas de estas nuevas tecnologias sobre los métodos convencionales

Generan lodos que a su vez requieren de un proceso de tratamiento y/o
disposicion.

Se consigue la mineralizacion completa o destruccion del contaminante. En
cambio, las tecnologias convencionales, que no emplean especies
oxidantes, no alcanzan a oxidar completamente la materia organica.

No se forman subproductos de reaccibn o se forman en baja
concentracion.

Son ideales para disminuir la concentracién de compuestos formados por
pretratamientos alternativos, como la desinfeccion en donde se usa cloro.
En muchos casos, consumen mucho menos energia que otros métodos por
ejemplo, la incineracion.

Eliminan efectos sobre la salud de desinfectantes y oxidantes residuales
como el cloro.

Los POA se usan principalmente como pretratamientos antes de un
tratamiento bioldgico para contaminantes resistentes a la biodegradacion o
como proceso de post-tratamiento para efectuar un pulido de las aguas

antes de la descarga a los cuerpos receptores.
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Estas técnicas, deben su eficiencia a los procesos involucrados que poseen una
mayor factibilidad termodinamica y una velocidad de oxidacién muy incrementada
por la participacion de radicales, principalmente el radical hidroxilo (OHe), esta
especie posee propiedades que lo hace capaz de atacar virtualmente a todos los
compuestos organicos y reaccionar de 10° a 10" veces mas rapido que oxidantes
alternativos como el Os. En la tabla 2, se presentan los potenciales de oxidacion
de distintas especies y se muestra que después del fluor el radical hidroxilo es el

oxidante mas energético (Doménech et al., 2002).

Tabla 2. Potencial de 6xido-reduccion de algunos agentes oxidantes.
Potencial en volts

Especie (E°) A 25 °C
Flaor 3.03
Radical hidroxilo 2.80
Oxigeno atébmico 2.42
Ozono 2.07
Peroxido de hidrégeno 1.78
Radical perhidroxilo 1.70
Permanganato 1.68
Dibdxido de cloro 1.57
Acido hipocloroso 1.49
Cloro 1.36
Bromo 1.09
Yodo 0.54

Fuente: Doménech et al., 2002.

2.3.1. Peroéxido de hidrégeno

Thenard (citado en Tang, 2004), identific el perdxido de hidrégeno (H2O2) como
un compuesto quimico en 1818 y ha estado disponible de manera comercial en
soluciones acuosas desde mediados del siglo XIX. Este compuesto tiene un
enlace covalente oxigeno-oxigeno y dos enlaces covalentes hidrogeno-oxigeno,
sus propiedades oxidativas se originan a partir de estos enlaces. Es a
temperatura y presiéon ambiental un liquido altamente polar, fuertemente enlazado
con el hidrégeno (como el caso del agua). En estado puro, es un liquido denso y
claro y tiene un sabor amargo, su punto de congelacién es de -0.43 °C y su punto
de ebullicién es de 15.2 °C a 1 atm de presidén. Su uso comercial es en soluciéon
acuosa por lo tanto la constante de velocidad de reaccion es mas importante que

la del compuesto puro, en general el H;O, como reactivo es facil de manejar y
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seguro, es comun que ya se use en el tratamiento de contaminantes en aguas

potables municipales, aguas residuales y efluentes gaseosos (Tang, 2004).

El peréxido de hidrégeno es un fuerte oxidante con un potencial de oxidacién
estandar que va desde 1.8 a 0.87 V, oxida un gran numero de compuestos
organicos e inorganicos, los mecanismos de reaccion de estas oxidaciones varian
segun el compuesto, los tipos de catalizadores usados y otros condicionantes de
la reaccion. Ha sido aplicado para oxidar sulfuros, nitritos, cianuros, hipocloritos y

cloro en aguas residuales (Tang, 2004).

2.3.1.1. Reacciones en la disociacion del peréxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno produce radicales segun las condiciones en que se

encuentre en las reacciones.

A continuacion se presenta la reaccién reversible de la disociacidon del peroxido de
hidrégeno, la cual genera el anion perhidroxilo (1), el cual reacciona nuevamente
con una molécula de peréxido de hidrégeno, dando como productos agua,

oxigeno y un radical hidroxilo (2).

H,0, & HO; + H* (1)

H,0,+ HO; » H,0 + 0, + OH (2)

Con la generacion del primer radical hidroxilo, debido a su alta reactividad se da
lugar a una serie de reacciones en las que se generan mayor numero de
radicales, en los cuales ademas del radical hidroxilo (OH") se encuentran el

radical perhidroxilo (HO2") y el anién superoxido (O27).

H,0, ++ OH — 0~ + H,0 (3)

HO; +OH' - 03 + H,0 (4)
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Las siguientes reacciones involucran la recombinacion de radicales, dando lugar a
compuestos mas estables como H2O, O2 y el compuesto inicial H202.

HO; + OH® - H,0 + 0, (5)
HO3 + HO3 > H,0, + 0, (6)

H,0 + HO} + 03— H, 0, + 0, +0H™ ()

Los radicales libres, pueden seguir el camino descrito anteriormente pero en
presencia de otros compuestos como materia organica, también reaccionan con
estd dando lugar a procesos oxidativos como se muestra en las siguientes

reacciones:

HO, +M - M oxidada
OH* + M — M oxidada

03~ +M — M oxidada

2.3.2. El peroxido de hidrogeno como un desinfectante

El peréxido de hidrégeno (H»0O;) es un oxidante eficaz, capaz de inactivar virus,
bacterias y protozoarios. Tiene un fuerte poder desinfectante porque forma
radicales hidroxilos que son el segundo oxidante mas fuerte después del fluor. A
concentraciones superiores al 20% es corrosivo y comburente. Puede destruir
esporas, su efectividad permanece inalterable ante la presencia de materia
organica y en bajas temperaturas. Cuando se aplica en aguas residuales
desactiva coliformes fecales con una reduccion de 2 unidades log durante 20
minutos (en efluentes de tratamiento bioldgico); pero el peréxido de hidrégeno se
ve afectado por el pH en medios con valores de 7 y 8 por lo que sus
caracteristicas de desinfectante decrecen (Lazarova et al., 1998). Es excelente
fuente de oxigeno, radicales superdxido (O,") y radicales hidroxilo los cuales son

altamente reactivos y muy toxicos para los microorganismos (Labas et al., 2008).
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2.3.3. Ozono

El ozono (O3;) es una forma alotrépica del oxigeno, se encuentra en estado
gaseoso a temperatura ambiente, es incoloro y con olor acre penetrante, es
téxico, altamente corrosivo, fuerte oxidante, su potencial de oxidacion es de 2.07

V. se estima que 50 ppm por 30 minutos puede ser letal (Gottschalk, 2000).

2.3.3.1. Produccion de ozono

El ozono se produce cuando las moléculas de oxigeno (Oz) son disociadas por
medio de una fuente de energia produciendo atomos de oxigeno que
posteriormente chocan con una molécula de oxigeno para formar una molécula
inestable, el ozono (O3). El método de descarga eléctrica es la fuente de energia

mas comunmente utilizada para la produccion de ozono.

El aire o el oxigeno puro se utilizan como gas de alimentacién, el cual es
transmitido al generador de ozono a un flujo estable. La corriente de gas
generada con el aire contiene cerca del 0.5 a 3% de ozono en peso, mientras que,
con el oxigeno puro genera aproximadamente de 2 a 4 veces esa concentracion
(US EPA, 1999a).

El uso mas generalizado del ozono se da en la desinfeccidén del agua potable, sin
embargo, en los ultimos afos han aumentado las investigaciones sobre la

aplicaciéon de ozono para la desinfeccidén de aguas residuales (US EPA, 1999a).

Dado que el ozono es una molécula inestable, debe ser generado en el momento
que se va a aplicar para su uso en el tratamiento de agua, estd formado
generalmente por la combinacion de un atomo de oxigeno con una molécula de

oxigeno:

30, © 20,
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El ozono puede ser producido utilizando oxigeno puro o aire, puede estar en
forma gaseosa o directamente en forma de solucion por procesos
electroquimicos. La descarga de corona, también conocido como descarga
eléctrica silenciosa, consiste en hacer pasar un gas que contiene oxigeno a través
de dos electrodos separados por un dieléctrico y un espacio de descarga. El
voltaje se aplica a los electrodos, causando un flujo de electrones a través del
espacio de descarga. Estos electrones proporcionan la energia para disociar las

moléculas de oxigeno, dando lugar a la formacion de ozono (Figura 10).

Lamina metalica que recubre el tubo extemo

| I
AN

fuente de alto voltaje

Figura 11. Esquema representativo de un generador de ozono. El oxigeno o aire pasa a través
de dos placas dieléctricas provocando que se disocien las moléculas de oxigeno para que
posteriormente se forme el ozono (Modificado de US EPA, 1999b).

Los radicales hidroxilo son los principales oxidantes formados en la
descomposicion del ozono en el agua, esto se puede demostrar midiendo las
velocidades relativas a las que se consumen los diferentes sustratos y se pueden
comparar con las constantes de velocidad de la reaccién conocidas, por lo que la
velocidad de descomposicion del ozono es una funcién compleja en la que influye

la temperatura y el pH (Hoigné y Bader, 1979).

2.3.3.2. Mecanismo de reaccion del ozono

El ozono reacciona con las sustancias en dos diferentes maneras, de forma

directa y de forma indirecta. Estas dos formas generan diferentes productos de la
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reaccion y son controlados por diferentes tipos de cinéticas (Gottschalk et al.,
2000).

La reaccion directa implica que el ozono reacciona directamente con el material a

oxidar:
03 + M - M oxidada

La reaccion indirecta, implica la formacion de radicales libres. El primer paso del
decaimiento del ozono, acelerado por iniciadores de la reaccion como los iones

OH’ para formar oxidante secundarios como los radicales OH®.

La reaccion entre el OH " y el ozono producen la formaciéon de un anién radical

superoxido Oz y un radical perhidroxilo HO2e

05 +O0H™ > 05~ + HO; (A)

El radical perhidroxilo se encuentra en equilibrio acido — base.

HO; & 03 + H*

Cadena de radicales.

El anién radical ozono (O3’) formado en la reaccion entre el ozono y el anion

radical superéxido descompuesto inmediatamente en un radical hidroxilo.

05,0570, > 03702
HO; & 05+ HF

HO; - OH® - OH' + 0,
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Este radical OH+ puede reaccionar con ozono, segun se ve a continuacion:

OH* + 05 > HO,

HO; - 0,+ HO; (B)

La combinacién de las ecuaciones A y B demuestran que tres moléculas de
ozono producen dos OH’

30;+0H" + H* - 2HO" + 40,

2.3.4. El ozono como un desinfectante

En la década de los 70s el descubrimiento de los trihalometanos (THM) en el
agua debido a procesos de cloracidén hizo que se desarrollaran distintas lineas de
investigacion para evitar la formacion de estos productos. Estas investigaciones
llevaron a la utilizacién del ozono como agente oxidante para la desinfeccién de

aguas potables.

La aplicacion de la ozonizacién es un método de desinfeccion de aguas potables
que se esta aplicando ya en la actualidad, pero no es un método solamente
aplicable a aguas potables sino que también se puede aplicar como desinfecciéon

de aguas residuales (Osorio et al., 2010).

Existen varias ventajas de utilizar el ozono, es mas efectivo que el cloro para
eliminar las bacterias y virus en un menor tiempo de contacto, ademas es efectivo

contra los parasitos resistentes al cloro como el protozoario G. lamblia.

Para comparar la efectividad de diferentes desinfectantes se suele usar el factor
CT que es la concentracion del desinfectante multiplicada por tiempo (mg/L*min)
para alcanzar un determinado nivel de inactivacién del microorganismo que ha
sido expuesto bajo condiciones definidas, valores bajos de CT indican mayor
eficacia del desinfectante (Rodriguez, 2007). En la tabla 3 se muestra la

capacidad de algunos desinfectantes:
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Tabla 3. Capacidad desinfectante de los distintos agentes quimicos.

Compuesto General Bacterias Virus Quistes
Ozono ++++ ++++ +++ ++
Cloro/hipoclorito +++ ++++ ++ +
Dioxido de cloro +++ ++++ ++ +
Permanganato ++ +++ ++ .

++++ Muy buena +++ Buena ++ Regular + Escaso - Nulo Fuente: Doménech, 2004

Ademas la eficiencia de la desinfeccién por ozono no es afectada por el pH. El
ozono tiene una vida corta y se descompone en moléculas menos reactivas y
efectivas, ademas se consume rapidamente por lo que no queda ozono residual
que nos garantice que habra una desinfeccion y no puede prevenirse una
reproduccién microbiana (US EPA 1999a). Los compuestos del cloro reaccionan
con un sin fin de compuestos presentes en el agua (Tabla 4) como los
aminoacidos, amoniaco, materia organica, hierro, manganeso y otros, el 0zono no
produce solidos disueltos como ocurre cuando se lleva a cabo la cloracion
(Hoigné, 1998; Doménech, 2004).

Tabla 4. Comparacién de la formaciéon de subproductos con distintos desinfectantes.

Compuesto Formacion de THM* Formacion de otros

subproductos
Ozono Nula Media
Cloro Alta Media- Alta
Dioxido de Cloro Nula Media-Alta

*Trihalometanos
Fuente: Modificado de Doménech, 2004.

Los unicos subproductos regulados de la ozonizacion son los iones bromato, los
cuales se forman cuando las aguas de abasto tienen determinada concentracion
de iones bromuro, y su formacién puede ser controlada. Actualmente se analizan
nuevos requerimientos de CT, para disefar sistemas de ozonacion de aguas
considerando la inactivacién de protozoarios, teniendo como objetivo también la

reduccion de costos y un mayor control de iones bromato (Bataller et al., 2010).
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2.3.4.1. Los mecanismos de desinfeccion asociados con el uso del ozono

Los mecanismos de desinfeccion son:

e La oxidacién o destruccion directa de la pared de la célula con la
salida de componentes celulares fuera de la misma.

e El dafo directo hacia las bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas)
de los acidos nucleicos.

e Las reacciones con los subproductos radicales de la descomposicion
del ozono.

e La ruptura de las uniones de carbono-nitrogeno que conduce a la
despolimerizacién.

Cuando el ozono se descompone en agua, los radicales libres del perdxido de
hidrogeno (HO3') y del hidréxido (OH) que se forman tienen una gran capacidad
de oxidacion y desempefian un papel activo en el proceso de desinfecciéon, en
general se cree que los microorganismos son destruidos debido a la oxidacién
protoplasmatica dando como resultado la desintegracion de la pared celular o la

fisura de la célula.

La eficacia de la desinfeccion depende de la susceptibilidad de los organismos a
ser tratados, del tiempo de contacto y de la concentracién del ozono en el agua.
Los componentes de un sistema de desinfeccién utilizando ozono incluyen la
preparacion del gas de alimentacion, la generacion del ozono, el contacto con el

ozono Y la destruccion del ozono (US EPA 1999a).

Los parametros principales de control del proceso son la dosis, la mezcla y el
tiempo de contacto, los sistemas de desinfecciéon por medio de ozono tienen como
objetivo el maximizar la solubilidad del ozono en el agua residual ya que la
desinfeccién depende de la transferencia del ozono al agua residual, la cantidad
de ozono que se disuelve en el agua residual a una temperatura constante es una
funcién de la presidn parcial del ozono gaseoso sobre el agua o en la corriente del

gas de alimentacion.
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Es necesario que los sistemas de desinfeccion que utilizan ozono sean evaluados
a escala piloto y calibrados antes de la instalacion para asegurar que se cumplan
con los requisitos del permiso de descarga en los sitios especificos de uso (US
EPA 1999a).

2.3.5. Peroxono

Se han utilizado muchos procesos para poder incrementar la descomposicion del
ozono y que con esto, la capacidad oxidativa que tiene el proceso de la
ozonizaciéon permita producir altas concentraciones de radicales hidroxilo (OH"),
existen diferentes mezclas como lo son la de O3/H;0,, UV/H,0,, O3/UV, Os/pH
alcalino, O3/UV/H,0,, cada uno de estos procesos incluye la adicién de peroxido
de hidrégeno al agua ozonada y a este proceso se le conoce como peroxono
(Brunet et al., 1984; Glaze et al., 1987; Beltran et al., 1997), esta combinacion es
una de las tecnologias de oxidacién avanzada mas usadas, permite aprovechar
los efectos sinérgicos entre ellos, o que produce una destruccion adicional de la

carga organica (Doménech et al., 2002).

En estos procesos hay producciéon de radicales hidroxilo que son de corta vida
con una energia alta, debido a la descomposicién del ozono por el perdxido de
hidrégeno, el rompimiento de las moléculas de ozono puede ser catalizado hacia
la produccion de radicales hidroxilo cuando se le adicionan soluciones de pH
alcalino (Glaze et al., 1987). Dependiendo de la dosis del ozono el proceso puede
ser efectivo, asi como también depende de la concentracibn de la mezcla

03/H20,, tiempo de contacto, y la composicion de la muestra (Aieta et al., 1988).

2.3.5.1. Proceso del peroxono

La reaccion de O3 con H,O» es lenta, pero la de su aniébn HO; es rapida, asi la

tasa de la reaccion sigue la siguiente relacion:

Kobs = K (HO; + 03) x 10®PH-PKa)
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Kobs = Constante de velocidad observada
K = Constante de velocidad de reaccion
pKa = Constante de disociacién acida

pH = Concentracion de iones hidrégeno

Siempre y cuando se trabaje a valores de pH razonablemente por debajo de la
pKa de H,0..

El mecanismo ha sido modificado por varios autores en algunos aspectos de
acuerdo con esto, la velocidad de reaccion de Oz a HO, seria de la siguiente

manera

H,0, & H* + HO; (1)

HO; + 05 » HO0000~ (2)

Este producto puede perder O, o descomponerse en HO,' y O3~

H00000~ - HO;5 + 0, (3)

H00000~ — HO} + 03~ (4)

La vida corta del intermediario HO3; es muy corta y decae rapidamente en O,

mas OH

HO; - 0, + OH"™ (5)

Los dos radicales formados en la reaccion (4) se juntan por un periodo corto de

tiempo para reaccionar de acuerdo al siguiente ejemplo:

HO; + 03 & 0, + HO;  (6)

36



Similar a la reaccién (3), esto reduce el rendimiento de los radicales libres.
Aquellos compuestos intermediarios que se han escapado en las reacciones

pueden reaccionar después (7) y (10).

HO, & HY + 05 7)
05 o 0, + 0 (8)
0~ + H,0 & HO" +0H-  (9)

0;” + 03 - 0,+ 03 (10)

Como consecuencia de las reacciones 3 y 6, el rendimiento de ‘OH es menor a lo
que se creia, solo alrededor del 50% se consume con respecto al O3, a pesar de
esto el proceso peroxono es todavia una alternativa a otros procesos de oxidacion
avanzados (Von, 2008).

Los radicales hidroxilo atacan los componentes organicos indiscriminadamente, la
adicion de perédxido de hidrogeno da una produccion de radicales hidroxilo de 1.0

mol por mol de ozono (Aieta et al., 1988).

2.3.6. Peroxono como un desinfectante

El peroxono al igual que otros procesos de oxidacién avanzados ha demostrado
ser un desinfectante eficaz para inactivar patdgenos, pero se tiene que cuidar o
controlar el factor CT, ya que el peroxono no se puede medir a menos que se
mida el ozono residual. Las concentraciones de ozono que se usan para el factor
CT se pueden basar en el ozono residual, pero el ozono se descompone
rapidamente en presencia del perdxido de hidrogeno, por lo que se puede requerir
de concentraciones mas altas de ozono para tener una mayor eficiencia, ademas
se debe tener en cuenta otras especies oxidantes que se estén generando y que
tal vez actuen como desinfectante; se debe considerar también la fuente y la
calidad del agua y el tipo de microorganismo a prueba (US EPA 1999a; Wolfe et
al., 1989).
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El peroxono (O3/H,0,) tiene un efecto microbicida en virus como el bacteriéfago
MS2 (de cadena sencilla de RNA), phiX174 (cadena sencilla de ADN) y PRD-1
(recubiertos de ADN de doble cadena). Bacterias como Escherichia coli, Bacillus
subtilis resultan ser resistenten debido a sus esporas, por lo que se les compara
con los protozoarios como Giardia para realizar estudios de resistencia a los
desinfectantes clasicos tomandolos como indicadores de aguas residuales
(Sommer et al., 2004).

2.3.7. Los procesos de oxidacion avanzada como una alternativa para la
desinfeccion

La ozonizacion de agua potable y aguas residuales se ha convertido en un
método atractivo debido al poder oxidante, bactericida y contra protozoarios que
tiene el ozono, por lo que su combinacidbn con otros procesos aumenta la
eliminacion de la carga organica, inorganica y microbiolégica de las aguas

residuales (Van Leeuwen et al., 2003; Véliz et al., 2010; Lazarova et al., 1999).

Muchos estudios que se han realizado sobre la desinfeccion con ozono se han
enfocado a la accion que tiene sobre diferentes microorganismos, asi como los
factores que afectan su inactivacion entre los cuales se encuentran la
temperatura, el pH, el tiempo de contacto, y la dosis de ozono (Masten y Hoigné,
1992)

La giardiosis es actualmente uno de los problemas de salud publica relacionado
con las redes de abastecimiento de agua de los paises en desarrollo y es
considerada una enfermedad emergente, la incidencia futura es dificil de prever,
en México los casos descritos y declarados no llegan a ser datos reales de la
situacién, ya que el desconocimiento de los cuerpos sanitarios con respecto a
estos agentes patdgenos y su patologia hace que los casos de infeccion queden
enmascarados por otras infecciones gastrointestinales causadas por virus
entéricos, bacterias coliformes o microorganismos inespecificos (Doménech,
2003).
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Si se lograran abatir los costos, el ozono seria la técnica mas viable, ya que es el
desinfectante que ha demostrado ser capaz de destruir formas infectantes
resistentes como los huevos de helminto T. canis y los quistes del protozoario G.
lamblia. Los indicadores de contaminacién como los coliformes, aun cuando pase
los limites permisibles no indican la presencia de otros agentes infecciosos mas
peligrosos. También es muy importante que la desinfeccién vaya de la mano con
una buena campafia de saneamiento (Rojas y Orta, 2002; Solarte et al., 2006;

Garcia-Gamez et al., 2011).

En México y en otros paises de América Latina la revision microbioldgica del agua
incluye la identificacidn de organismos coliformes, pero no se consideran a otras
bacterias contaminantes, a ciertos virus entéricos y a parasitos (Tabla 5), estos
ultimos ya se incluyen en los Estados Unidos y en paises de la comunidad
Europea, como parametros de calidad y seguridad para la poblacion, en la
perspectiva del cambio climatico, la abundancia de microorganismos asi como de
nuevos agentes infecciosos, dejaria a la identificacién de coliformes como una

opcion limitada (Santos et al., 2009).

Tabla 5. Pardmetros microbiolégicos de deteccion obligatoria en varios paises para el agua
potable en México, Colombia, Estados Unidos y la comunidad Europea. (Santos et al., 2009)

Parametro México Colombia Estados Comunidad
Unidos Europea

Coliformes 0 0 0 0
fecales
Coliformes 0 0 0 0
totales
Cryptosporidium 0 0
Giardia lamblia 0
Cuenta 0
Herotréfica en
placa
Legionella sp. 0
Virus entéricos 0 0
Clostridium 0
perfringes
Streptococcus 0
faecalis
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Debido a que no existe un parametro unico ni existe la técnica eficaz que asegure
la calidad del agua, el reto es analizar las caracteristicas de las fuentes, que
permitan implementar técnicas que mejoren y aseguren la calidad de la

potabilizacién del agua, que es esencial para la vida.

Se ha tratado de identificar el mejor sistema o método de tratamiento de
desinfeccidbn que sea eficiente y efectivo para disminuir el incremento de
enfermedades gastrointestinales ocasionadas por agentes infecciosos que son
potencialmente trasmitidos como los protozoarios y HH en aguas residuales, pero
s6lo se ha logrado eliminar su presencia en el agua y transferir el problema a los
lodos que resultan de las etapas de tratamiento de agua, para ello se han
realizado diferentes sistemas de desinfeccién y se han logrado avances para
poder eliminar o disminuir la accién patdgena de los agentes infecciosos
altamente persistentes y daninos para el hombre, asi como la dosis que se debe
aplicar y tiempos de contacto que normalmente se pueden emplear, por lo anterior
se pueden aplicar métodos fisicos como: filtracidén, ebullicion, radiacion solar y
radiacion ultravioleta y los métodos quimicos como: ozonacion y cloracion, los
cuales han resultado ser los mejores sistemas de desinfeccion y que van a la
vanguardia por su amplio rango de desinfeccion como es la ozonacién (Rojas-
Valencia y Orta, 2002). Sin embargo la luz UV resulta ser un método no viable de
desinfeccion en dosis bajas de radiacion 16 WS/cm?, debido a que los quistes de

G. lamblia son resistentes a ella (Rice y Hoff, 1981).

En 1954 Giese y Christensen, se cuestionaban como era que el ozono tenia
efecto sobre diversos microorganismos, desde entonces ya se estudiaban los
efectos letales que tenia el O3, pero aun no se hacia una revision sistematica de
estas investigaciones, ni nadie habia tratado de determinar el mecanismo de
accion del ozono en las células, por lo que se realizaron experimentos con
diferentes microorganismos para ver el efecto del ozono, encontrandose que en
algunos protozoarios se presentaba lisis celular, pero otros presentaban
resistencia como Fabrea salina, Condylostoma magnum, Paramecium caudatum.
En las levaduras se presentaba una disminucién en cuanto al numero de colonias;
en general la membrana celular no reacciona completamente con el ozono por lo
que la célula se podia recuperar, pero si el ozono es capaz de penetrar, la célula

termina con todas sus funciones.
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Mercado-Burgos et al. en 1975 reportaron un dafo significativo en cercarias de
Schistosoma mansoni, con una dosis de ozono de 40 mg/L, los miracidios eran

incapaces ya de infectar a los caracoles que fueron utilizados para el bioensayo.

En 1984, Wickramayake et al. estudiaron el efecto que tenia el ozono a una
concentracion de 0.53 mg/L*min y a pH 7 sobre quistes de Giardia muris 'y G.
lamblia, en donde lograron inactivar al 99% de los quistes de G. lamblia. También
observaron que G. muris fue 3.5 veces mas resistente bajo estas condiciones. En
1985 realizaron otro estudio donde comparaban la viabilidad de estos dos
protozoarios, observando que era similar en un rango de temperatura entre 6-37
°C durante 25 dias de almacenaje, y la temperatura éptima para su supervivencia
era de 5 °C. Nuevamente demostraron que el ozono resulta efectivo para tratar
quistes de ambas especies de Giardia, pero G. muris es mas resistente, esta
diferencia en cuanto a resistencia al ozono los hizo proponer el empleo de los
quistes de G. muris como modelo para G. lamblia en estudios de desinfeccion con

0zZono.

Ishizaki et al. en 1987, demostraron que el ozono en E. coli HB101 que alberga el
plasmido de ADN dafiaba al ADN del plasmido Pbr322 al penetrar el ozono en la
membrana celular y reaccionar con las sustancias citoplasmaticas, por lo que el
ADN cromosbémico es uno de los objetivos de degradacién del ozono,

ocasionando la muerte de la célula.

En 1989 Wolfe et al., trabajaron con G. muris que provenia de aguas superficiales
no tratadas, manejaron un pH de 8 y una temperatura de 14 °C con un tiempo de
22 minutos; los quistes fueron tratados con ozono a concentraciones de 3.4 a 5.4
mg/L*min, siendo valores mayores a los reportados por la US EPA (1.3 mg/L*min
a 15 °C); también trabajaron con peroxono con las mismas concentraciones y
temperatura pero con un tiempo de 1.8 minutos. Concluyeron que las
concentraciones del ozono propuesto para inactivar los quistes de G. muris son
un poco mayor a los emitidos por la US EPA pero esto se debia posiblemente al
origen del agua. El porcentaje obtenido de inactivacion con el ozono y peroxono
fue del 99%.
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Se han realizado estudios sobre el efecto que tiene el ozono como desinfectante
en agua potable contaminada con ooquistes de Cryptosporidium parvum (Korich
et al., 1990; Rennecker et al., 1999; Rennecker et al., 2000; US EPA, 2001;
Betancourt y Rose, 2004; Diaz et al., 2003; Driedger et al., 2000). Buckhari et al.,
en el 2000 analizaron la viabilidad e infectividad después de tratar a los quistes de
C. parvum con ozono reportando un 40% de viabilidad, y un 30% de infectividad

en ratones neonatales CD-1.

Existen diversos factores que pueden afectar la inactivacion de quistes de G.
muris utilizando ozono. En 1992 Labatiuk et al. establecieron la importancia que
tiene la temperatura, el pH, la dosis de ozono y el tiempo de contacto para

inactivar quistes de G. muris tomado como modelo a ratones.

En un estudio realizado por Finch et al. en 1993 se demostr6 que no hay
diferencia de susceptibilidad al ozono entre G. muris y G. lamblia a 22 °C con una
dosis de 2.52 mg/L de ozono y un tiempo de contacto de 2 y 5 minutos a un pH de

7, obteniendo un 99% de inactivacién de los quistes.

Se han realizado estudios con huevos de T. canis, en el afio 1997 por Hong-Kean
et al., en Taiwan, quienes encontraron que aun después de darles tratamiento a
los huevos de T. canis con un proceso de oxidacion avanzada usando ozono
residual a una concentracion de 6.76 mg/L y 5.91 mg/L y manejando un tiempo de
contacto de 40 y 20 minutos, éstos no se inactivaron, sin embargo, en este trabajo
no se determinaron datos de porcentajes de inactivacion, sino que los huevos
tratados se inocularon en ratones para determinar si seguian siendo infectivos.
Como los ratones resultaron estar infectados concluyeron que el ozono no produjo
ningun efecto sobre la viabilidad de los huevos. Algo importante fue que en sus
observaciones en microscopio electronico de barrido los huevos oxidados con
ozono presentaban deformacion en su capa externa cuando se trataron con 40

minutos, pero no mencionan a que pH se trabajo la muestra.

En el 2000 Rojas y Orta, trabajaron con huevos fértiles del helminto Ascaris suum,
aplicando una concentracién de 19 mg Os/L en 500 mL en fase de gas durante 30
minutos. Observaron que el ozono como desinfectante con ese tiempo y dosis no
ocasionaba dafo, ya que se encontraron huevos con la fase de larva, los huevos

que no eran viables si presentaron dafio en las capas y fueron destruidos.
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Posteriormente en el 2004 Orta et al., realizaron un trabajo con el mismo helminto,
cuyos huevos se sometieron a tratamiento con ozono a una concentracion de 3.5
a4.7 mg/LyapHde 5y 9 obteniendo el porcentaje mas alto de inactivacion del

99% con un tiempo de contacto de 120 min en medio acido.

En el afno 1999d la US EPAc publicd un nuevo manual que denominé Alternative
Desinfectants and Oxidants, donde hacen referencia a generalidades de
oxidantes como el ozono y de la combinacion del ozono con H20, entre otros, se
documentaron datos que hacian referencia al factor CT (concentracién del
desinfectante por tiempo de contacto) y a la inactivacibn de quistes del
protozoario G. muris, los valores de CT a los cuales se lograba una inactivacion
del 99% de quistes, fue en donde se utilizd una concentracion de 3.4 y si se
combinaba al ozono con el peroxido de hidrogeno se tenia un CT de 2.6 mg/L
min. También se publicé que el ozono dafa la membrana celular de los
protozoarios, y esto puede deberse a que la pared se vuelve mas permeable, por
lo tanto el ozono al encontrarse en una fase acuosa penetra el quiste, y esto trae
como consecuencia que se dafen las membranas citoplasmaticas, afectando

también otros componentes como estructurales (US EPA, 1999c).

Facile et al. en 2000 realiz6 un trabajo en donde se utilizaron dos cepas
bacterianas esporuladas aerobias, trabajaron con un reactor y encontraron que
con una dosis de ozono 0.5 - 2.5 mg/L a pH de 6.3 y 8.2, se tenian mejores
resultados, pero para la cepa de B. subtilis que tomaron como referencia se
necesitaba un tiempo de contacto mayor observando que se desarrollaba cierta
resistencia a la ozonacion, por lo que tomaron como modelo a esta cepa de B.
subtilis para compararla con los protozoarios G. lamblia y C. parvum y poder
entender por qué estos protozoarios presentan resistencia, asi B. subtilis se
puede tomar como un indicador de contaminacién antes de utilizar una

desinfeccion con ozono.

Khadre et al. (2001) y Fernandez-Torres et al. (2010), realizaron un trabajo en
donde demostraron que el alto potencial de oxidacion del ozono oxida los
materiales de membranas de las células provocando una peroxidacion lipidica, lo
cual permite que el ozono ingrese al organismo dafiando las enzimas RNAasa y

ADNasa por lo que las células ya no se pueden reproducir, los productos que se
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generan durante la reaccion presentan actividad antimicrobiana debido al poder

oxidante.

En un trabajo realizado por Rojas en el 2001, el objetivo fue establecer qué tan
factible era inactivar parasitos con un tratamiento anaerobio termofilico (a 55 °C)
de lodos, y otro en condiciones mesofilicas (a 35 °C); en ambas etapas
experimentales, el digestor termofilico resultd ser mas eficiente para remover
patdgenos y parasitos que los digestores mesofilicos. La digestion termofilica se
encontr6 muy cerca de cumplir con los parametros establecido por la US EPA
1996 (citado por Rojas, 2001) para HH en biosélidos del tipo “A” los cuales
pueden ser utilizados para fines agricolas sin ninguna restriccion, el numero de
HH que se pueden encontrar en los biosolidos es de 0.25 HH larvados/g ST) y
para los indicadores de patdgenos, coliformes fecales (<1000 NMP g/ST),
entonces los resultados demostraron que la digestiéon anaerobia termofilica es
mas eficiente y puede ser una alternativa buena para eliminar helmintos de lodos
provenientes de aguas residuales y asi poder utilizar esos lodos con fines

agricolas sin restricciones.

En el 2002 en Taiwan Chuen-Tyan et al., examinaron el efecto que tenia el ozono
sobre la inhibicion de ooquistes de Eimeria colchici in vitro, encontraron que la
esporulacién de los ooquistes baja cuando se le trata con ozono a una

concentracion de 3.82 mg/L durante 60 min

Orta et al. en el 2002 trabajaron con un reactor de 1 L con el propédsito de destruir
HH, utilizando concentraciones de 36.8 mgOs/L de ozono en gas que se aplicd en
el fondo del reactor, con flujos de 0.25 y 0.5 L/min para lograr tasas de 9.2y 18.4
mgOs/min respectivamente, observando que a una concentracion de 18.4
mgOs/min a un pH menor a 5 se obtenia un 94% de inactivacion, pero los
resultados mejoraron cuando se aplic6 un pH de 3 con la misma concentracion
pero con un tiempo de contacto de 1 h, en donde se obtenia un 96.7% de huevos
dafiados en su cubierta exterior; se trabajé con otras especies que se encuentran
comunmente en aguas residuales tales como T. canis y observaron que después
de 3 h de contacto con ozono se obtienen mejores resultados, es decir hay una
mayor destruccidon de huevos debido a que el ozono hidroliza los aminoacidos que

caracterizan a las proteinas que cubren el HH, por lo que los procesos de
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oxidacion avanzada con ozono son una buena alternativa y una base para
considerar otros tratamientos en la Legislacibn Mexicana y asi poder asegurar la
eliminacion de las especies que son altamente resistentes a las desinfecciones

comunes.

En afos recientes se ha tomado interés por el ozono debido a su habilidad para
oxidar diversas bacterias del grupo de coliformes como B. subtilis ademas de
Pseudomanas aeuruginosa, E. coli, Streptococcus, Salmonella y virus como
Norwalk, poliovirus 1y el bacteri6fago MS2 (Shin y Sobsey, 2003; Sommer et al.,
2004; Chun-Chieh y Chih-Shan, 2006; Abdullah et al., 2007; Cho et al., 2002;
Bancroft et al., 1984; Cho et al., 2003). Por otro lado la combinacién de ozono con
peroxido ha demostrado tener una mayor capacidad de oxidacién ya que hay
mayor produccién de radicales hidroxilo, sobre bacterias como C. perfringens que

es un indicador de contaminacién fecal (Lanao et al., 2008).

En un trabajo realizado en 2011 por Rojas-Valencia, se demostré que debido a las
propiedades oxidantes que tiene el ozono es capaz de desactivar
microorganismos rapidamente, rompiendo la membrana celular o protoplasma, lo
que hace imposible activar bacterias, virus y células de protozoarios
eliminandose hasta un 99% de bacterias y virus a una concentracién de 10 mg/L
en 10 minutos. El ozono actua sobre acidos grasos insaturados, en lipidos,
glicoproteinas, los aminoacidos y grupos sulfhidrilo de ciertas enzimas. También
se ha comprobado que el ADN no es resistente al ozono, por lo que puede
destruir microorganismos patdégenos y no patdégenos tales como: huevos de

helmintos, protozoarios, bacterias y virus.

Yamasaki et al. en el 2004 reportaron que la inactivacion de Chlamydia
trachomatis y Chlamydia pneumoniae se daba inmediatamente en un tiempo de 5

segundos cuando utilizaban una concentracion de ozono de 4 ppm.

Rojas-Valencia et al. 2004 realizaron un trabajo en donde aplicaron ozono a una
concentracién de 18.4 mgOs/min a un pH de 3 por diferentes periodos de tiempo
en bacterias como Vibrio cholerae, Salmonella tiphy y coliformes fecales se
observando que en 8 minutos la poblacidbn microbiana se redujo hasta quedar
dentro de los LMP (1000 NMP/100ml) para aguas de riego que indican las

normas. El efecto del ozono fue causar una lisis celular liberando las endotoxinas

45



que son biodegradables. Con el helminto Ascaris suum fue diferente debido a
que requiere de una hora por lo menos de contacto con el ozono, la envoltura de
los huevos de este helminto esta constituida por aminoacidos, en donde el ozono
conduce a la formacién de aldehidos, formaldehidos y acetaldehidos a bajas
concentraciones, estos niveles no representan un dafio para la salud de los
humanos, por lo que el ozono se puede utilizar de forma segura para reducir
concentraciones de substancias biolégicas que son resistentes a los tratamientos

con altas concentraciones de cloro.

Bracho et al. (2007) demostraron que no siempre esta relacionada la presencia de
quistes de G. lamblia con la presencia de bacterias indicadoras de contaminacion
fecal ya que demostraron la presencia de quistes en las muestras analizadas de
agua potable proveniente de fuentes subterraneas y del sistema municipal de
suministro. Esta investigacion se realiz6 en la Ciudad de Maracaibo, Venezuela,
por lo que las bacterias indicadoras de contaminacion no garantizan que no haya

parasitos en el agua potable.

Ran y Li en 2013 demostraron que la capacidad de inactivacion del ozono mejora
en condiciones acidas y no en condiciones alcalinas cuando la dosis de ozono
esta por encima de 3 mg/L y el tiempo de exposicién es de 7 minutos se puede
llegar a un 99,9% de inactivacion, pero cuando se aumenta la temperatura por

arriba de los 35 °C la inactivacion disminuye.

En el ano 2013, Ibafiez et al., evaluaron la actividad parasiticida sobre los huevos
de Hymenolepis nana usando un proceso de oxidacion avanzada con ozono y
peroxido, utilizando valores diferentes de pH, y una concentracion de ozono de
1.1 mg/L durante 60 minutos a una temperatura de 25 °C, con el peréxido se
trabajo en las mismas condiciones que la ozonizacion y por medio de la
microscopia electronica de barrido y de transmisidn se observd que las
estructuras de los huevecillos cuando se combinaba ozono-peroxido, y se
utilizaba un pH de 5 a 7, eran modificadas. La importancia de esta investigacion
estd en que se comprob6 el proceso de oxidacidén con ozono y peréxido bajo
condiciones ligeramente acidas no tiene actividad desinfectante sobre los huevos
de H. nana, sin embargo a pH alcalino se obtienen mejores resultados y hay una

mejor destruccion de la capa superficial de los huevos del céstodo.
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En un trabajo realizado por Marques et al. (2014) se encontré que los quistes y
trofozoitos de Giardia spp. presentaban resistencia al cloro, el agente
desinfectante mas empleado en el tratamiento de aguas residuales; por esta
razbn comprobaron que las nuevas técnicas para desinfeccibn de aguas que
contiene este parasito son necesarias, evaluaron la eficacia del ozono a diferentes
concentraciones 11 mg/L, 21 mg/L, 65 mg/L y el ultrasonido, combinandolos e
individualmente, obteniendo un 100% de remocién de quistes de Giardia spp. en
aguas residuales a los 5 minutos de tratamiento con ozono, utilizando un CT de
325 mg/L*min.

Asimismo el peréxido de hidrégeno por si solo produce radicales libres ¢H y «OH,
por lo que oxida y reduce los grupos funcionales de las enzimas, carece de poder
desinfectante residual, se ha visto que es efectivo para eliminar bacterias, virus y
algunos protozoarios, inactiva esporas a bajas temperaturas y ademas, su
efectividad permanece inalterable ante la presencia de algun material organico.
Tiene alta actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, su
actividad microbicida se ve muy afectada por el pH en medios con pH de 7 a 8,
ya que sus caracteristicas de desinfectante decrecen se puede decir que hasta el
momento no se ha visto nada con respecto a su accién sobre HH (Steindl et al.,
2014; Blanchard et al., 1998).
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3. JUSTIFICACION

G. lamblia y T. canis son parasitos zoonéticos que se transmiten a través de la
ingesta de las formas parasitarias presentes en el suelo, agua y alimentos
contaminados con heces que contienen estadios infectantes. Ambas parasitosis
son de amplia distribucién mundial y alta frecuencia en paises con alto y bajo
desarrollo economico. Los desinfectantes que mas frecuentemente se
comercializan, como el cloro, no logran eliminar el riesgo de infecciéon por huevos
de helminto y formas viables de G. lamblia, siendo necesaria una desinfeccion
confiable de agua para consumo humano y poco agresiva para el ambiente, asi

como de aguas residuales que se usan para riego.

Las tecnologias de oxidacion avanzada con ozono y peroxido de hidrégeno han
demostrado tener actividad desinfectante sobre diferentes microorganismos
patdégenos. Por lo anterior, es de interés evaluar el efecto desinfectante del ozono
y del peréxido de hidrégeno sobre huevos de helminto T. canis y quistes de G.

lamblia, como una alternativa para el control de la transmisién de estos parasitos.

4. HIPOTESIS

Los procesos de oxidacion avanzada con ozono y peroxido de hidrdgeno poseen
potente efecto sobre microorganismos patdégenos por lo que se puede aplicar
eficazmente en la desinfeccion de agua. Entonces las técnicas de oxidacion
basadas en estas especies quimicas y su combinacién, lograran la inactivacion de

huevos de helminto T. canis y de las formas viables del protozoario G. lamblia.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inactivacion que originan los procesos de oxidacidon avanzada con
ozono, peroxido de hidrégeno y la combinacién ozono/perdxido de hidrégeno,

sobre los huevos de helminto T. canis y los quistes del protozoario G. lamblia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la eficiencia de desinfeccion del ozono a diferentes
condiciones de pH y tiempos de contacto para inactivar huevos de helminto

T. canis y quistes del protozoario G. lamblia.

2. Determinar la eficiencia del tratamiento con peréxido de hidroégeno para
inactivar huevos de T. canis y quistes de G. lamblia, variando las

concentraciones de peroxido y tiempos de contacto.

3. Determinar la eficiencia que tiene la combinacion ozono/perdxido de
hidrégeno a diferentes concentraciones y tiempos de contacto para
inactivar huevos de T. canis y quistes de G. lamblia variando las

concentraciones y tiempos de contacto.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion de los quistes de G. lamblia

Se seleccionaron muestras de materia fecal de pacientes diagnosticados con
giardiosis aguda por el laboratorio clinico recolectadas en un periodo no mayor de
24 h. Las cuales se procesaron de la siguiente manera: se tamiz6 la muestra con
una malla fina, se hicieron 5 lavados con agua corriente, se centrifugd en cada
lavado a 1500 rpm/8 minutos; al final se obtuvo un sedimento donde se

encontraban los quistes de G. lamblia.

El sedimento donde se encontraban los quistes se cont6 utilizando una camara
de Neubauer para obtener el numero total de quistes/mL, se ajust6 con agua
potable comercial para obtener una concentracién final de quistes
(260,400/mLx4775), el concentrado se guardo en refrigeracion a 4 °C hasta su

uso.

6.2. Obtencion de los huevos de T. canis

Los ejemplares adultos de T. canis se recolectaron de un cachorro de entre 4y 5
meses de edad. Los perros fueron desparasitados con Albendazol por via oral
(400 mg). Las hembras adultas del parasito se separaron y se colocaron en una
caja de Petri con agua destilada para hacer lavados, posteriormente se hizo una
diseccion del utero cerca de la parte media del cuerpo del nematodo para obtener
los HH. Los huevos inmaduros o no embrionados se resuspendieron en una

solucién de formaldehido al 2%.

Se tomaron 5 pL de la suspensidén de huevos, los cuales que se colocaron entre
porta y cubreobjetos de 18x18, se contaron todos los campos para obtener el
numero de HH/mL, se obtuvo una concentracion final de 4976 HH/mL+108. Para
realizar el conteo se utilizd un microscopio 6ptico de la marca Carl Zeiss, y las

observaciones se hicieron a 40x.
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6.3. Preparacion y valoracion de peroxido de hidréogeno al 10% y 30%

Se realiz6 la valoracion del peroxido de hidrégeno aplicando la volumetria por
oxido-reduccién (permanganimetria) para la determinacién de la concentracion de
perdxido de hidrégeno en la muestra comercial que se estaba trabajando al 30% y

la que se preparé al 10%.

Se coloco la muestra de H,O; al 10% (20 mL) y 30% (33.33 mL) en un matraz
aforado de 100 mL, se aford la muestra a 100 mL exactamente y se homogeneizo
con agitacion cuidadosa, se midieron alicuotas de 20 mL en matraces Erlenmeyer
de 250 mL y se afiadi6 agua hasta un volumen aproximado de 50 mL. Se
agregaron 2 mL de H,SO4 1:1 y se tituld6 con KMnO4. Se titul6 en frio con el
KMnO4 0.045 N hasta la aparicion de un ligero color rosa que persistié durante 30
segundos como minimo. Se calculd el porcentaje de H,O, en la muestra (Tomado

de: practicas de Laboratorio de Quimica Analitica, 2014).

Calculos:

(mL de KMn04 gastados)(N de KMn0O4)(Factor de dilucion)
g de perdxido de la muestra

% H202=

6.4. Determinacion de la produccion de radicales hidroxilo

Para confirmar la presencia de radicales hidroxilo se determiné la produccion de
radicales *OH por medio de la prueba colorimétrica de azul de metileno que es un
indicador cualitativo que indica la presencia de radicales hidroxilo de manera
inmediata (ver anexo D). Sélo se realizé esta prueba para el H,O; al 10% y 30%,

asi como para la combinacion de O3/H,0, al 30% (Sotoh et al., 2007).
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6.5. Analisis estadistico

Las medias fueron analizadas por un analisis de varianza (ANOVA) mediante la
prueba de Turkey (P=0.05) para distinguir las diferencias entre los tratamientos a
diferentes pH y tiempos de contacto. Para ello se utilizé el programa de GraphPad

Prism 5.0 para Windows.

También se realizO un analisis estadistico en Excel para comparar los

tratamientos a tiempos y pH diferentes.

6.6. Inactivacion de quistes de Giardia lamblia

En esta etapa se propuso probar el efecto del H,O, con diferentes dosis, Oz y la
combinacion de O3/ H,O, en los quistes, considerando los efectos a distintos
valores de pH de 5, 7 y 10; y diferentes tiempos de contacto 30, 60 y 120 min para

las tres pruebas.

6.6.1. Tratamiento con peroxido de hidrégeno al 10% (H20,) a diferentes pH y
tiempos de contacto

Tabla 6. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peroxido de hidrogeno al
10% a pH 5 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 10% (uL) 6 30 60 90 150 300 X
AguaapH5 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(L) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 30, 60 y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 25 25 25 25 25 25 25
Concentracion mol/L de H,0, al 10% 0.15 0.73 1.42 2.09 3.33 6 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.
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Tabla 7. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento
10% a pH 7 para inactivar quistes de G. lamblia.

con peréxido de hidrégeno al

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 10% (uL) 6 30 60 90 150 300 X
AguaapH7(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(L) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 30, 60 y 120 (min) Si Si Si si si Si Si
Temperatura (°C) 25 25 25 25 25 25 25
Concentracion mol/L de H,0, al10% |  0.15 0.73 1.42 2.09 3.33 6 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 8. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peroxido de hidrogeno al
10% a pH 10 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 10% (L) 6 30 60 90 150 300 X
AguaapH 10 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(L) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 30, 60 y 120 (min) Si si Si Si Si si Si
Temperatura (°C) 25 25 25 25 25 25 25
Concentracion mol/L de H,0, al 10% |  0.15 0.73 142 2.09 3.33 6 X

Se realizé una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solo se puso en contacto con aire. Transcurrido el tiempo

para cada uno de los tratamientos con peroxido de hidrogeno a diferentes pH 5, 7

y 10, se realizaron 10 lavados, se centrifugd a 10,000 rpm/3 minutos en una

microcentrifuga clinica con solucion a pH neutro, para eliminar el peréxido de

hidrégeno a los diferentes pH.

Después de los lavados, los quistes se resuspendieron en 1 mL de agua a pH

neutro, se realizd el conteo de los quistes en 5 pL entre porta y cubreobjetos de

18x18 mm para determinar la viabilidad y la inactivacion con el colorante azul de

metileno amortiguado usando un microscopio Optico para su analisis, el conteo se

hizo a 40x.
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En un principio se trabajé con una concentracion de H,O, al 30% pero debido a
que se generaba mucho gas, no fue posible al momento de centrifugar obtener
una pastilla en el fondo del tubo Eppendorf, se resuspendié la muestra al
momento de sacar el tubo de la microcentrifuga, por lo que se bajo la
concentraciéon al 10%, hubo menos generaciéon de gas, y constantemente se agitd
en un vortex y se destap6 para que el gas fuera liberado, y de esta manera ya no

se dificulté centrifugar.

Se determind el porcentaje de viabilidad y de inactivacion de los quistes tratados,
por el método de exclusién del azul de metileno amortiguado (Bingham et al.,
1979).

6.6.2. Tratamiento con ozono (O3) a diferentes pH y 120 minutos de contacto

Durante 15 minutos se ozonaron 10 mL de agua potable comercial que se coloco

en un reactor semi-bach con capacidad de 50 mL.

En esta etapa se trabajé con un ozonador de la marca Ozone se le suministrd
oxigeno industrial como gas de alimentacion con un gasto de 0.519 L/min que se
puede controlar con una valvula check adaptada a un rotametro o flujometro, de
esta manera se puede tener una tasa fija de ozono disuelto en la muestra, que se
determind por el método colorimétrico de indigo, obteniéndose 1.7 mgOs/L.

Factor CT para el ozono: 204 mgOs/L.*min (para los 120 minutos de contacto).

Tabla 9. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 5 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
Agua saturada con O3 (pL) 6 30 60 90 150 300 X
Agua a pH5 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(uL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O; en el agua 7 7 5 5 5 5
saturada 1.75x10"  8.43x10° 1.60x10” 2.30x10™ 3.54x10” 5.90x10 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.
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Tabla 10. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 7 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
Agua saturada con O3 (L) 6 30 60 90 150 300 X
AguaapH?7 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(uL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O en el agua
saturada * 9% 4 75x107  843x107 160x10° 2.30x10° 354x10°  5.90x10° X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 11. Composicién de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 10 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
Agua saturada con O3 (uL) 6 30 60 90 150 300 X
Agua apH 10 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(uL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O; en el agua 7 7 5 5 5 5
saturada 1.75x10"  8.43x107 1.60x10° 2.30x10° 3.54x10” 5.90x10 X

Se realizé una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solo se puso en contacto con aire. Transcurrido el tiempo
para cada uno de los tratamientos con ozono a diferentes pH 5, 7 y 10, se
realizaron 10 lavados, se centrifugd a 10,000 rpm/3 minutos en una
microcentrifuga clinica con solucion a pH neutro, para eliminar el agua saturada

con ozono a los diferentes pH.

Después de los lavados, los quistes se resuspendieron en 1 mL de agua a pH
neutro, se tomaron 5 pL y se colocaron entre porta y cubreobjetos de 18X18 mm
y se realiz6 la lectura en todos los campos para determinar el porcentaje de
viabilidad y el porcentaje de inactivacion con el colorante azul de metileno
amortiguado usando un microscopio 6ptico para su analisis (las observaciones se

realizaron a 40x).
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6.6.3. Tratamiento con ozono/peréxido de hidrégeno al 10% a diferentes pH
y 120 minutos de contacto

Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con ozono/peréxido
de hidrégeno al 10%, durante 15 minutos se ozond agua potable comercial en un

reactor semi-bach con capacidad de 50 mL.

Tabla 12. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/perdxido de
hidrégeno al 10% a pH 5 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0O, al 10% (L) 6 30 60 90 150 300 X
Agua saturada con O3 (L) 6 30 60 90 150 300 X
Agua apH5 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(uL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) Si Si Si Si si Si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
C tracié I/L de O3/ H,O
oncentracion MOL A8 D5/ Fab2 €N | 414 0.07 0.14 0.2 03 0.5 X
el agua saturada

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 13. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/perdxido de
hidrégeno al 10% a pH 7 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 10% (L) 6 30 60 90 150 300 X
Agua saturada con O (L) 6 30 60 90 150 300 X
AguaapH7 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(pL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
C tracié I/L de O3/H,0O
enceniracion MoV 8 WsMaba N 1 5 914 0.07 0.14 0.2 03 0.5 X
el agua saturada

Se realizé una prueba y dos repeticiones.
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Tabla 14. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/peroxido de
hidrogeno al 10% a pH 10 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicién de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 10% (L) 6 30 60 90 150 300 X
Agua saturada con O3 (uL) 6 30 60 90 150 300 X
Agua a pH 10 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Volumen del concentrado de quistes
(uL) 200 200 200 200 200 200 200
Tiempo 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
tracid I/L H.
Concentracion molL de Og/H,0z en | 0.07 0.14 0.2 0.3 05 X
el agua saturada

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solo se puso en contacto con aire. Transcurrido el tiempo
para cada uno de los tratamientos se realizaron 10 lavados, se centrifugé a
10,000 rpm /3 minutos en una microcentrifuga clinica con solucion a pH neutro,
para eliminar el agua saturada con ozono y peréxido de hidrogeno a los diferentes
pH.

Después de los lavados, los quistes se resuspendieron en 1 mL de agua a pH
neutro, se realiz6 el conteo de los quistes en 5 uL entre porta y cubreobjetos de
18 x 18 mm, se realizaron las lecturas en todos los campos para determinar el
porcentaje de viabilidad y de inactivacibn con el colorante azul de metileno

amortiguado usando un microscopio 6ptico para su analisis.

El tratamiento se realizé de la siguiente manera: se colocaron 10 mL de agua
potable comercial, se encendid el generador de ozono y se dej6é por 15 minutos
para saturar el agua, se apagd y el agua ozonada se colectd en un tubo para

centrifuga de 50 mL y se coloco en hielo para evitar que se perdiera el ozono.

La cantidad de ozono generada se debe mantener constante, por lo que es
necesario determinar que flujo llega a la muestra, la cantidad de ozono generada
y la cantidad de ozono disuelto. El flujo se obtuvo de tablas de la Cole-parmer ya

que de esta marca es el flujbmetro que se tiene en el laboratorio.

Se trabajo con un reactor vertical delgado y alargado cuya capacidad volumétrica

fue de 50 mL, con una entrada de oxigeno con ozono en la parte inferior, el cual
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se distribuyo en la columna de agua a través de un vidrio poroso, lo que facilité el

burbujeo fino y una distribuciéon homogénea del gas en el liquido.

6.6.4. Tratamiento con peroxido de hidrégeno al 30% (H20,) a diferentes pH y
tiempos de contacto

En esta etapa se trabajo con peréxido de hidrégeno al 30% de acuerdo a los
resultados obtenidos en las pruebas preliminares, se decidi6 aumentar esta
concentracion para ver si resultaba mas significativa la inactivacion a este
porcentaje ya que en la primera etapa se obtuvo un porcentaje maximo de
inactivaciéon de 60.58% a pH 10. También se decidi6 manejar cantidades mayores
de agua potable comercial a diferentes pH 5, 7 y 10, y solamente dos tiempos de

contacto 60y 120 minutos.

Tabla 15. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peréxido de hidrégeno al
30% a pH 5 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua a pH 5 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de H,0O, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 16. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con perdxido de hidrégeno al
30% a pH 7 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua apH?7 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes
(mL) 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de H,O, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.
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Tabla 17. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peréxido de hidréogeno al
30% a pH 10 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua a pH 10 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de H,O, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solamente se puso en contacto con aire. Transcurrido este
tiempo, para cada uno de los tratamientos se centrifugd a 1500 rpm/8 min, se
retir6 y se resuspendié el sedimento en agua a pH neutro y se realizaron 10
lavados, esto se hizo con la finalidad de eliminar el peréxido de hidrégeno a los
diferentes pH 5, 7 y 10.

Después de los lavados, los quistes se resuspendieron en 1 mL de agua a pH
neutro, se procedié a realizar el conteo de los quistes recuperados en 5 pL. Para
observar la viabilidad y la inactivacion se usé el colorante azul de metileno

amortiguado, se realizd el andlisis en un microscopio éptico a 40x.

6.6.5. Tratamiento con ozono (O3) a diferentes pH y tiempos de contacto

En esta etapa se trabajé con un ozonador de la marca Ozone Ecological
Equipments de menor capacidad, se le suministré oxigeno industrial como gas de
alimentacion con un gasto de 0.624 L/min que se pudo controlar con una valvula
check adaptada a un rotametro o flujometro, de esta manera se pudo tener una
tasa fija de ozono disuelto en la muestra, que se determind por el método

colorimétrico de indigo, obteniéndose 1.6 mgOa/L.

Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con ozono, se
colocaron en un reactor 9 mL de agua potable comercial a diferentes pH 5, 7 y 10,
1 mL del concentrado de quistes y se llevd a cabo el tratamiento durante 3, 5, 7 y

10 minutos a una temperatura de 27 °C
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Tabla 18. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 5 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo

AguaapH5 (mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 3,57y 10 (min) si si Si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion moliL de O, 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 19. Composiciéon de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 7 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo

AguaapH7(mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 3,57y 10 (min) i i Si si si si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

Tabla 20. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono pH 10 para inactivar
quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo

AguaapH 10 (mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 3,57y 10 (min) Si i Si Si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mollL de O, 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizé una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solo se puso en contacto con aire. Se encendi6 el
generador de ozono y se mantuvo el tratamiento durante los 3, 5, 7 y 10 minutos,
se apagaba el generador de ozono, se recuperaba la muestra, para ello se

realizaron 5 lavados al reactor para recuperar la mayor cantidad de quistes.
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Transcurrido el tiempo cada uno de los tratamientos se centrifugé a 1500 rpm/8
minutos, realizandose 10 lavados con agua a pH neutro para eliminar las
soluciones a los diferentes pH, después de los lavados los quistes se
resuspendieron en 1 mL de agua a pH neutro, se realiz el conteo en 5 uL, para
determinar la viabilidad y la inactivacién utilizando el colorante azul de metileno

amortiguado, se realizd el recuento con el uso de un microscopio 6ptico a 40x.

Para las pruebas confirmativas solé se trabajé con los tiempos 7 y 10 minutos en

donde se obtuvieron los mejores porcentajes de inactivacion.

6.6.7. Tratamiento con ozono y peroxido de hidrégeno al 30% (O3/H.0,) a
diferentes pH y tiempos de contacto

Con lo que respecta a la concentracion utilizada en esta combinacion O3/H20,,
en esta etapa se tomo la decision de aumentar la concentracion del peréxido de
hidrégeno a 30% porque en la primera etapa solo se obtuvo un porcentaje de

inactivacion a pH 10 del 34.1% que fue poco relevante.

Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con ozono/per6xido
de hidrégeno se colocd en un reactor 1 mL del concentrado de quistes, 0.3 mL de
peréxido de hidrogeno al 30% y 8.7 mL de agua potable comercial a diferentes
pH, se llevd a cabo el tratamiento por 3, 5, 7 y 10 minutos, a una temperatura de
27 °C.

Tabla 21. Composicién de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/peroxido de
hidrégeno al 30% a pH 5 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH5(mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1

Tiempo 3, 5, 7y 10 (min) Si Si Si Si si si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion moliL de O4/H,0, 0-0034  0-0034  0-0034  0-0034  0-0034  0-0034 X

Se realizé una prueba y dos repeticiones.
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Tabla 22. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/perdxido de
hidrégeno al 30% a pH 7 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH7 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1

Tiempo 3, 5, 7y 10 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O4/H,0, 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 X

Se realizé una prueba y dos repeticiones.

Tabla 23. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/peréoxido de
hidrégeno al 30% a pH 10 para inactivar quistes de G. lamblia.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH 10 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de quistes

(mL) 1 1 1 1 1 1 1

Tiempo 3, 5, 7y 10 (min) Si Si Si Si Si Si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O3/H,0, 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 X

Se realizd una prueba y dos repeticiones.

En el caso del testigo solo se puso en contacto con aire. Se encendi6 el
generador de ozono y se dejo el tratamiento durante los 3, 5, 7 y 10 minutos, se
apago el generador de ozono, se recuperd la muestra, para ello se realizaron 5

lavados al reactor para recuperar la mayor cantidad de quistes.

Para las pruebas confirmativas solo se trabaj6é con los tiempos 7 min (Factor CT

para el ozono: 11.2 mg/L*min) y 10 min (Factor CT para el ozono: 16 mg/L*min),

Transcurrido el tiempo cada uno de los tratamientos se centrifugé a 1500 rpm/8
minutos, realizandose 5 lavados con agua a pH neutro para eliminar las
soluciones a los diferentes pH, después de los lavados los quistes se
resuspendieron en 1 mL de agua a pH neutro, se realiz6 el conteo en 5 L, para
determinar la viabilidad y la inactivacién utilizando el colorante azul de metileno

amortiguado, se realiz6 el analisis en un microscopio 6ptico a 40x.
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6.7. Pruebas de viabilidad

Se us6 un control sin tratamiento al cual se le ajustd el pH a 5, 7 y 10, después se

determindé la viabilidad de los quistes de G. lamblia una vez que fueron tratados.

Se determind la viabilidad de los quistes por el método de exclusion del colorante
de Bingham y Meyer (1979) y por el método de desenquistamiento in vitro de Rice
y Shaefer Il (1981).

6.7.1. Determinacion de la viabilidad de los quistes de G. lamblia por el
método de exclusion del colorante azul de metileno amortiguado de
Bingham y Meyer, 1979.

Se tomaron 5 yL de una muestra de quistes de G. lamblia que fueron tratados
con HyO, al 10% y 30%, O3, O3/H,O, y se les adiciond6 azul de metileno
amortiguado al 1%, dejandose a temperatura ambiente por 3 minutos. Se
determind con ayuda de un microscopio Optico, si se incorporaba o no el
colorante en el quiste, los quistes tefidos son no viables y los quistes incoloros

son viables, las observaciones se realizaron a 40x.

Durante todo el trabajo se evaludé asi su inactivacion, ya que al realizar la
microscopia Optica es facil visualmente establecer qué quistes incorporan o no el
colorante en su citoplasma y que quistes lo excluyen, de esta manera también se

eliminan errores de interpretacién al momento de hacer las lecturas.

6.7.2. Determinacion de la viabilidad de G. lamblia por el método de
desenquistamiento in vitro de Rice y Shaefer lll, 1981.

Se tomaron 200 pL de quistes de G. lamblia que fueron tratados con O3, O3/H,0,
al 30% a pH 10, y se les adicionaron 2 mL de solucién de Hanks, se homogeneiz6
en un vortex y se puso en una incubadora a 37 °C durante 30 minutos, se
centrifugd a 10,000 rpm/3 minutos, se resuspendié en 0.5 mL de solucion Tyrode

precalentado a 37 °C, se inocul6 en medio TYI-S-33, posteriormente se realizaron

las observaciones de los trofozoitos de G. lamblia en un microscopio invertido y
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en un microscopio optico a 40x. Se us6 un testigo el cual no fue sometido a

ningun tratamiento.

6.8. Inactivacion de Toxocara canis

6.8.1. Tratamiento con peroxido de hidrogeno al 30% (H20;) a diferentes pH
y tiempos de contacto

Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con peroxido de
hidrogeno al 30% se colocd en un tubo de plastico para centrifuga de 50 mL se
coloco 1 mL del concentrado de huevos, 0.3 mL de perdxido de hidrogeno al 30%
y 8.7 mL de agua potable comercial a diferentes pH, el tratamiento se llevo a cabo
por 60 y 120 minutos a 26 °C.

Tabla 24. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peroxido de hidrogeno al
30% a pH 5 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua apH5 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 26 26 26 26 26 26 26
Concentracion mol/L de H,0, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizd una prueba y una repeticion.

Tabla 25. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peréxido de hidréogeno al
30% a pH 7 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH?7 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 26 26 26 26 26 26 26
Concentracion mol/L de H,0, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizé una prueba y una repeticion.
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Tabla 26. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con peroxido de hidrégeno al
30% a pH 10 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua a pH 10 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) Si Si Si Si Si Si si
Temperatura (°C) 26 26 26 26 26 26 26
Concentracion mol/L de H,0, al 30% 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 X

Se realizé una prueba y una repeticion.

Transcurrido este tiempo, para cada uno de los tratamientos se centrifugé a 2000
rom /5 min, se retir6 y se resuspendié el sedimento en agua a pH neutro y se
realizaron 5 lavados, esto se hizo con la finalidad de eliminar el peréxido de
hidrégeno a los diferentes pH. Se resuspendi6 el sedimento en donde se
encontraban los huevos con 5 mL de una solucién de formaldehido al 2%, se
incubaron los huevos por un periodo de cuatro semanas a 28 °C con agitacion
constante en condiciones de obscuridad, realizandose observaciones cada tres

dias para verificar la embrionacion de los huevos.

Después de los 28 dias de incubacion se realiz el conteo de los huevos en 5 pL
entre porta y cubreobjetos de 18x18 mm para observar la viabilidad y la

inactivacion. El conteo se realizé con el uso de un microscopio 6ptico a 40x.

Para el caso del testigo o control se justo el pH a 5, 7 y 10, se realiz6 un conteo
antes (estos datos corresponden a la concentracién inicial de HH) y después de

cada tratamiento y solo se puso en contacto con aire.

6.8.2. Tratamiento con ozono (O3) a diferentes pH y tiempos de contacto

En esta etapa se trabajé con un ozonador de la marca Ozone Ecological
Equipments de menor capacidad, se le suministré oxigeno industrial como gas de
alimentacion con un gasto de 0.624 L/min que se puedo controlar con una

valvula check adaptada a un rotametro o flujbmetro, de esta manera se pudo
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tener una tasa fija de ozono disuelto en la muestra, que se determiné por el

método colorimétrico de indigo, obteniéndose 1.6 mgOs/L. En el caso del testigo

solo fue tratado con aire.

Tabla 27. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono a pH 5 para inactivar

huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 2 3 4 5 6 Testigo
AguaapH5 (mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) si si si si si si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O, 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizd una prueba y una repeticion.

Tabla 28. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono a pH 7 para inactivar

huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf

Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo

AguaapH7 (mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de

huevos(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) si si si si si Si si
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27
Concentracion mol/L de O, 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizé una prueba y una repeticion.

Tabla 29. Composicidon de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono a pH 10 para

inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo

AguaapH10 (mL) 9 9 9 9 9 9 9
Volumen del concentrado de

huevos(mL) 1 1 1 1 1 1 1

Tiempo 60 y 120 (min) si si Si Si si Si Si

Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27 27

Concentracion moliL de O, 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 X

Se realizé una prueba y una repeticion.
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Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con ozono, se
colocaron en un reactor 9 mL de agua potable comercial a diferentes pH 5, 7 y 10,
1 mL del concentrado de huevos, se llevo a cabo el tratamiento durante 60 y 120
minutos a 22 °C. Se inicid la generacion de ozono y se dejo el tratamiento durante
los 60 y 120 minutos. Al finalizar la generacion de ozono, se recuperoé la muestra,
para ello se realizaron 10 lavados al reactor para recuperar la mayor cantidad de
huevos, ya que debido a sus componentes estos pueden llegar a ser pegajosos y

quedarse en las paredes del reactor.

Para cada uno de los tratamientos se centrifugdb a 2000 rpm/5 minutos,
realizandose 5 lavados con agua a pH neutro para eliminar las soluciones a los
diferentes pH; después de los lavados los huevos se resuspendieron en 5 mL de
una solucion de formaldehido al 2%, se incubaron a 28 °C por un periodo de
cuatro semanas, en condiciones de obscuridad y agitacion constante,
realizandose observaciones cada tercer dia para verificar la embrionacion de los
huevos, después de la incubacién se realizd el conteo en 5 L, entre porta y
cubreobjetos de 18x18 mm para determinar la viabilidad y la inactivacion, con el

us6 de un microscopio 6ptico a 40x.

6.8.3. Tratamiento con ozono y peroxido de hidrégeno al 30% (O3/H.0,) a
diferentes pH y tiempos de contacto

Para cada una de las condiciones de pH para el tratamiento con ozono/peréxido
de hidrégeno se colocaron en un reactor 1 mL del concentrado de huevos, 0.3 mL
de peroxido de hidrogeno al 30% vy 8.7 mL de agua a diferentes pH, se llevo a
cabo el tratamiento por 60 y 120 minutos a 22 °C. Se encendi6 el generador de
ozono y se dejo el tratamiento durante los 60 y 120 minutos, se apagd el
generador de 0zono, se recuperd la muestra; para ello se realizaron 10 lavados al

reactor para recuperar la mayor cantidad de huevos.
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Tabla 30. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/peréxido al 30% de
hidrégeno a pH 5 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH5 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos

(mL) 1 1 1 1 1 1 1

Tiempo 60y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 22 22 22 22 22 22 22
Concentracion mol/L de O4/H,0, 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 X

Se realizd una prueba y una repeticion.

Tabla 31. Composicion de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/perdxido de
hidrégeno al 30% a pH 7 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
AguaapH7(mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60 y 120 (min) Si Si Si Si Si Si Si
Temperatura (°C) 22 22 22 22 22 22 22
Concentracion mol/L de O4/H,0, 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 0-0034 X

Se realizd una prueba y una repeticion.

Tabla 32. Composicién de la mezcla y condiciones de tratamiento con ozono/peroxido de
hidrogeno al 30% a pH 10 para inactivar huevos de T. canis.

Tubos Eppendorf
Composicion de la mezcla 1 2 3 4 5 6 Testigo
H,0, al 30% (mL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 X
Agua apH 10 (mL) 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7 8.7
Volumen del concentrado de huevos
(mL) 1 1 1 1 1 1 1
Tiempo 60y 120 (min) si Si Si Si si si Si
Temperatura (°C) 22 22 22 22 22 22 22
Concentracion mol/L de O4/H,0, 0-0034  0-0034  0-0034  0-0034  0-0034  0-0034 X

Se realizd una prueba y una repeticion.

En el caso del control o testigo se ajusté el pH a 5, 7, 10, y solo se puso en

contacto con aire.

Después cada uno de los tratamientos se centrifugd a 2000 rpm /5 minutos,

realizdndose 5 lavados con agua a pH neutro para eliminar las soluciones a los
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diferentes pH, después de los lavados los huevos se resuspendieron en 5 mL de
una solucién de formaldehido al 2%, se incubaron los huevos por un periodo de
cuatro semanas a 28 °C con agitacion constante en condiciones de obscuridad,
realizandose observaciones cada tres dias para verificar la embrionacion de los

huevos.

Después de los 28 dias de incubacién se realizd el conteo de los huevos en 5 L
entre porta y cubreobjetos de 18x18 mm, para observar la viabilidad y la

inactivacién. El recuento se realiz6 con el uso de un microscopio éptico a 40x.

La razén por la que se eligié un reactor de capacidad de 50 mL semi-bach fue
porque se trabajé con muestras pequefas y el riesgo de infeccion que se tiene al
manejar este tipo de parasitos es alto. El tamafio de la muestra que se trabajo fue
de 10 mL en donde estaban suspendidos los quistes de G. lamblia y los huevos

del helminto T. canis.

El tratamiento se realiz6 de la siguiente manera: se colocaron 10 mL de agua a
diferentes pH se encendia el generador de ozono y se dejé a diferentes tiempos,
se apagol y el agua ozonada con los quistes y los huevos se colecté en un tubo

para centrifuga de 50 mL (Figura 11).

Salida de O

placa
j=1-0g -5 51
E T Trampas de KI
a
=
w
o
Generador de ozono
——

Figura 12. Aparato de ozonacion. El ozono se gener6 utilizando oxigeno a través de la corona
de descarga interna del generador de ozono, este pasa directa y continuamente hacia el reactor
en donde se encuentra la muestra, el ozono sale y se dirige hacia el sistema de destruccién que
son las trampas de yoduro de potasio (Modificado de Ibafiez et al., 2013).
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6.9. Microscopia 6ptica

Se tomaron fotografias con camara digital, las cuales muestran los dafos que se
observaron al microscopio 6ptico a 40x. Después de realizar los tratamientos, de
esta manera se puede ver el dafo que sufren los quistes (las dos membranas
quisticas), asi como también el dafo que presentan los HH durante los tres
diferentes tratamientos de oxidacion al que se pusieron en contacto H,O,, O3z y
O3/H203.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Inactivacion de quistes de Giardia lamblia

7.1.1. Tratamiento con peréxido de hidrégeno al 10% (H20.) a diferentes pH
y tiempos de contacto

En la figura 13 se muestran los resultados de la inactivacion de los quistes de G.
lamblia después de haber sido tratados con H;O, al 10% a diferentes
concentraciones en mol/ L a los 120 minutos de contacto, la finalidad de haber
trabajado con diferentes concentraciones fue para encontrar una minima
concentracién que diera porcentajes de inactivacion altos, encontrando que a 6

mol/L se obtuvo un 60.58% de inactivacion.

Tabla 33. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia a los 120 minutos de exposicion con
H,O, al 10% a diferentes concentraciones a pH 5, 7 y 10.

%%T/f_eggzc;gz  %de  ‘Desv.  %de  Desv.  %de  Desv.
al 10% inactivacion =~ Std.  inactivacion | Std. inactivacion | Std.
0.15 7.44 0.28 6.28 0.26 28.48 0.38
0.73 10.2 0.46 16.45 0.26 34.94 0.24
1.42 14.76 0.42 20.58 0.32 41.34 0.24
2.09 17.87 0.38 23.08 0.39 46.74 0.63
3.33 21.44 0.21 27.97 0.32 52.21 0.49
6 23.57 0.28 35.35 0.26 60.58 0.57

pH 5 pH 7 pH 10

*Desviacion estandar

Solo se graficaron los resultados obtenidos a los 120 minutos de tratamiento con
peréxido de hidrégeno al 10% ya que a este tiempo se obtuvo el mayor porcentaje

de inactivacion a diferentes pH: 5, 7'y 10 (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia a los 120 minutos de exposicion
con H,O, al 10% a diferentes concentraciones y pH.

La baja eficiencia de inactivacién del peréxido de hidrégeno que hace necesario
tiempos prolongados de contacto para alcanzar valores por arriba del 50% ha sido
reportada también por otros autores (Abdullah et al., 2007; De Dios, 2005). El
peréxido de hidrégeno no tiene una alta actividad para inactivar protozoarios, a
pesar de ser una excelente fuente de radicales «OH y O," los cuales resultan ser

toxicos para otros microorganismos (Tang, 2004; Labas et al., 2008).

En la figura 14 se muestran los resultados de inactivaciéon de los quistes de G.
lamblia después de haber sido tratados con H,O, al 10%, donde se observa que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre el pH 5y pH 10 en cuanto
a inactivacion sobre los quistes. Se presentdé mayor inactivacion de acuerdo al
incremento del tiempo de contacto; en cuanto al pH se observé que a pH alcalino
siempre se lograron porcentajes superiores de inactivacion a los otros valores de
pH utilizados. En todos los casos la inactivacion no logré eliminar el riesgo de

transmision.
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Tabla 34. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia con H,O, al 10% a diferentes

tiempos de contactoa pH 5, 7 y 10.

t= 120 min
5 10.33 % 19.52 % 23.57 %
7 17.26 % 21.08 % 35.35 %
10 32.05% 45.53 % 60.58 %
100+
E3 pHS5
5 801 * EZ3 pHY
& E3 pH 10
2 60-
[ ]
[y}
£ 404
[k ]
=
2 204
u-

Tratamiento con H,05 al 10% (3 mol/L) a diferentes tiempos y pH

Figura 14. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con H,O, al 10% a
diferentes tiempos de contacto y pH. Existe una diferencia estadisticamente significativa (P=
<0.0366) entre el pH 5 y pH 10. Se utilizd un estudio estadistico de ANOVA con una prueba de
Turkey.

7.1.2. Tratamiento con ozono (O;) a diferentes pH y 120 minutos de contacto

La inactivacion de quistes originada por agua saturada con ozono a diferentes
tiempos de contacto y pH se muestra en la figura 15. En general, al incrementar la
presencia de ozono se aumento la actividad parasiticida, asi como el pH alcalino
presentd mejor inactivaciéon. Se obtuvo un porcentaje de inactivacién a pH 10 de
22.31% que fue el mas alto, seguido de un 21.49% a pH 5, y un 19.37% a un pH
de 7. Estos resultados muestran la baja eficiencia del agua saturada con ozono,
por lo que no es una buena opcién este tratamiento para inactivar quistes del

protozoario G. lamblia.
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Tabla 35. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con agua saturada con
ozono a diferentes concentraciones y pH diferentes con un tiempo de contacto de 120 minutos.

Concentracion % de *Desv. % de Desv. % de Desv.
mol/L de O3 inactivacion Std. inactivacion Std. inactivacion Std.
1.75x10-7 11.06 0.42 10.6 0.36 12.05 0.29
8.43x10-7 13.86 0.52 12.37 0.42 14.04 0.42
1.60x10-6 15.53 0.22 14.32 0.53 16.22 0.54
2.30x10-8 17.64 0.26 17.48 1.63 18.85 0.42
3.54x10-6 19.01 0.26 17.03 0.59 20.58 0.27
5.90x10-6 21.49 0.26 19.37 0.48 22.31 0.37
pH 5 pH 7 pH 10

*Desviacion estandar.

50
45
40
35
30
25
20

1.75x10-7 843x10-7 1.60x10-6 2.30x10-8 354x10-6 5.890x10-6

% de Inactivacidn

Tratamiento con @ a diferentes concentraciones y pH

NpHS5 MpH7 EpH 10

Figura 15. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia a 120 minutos de contacto a
diferentes concentraciones de Oz en agua y pH. Factor CT para el ozono: 204 mgO,/L*min.

El ozono puede reaccionar con las sustancias de forma directa e indirecta, en este
caso reaccion6 de forma indirecta ya que a un pH de 10 hay mayor produccion de
radicales hidroxilo, favoreciendo que el ozono reaccione sobre los quistes
(Gottschalk et al., 2000).

En la figura 16 se muestran los resultados de inactivacion de quistes de G. lamblia
después de haber sido tratados con ozono con un tiempo de contacto de 120

minutos y pH 5, 7 y 10, no hay una diferencia estadisticamente significativa entre
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los diferentes pH, por lo que el agua saturada con ozono no logré eliminar el

riesgo de transmision.

Tabla 36. Porcentaje de inactivacion de quistes tratados a los 120 min con ozono a diferentes pH.

pH t= 120 min ‘
5 21.49%
19.37%
10 22.31%
50
E3A pHS
:g 40- E3 pH Y
[}
@ H 10
= 304 =
k=
=
£ 204
S T
o
2 104
0

Tratamiento con H,0 saturada con O, a diferentes pH y 120 min.

Figura 16. Inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con agua saturada con ozono a pH
diferentes con un tiempo de contacto de 120 minutos. No existe una diferencia estadisticamente
significativa (P=0.9385) con respecto a los diferentes pH.

7.1.3. Tratamiento con ozonol/peroxido de hidrogeno al 10% a diferentes pH
y 120 minutos de contacto

En la figura 17 se muestran los resultados de inactivacién después de haber sido
tratados con la combinacién de O3/H,0, al 10%, en donde el porcentaje mas alto
de inactivacion que se obtuvo fue de 35.53% a un pH de 10 con un tiempo de
contacto de 120 min y una concentracion de 0.5 mol/L, seguido de un 22.14% a
un pH de 5; finalmente a un pH de 7 se obtuvo un 21.09%. En general, con la
concentracién de H,O, al 10% se obtuvo baja eficiencia, por o que no es una

buena opcion para inactivar quistes de G. lamblia.
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Tabla 37. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia a los 120 minutos de contacto con
una solucion de agua saturada con ozono y peroxido de hidrogeno al 10% a diferentes
concentraciones y pH.

S alssiiaeon % de *Desv. % de Desv. % de DIETVA
mol/L de H,O, . e : L : N
= inactivacion Std. inactivacion =~ Std.  inactivacion  Std.
al 10% y O3
0.014 12.42 0.56 11.27 0.25 16.31 0.25
0.07 14.07 0.48 13.76 0.35 19.38 0.43
0.14 16.7 0.41 15.15 0.37 23.09 0.26
0.2 18.17 0.35 17.64 0.4 26.81 0.5
0.3 20.12 0.4 19.52 0.41 30.31 0.37
0.5 22.14 0.35 21.09 0.41 35.54 0.25
pH 5 pH 7 pH 10

*Desviacion estandar.

50
c
O a0
(%]
m
= 30
5]
m =
- 20 — =
Q e
T 10 )
-
o
0.014 0.07 0.14 0.2 0.2 0.5
Tratamiento con 03/H,0, al 10% [a diferentes concentraciones
molfL) y pHdiferentes
OpHS mpHY mpH10

Figura 17. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia a los 120 minutos de contacto con
una solucion de agua saturada con ozono y peroxido de hidrogeno al 10% a diferentes
concentraciones y pH. Factor CT para el ozono: 204 mgO3/L*min.

Se encontrd que hubo una diferencia estadisticamente significativa entre el pH 5y
pH 7, asi como entre el pH 7 y pH 10 con el tratamiento con O3/H,0; los 120
minutos de contacto (Figura 18), posiblemente el porcentaje de inactivacion de
35.53% no se deba realmente al ozono sino mas bien al peréxido de hidrogeno

que esta actuando (Figura 13), ya que resulta ser un fuerte oxidante, el hecho de
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haber solamente saturado agua con ozono, no permite obtener buenos resultados
de inactivacion. Por lo que resulta ser un tratamiento no efectivo para inactivar

quistes del protozoario G. lamblia.

Tabla 38. Porcentaje de inactivacion de quistes tratados a los 120 min con ozono y peroxido de
hidrégeno a diferentes pH.

pH t= 120 min
5 22.14%

21.09%
10 35.54%

50 B3 pH5
S 40- ¥ E3 pH7
o
& E3 pH 10
zol T
[
=
£ 20-

S 1 I
=]
32 10-
0 ]
L
&
N

Tratamiento con O3/H;0; a los 120 minutos de contacto

Figura 18. Inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con agua saturada con ozono/peroxido
de hidrégeno al 10% a pH diferentes con un tiempo de contacto de 120 minutos. Existe una
diferencia estadisticamente significativa (P=0.0161) con respecto a pH 5 y pH 10 asi como a pH 7
y pH 10.

7.1.4. Tratamiento con peroxido de hidrégeno al 30% (H2O;) a diferentes pH
y tiempos de contacto

Para esta segunda etapa se consideré trabajar con una concentracion del 30 %
de peroxido de hidrégeno debido a que en la primera parte los porcentajes

obtenidos eran no significativos, el perdxido por si solo no resulta ser un potente
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parasiticida, debido a que necesita de concentraciones altas y tiempos de
contacto largos (necesita de mas tiempo para reaccionar y alcanzar a tener una
mayor efectividad ), que es lo que se observa en estos resultados, es por ello

también que ya no se trabaj6é con un tiempo de contacto de 30 minutos.

En la figura 19 se muestran los porcentajes de inactivacion con peréxido de
hidrogeno al 30% se presentd mayor inactivacion cuando se incremento el tiempo
de contacto; en cuanto al pH se observd que a pH alcalino se logré un porcentaje
de inactivacion de 71.86%, a un pH acido se obtuvo un 27.25% y a pH neutro sélo

se logré un 46.57%.

Tabla 39. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia después del tratamiento con H,0, al
30% a diferentes pH y tiempos de contacto.

Tratamiento t= 60 min ‘ t= 120 min

pH 5 22.53% 27.25%

pH 7 34.37% 46.57%

pH 10 58.59% 71.86%

100

-

Ivyacion
|
=

% de Inact
2

pPHS pH7 pH 10
Tratamiento con H,0; al 30% (9.7 mol/L)

mt=60 min. mt=120 min.

Figura 19. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia después del tratamiento con H,0,
al 30% a diferentes pH y tiempos de contacto.
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En la figura 20 se muestra la inactivacion de quistes de G. lamblia después de
haber sido tratados con H,O, al 30%, encontrandose que hay una diferencia
estadisticamente significativa, en cuanto al pH se observa que a un pH alcalino
se logran los porcentajes mas altos de inactivacion, sin embargo con los otros pH

no se logra eliminar el riesgo de transmision.

100-
E3 pHS
S5 80- * E3 pHY
= BE pH 10
= 604 —
©
(3]
£ 404
QD
-
2 20-
0 .
@\Q

>

Tratamiento con H,0, a diferentes tiempos y pH

Figura 20 Inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con peroxido de hidrégeno al 30% a
diferentes tiempos de contacto y pH. Existe una diferencia estadisticamente significativa
(P=0.0331) entre el pH 5y pH 10.

7.1.4.1. Quistes observdos en el testigo y después del tratamiento con H,0,
al 30%

Figura 21. Quiste viable y no viable Figura 22. Quiste viable. Se observan
en el testigo (40x). incoloros (40x).
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Figura 23. Quiste deformado por efecto
del peroxido a pH 7 (40x).

7.1.5. Tratamiento con ozono (O;) a diferentes pH y tiempos de contacto

En la figura 25 se muestran los porcentajes de inactivacion obtenidos después de
haber sido tratados los quistes a los 7 y 10 minutos de contacto con ozono a

condiciones diferentes de pH, se logré un 97.99% a un pH de 10, seguido de un

Figura 24. Quiste deformado por la oxidacion

del peroxido a pH10 (40x).

90.1% a pH 5y finalmente un 84.62% a pH 7.

Tabla 40. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de quistes de G. lamblia después de ser

tratados con ozono a diferentes pH con un tiempo de contacto de 7 y 10 minutos.

Tratamiento ‘ t=7 min t= 10 min
pH 5 86.84 90.1
pH 7 80.47 84.62
pH 10 95.25 97.99
CT para el ozono 11.2 mg/L*min 16 mg/L*min
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Figura 25. Comparacion de los porcentajes obtenidos de inactivacién de quistes de G. lamblia
después de ser tratados con ozono a pH 5, 7 y 10 con un tiempo de contacto de 7 minutos (CT=
11.2 mg/L*min) y 10 minutos (CT= 16 mg/L*min).

El ozono es un fuerte oxidante que puede reaccionar de dos maneras diferentes
con las sustancias, una es de forma indirecta que se ve favorecida por pH
alcalinos, los radicales hidroxilo formados tienen un potencial de oxidacién mayor
que el ozono, por lo que se obtuvo un mayor porcentaje de inactivacion a pH 10, a
pesar de que el tiempo fue de 10 minutos y de que el concentrado de quistes
tenia mucha materia organica los radicales hidroxilo que se formaron

reaccionaron con los quistes junto con el ozono de manera rapida.

Segun Labatiuk et al. (1992), se deben de utilizar tiempos de contacto mayores de
5 minutos para inactivar quistes de Giardia y esto coincide con el tiempo utilizado

para las pruebas realizadas.

En el caso del pH 7, existen factores que pueden afectar la inactivacion de quistes
de G. lamblia, como el tiempo, la temperatura y el pH, en este caso el porcentaje
de desactivacion no fue alto a este pH, a pesar de que el ozono reacciona bien a
un pH entre 5.5-9.5 US EPA (1999a).
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La otra forma de reaccionar del ozono es la directa de forma selectiva y lenta que
se favorece a un pH acido, el ozono reaccioné de una manera directa con los
quistes o el material a oxidar, los resultados obtenidos a pH 5 fueron buenos
porcentajes ya que se logré el 90%, estos resultados coinciden con los de Ran y
Li (2013) en donde ellos concluyen que la capacidad del ozono para inactivar

quistes de Giardia puede mejorar en condiciones acidas.

Se trabaj6é con diferentes CT (concentracion del desinfectante por el tiempo) el
utilizado para estas pruebas a los 10 minutos donde se obtuvo el mayor
porcentaje fue de 16 mg/L*min a pesar de que la US EPA (1999b) recomienda un
CT de 3.4 mg/L*min, para estas pruebas se utilizé un CT 4.5 veces mas que lo

establecido.

Autores como Marques et al. (2014) lograron un 100% de inactivacién con 325
mg de ozono/L*min a los 5 minutos. Wickramanayake et al. 1984 utilizaron una
dosis de ozono de 0.53 mg/L*min para obtener una inactivaciéon del 99% de
quistes de Giardia, Finch et al. (1993) requirieron de 0.65 mg/L*min para obtener
el mismo porcentaje, sin embargo los resultados obtenidos en este trabajo no
coinciden ya que se utilizé una concentracion de 1.6 mg/L de ozono y se obtuvo
un porcentaje del 97.99% a los 10 minutos de contacto. El concentrado de
quistes, asi como las diferentes formas de ozonar y el origen del agua son

factores que definitivamente influyen para que esto resultados sean tan diferentes.

Se encontro que existe una diferencia estadisticamente significativa entre pH 7 y
pH 10 (Figura 26) a los 7 y 10 minutos de contacto con ozono, por lo que este

tratamiento resulta ser una buena alternativa para inactivar quistes de G. lamblia.
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Figura 26. Porcentaje de inactivacion de quistes de G. lamblia tratados con ozono a diferentes

tiempos de contacto y pH. Existe una diferencia estadisticamente significativa (P=0.0193) entre el
pH10ypH 7.

7.1.5.1. Quistes tratados con ozono ( O3)

l‘.

Figura 27. Quistes con la membrana Figura 28. Quiste tratado con O3. La
deformada por la oxidacion a pH 5 (40x). membrana se observa con dafio por la
oxidacion, a pH 10 (40x).
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7.1.6. Tratamiento con ozono y peroxido de hidrégeno al 30% (Os/H.0,) a
diferentes pH y tiempos de contacto

En la figura 29 se muestra el porcentaje de inactivacion obtenido de quistes de G.
lamblia a los 7 y 10 minutos de exposicion con la combinacién O3/H,0, siendo a
un pH alcalino el mas alto con un 99.4%, a pH acido un 91.40% vy finalmente a
pH neutro solo se logré un 84.80%. La influencia del pH es importante, ya que al
formarse los iones hidroxilo, que tienen como funcion la descomposicién del
ozono, se favorece su disociaion, y de esta manera se acelera la reacciéon con
H,O, para que se generen mas radicales hidroxilo, los pH por arriba de 8
favorecen que se incremente los radicales hidroxilo, es por eso que en este caso
la mejor inactivacion se obtuvo a un pH de 10, a pesar de que el agua utilizada es
agua para beber de una marca comercial, y los carbonatos por muy bajos que

sean pueden competir con los radicales OH’ para oxidar materia organica.

Tabla 41. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de quistes de G. lamblia después de ser
tratados con ozono/peréxido de hidrogeno al 30% a diferentes pH con un tiempo de contacto de 7
y 10 minutos.

Tratamiento t= 10 min
pH 5 86.99% 91.46%
pH 7 81.15% 84.8%
pH 10 98.19% 99.4%
CT para el ozono 11.2 mg/L*min 16 mg/L*min
120
c
«O

% de Inactivac

PHS pHY pH 10
Tratamiento con Oz/H,0, (0.0034 mol/L)

Ht=7 min. Ht=10 min

Figura 29. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de quistes de G. lamblia obtenidos
despues de ser tratados con ozono/peroxido de hidrogeno al 30% a pH 5, 7 y 10 con un tiempo de
contacto de 7 minutos (CT=11.2 mg/L*min) y 10 minutos (CT=16 mg/L*min).
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La concentracion utilizada fue de 16 mg/L*min; la US EPA (1999b) recomienda
2.6 mg/L*min, cuando se combina ozono con peroxido de hidrégeno, estando alta
esta concentracibn para las pruebas utilizadas, también se aplic6é una
concentracion mas alta de perdxido del 30% debido a que en la primera parte los
resultados de inactivacion no fueron tan buenos. Wolfe et al. (1989) obtuvieron
una inactivacion del 99% de quistes de G. muris con peroxono a una
concentracion de 3.4-5.4 mg/L*min por arriba también de lo establecido y a una

temperatura de 22 °C.

Se encontré que hay una diferencia estadisticamente significativa (Figura 30)
entre el pH 5y pH 10, con el tratamiento con O3/H,0, al 30% con un tiempo de
contacto de 7 y 10 minutos. También hubo una diferencia significativa entre el pH
7y pH 10, por lo que este tratamiento es recomendable para inactivar quistes del

protozoario G. lamblia.
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Tratamiento con O4/H;0, a diferentes tiempos de contaco y pH
Figura 30. Quistes de G. lamblia tratados con O3/H,0, a diferentes pH y tiempos de contacto.

Existe una diferencia estadisticamente significativa (P= 0.0079) apH 5y pH 10 asi como a pH 7
y pH 10.
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7.1.6.1. Quistes tratados con ozono y peroxido de hidrégeno al 30%
(O3/H20,)

Figura 31. Quistes dafiados de la membrana por la oxidacion con ozono/peréxido de hidrégeno a
pH 10.

El ozono es capaz de destruir la membrana celular de los protozoarios como G.
lamblia, esto se debe a que la pared es afectada haciéndola mas permeable, de
esta manera el ozono penetra al quiste y dafia la membrana citoplasmatica,
afectando también el nucleo, los ribosomas y otros componentes estructurales del
quiste.

Para aumentar el proceso de oxidaciéon del ozono, se realizé el tratamiento con la
mezcla de ozono-peroxido de hidrogeno al 30%, hay una diferencia significativa a
pH 10, debido a la formacion de radicales hidroxilo que se forman a partir del
ozono y del perdoxido de hidrogeno, lo que genera una mayor cantidad de

produccion de radicales hidroxilo que reaccionan con las membranas del quiste.

En la figura 32 se comparan los porcentajes de inactivacion que se obtienen con
los diferentes tratamientos; en general los altos porcentajes se tienen a pH
alcalino en todos los tratamientos, en el caso del peroxido de hidrégeno a pH
acido se inhibe su actividad, pero se ve favorecida a un pH de 7 y 10 a tiempos de
contacto largos y concentraciones altas, el hecho de haber puesto los quistes en
un reactor y en contacto directo con el ozono mejora considerablemente la
inactivacion, siempre y cuando se controle el flujo de oxigeno con ozono, asi
como también se debe de controlar el niumero de quistes que se van a tratar, para

no tener pérdidas considerables que afecten el porcentaje de inactivacion.
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Figura 32. Comparacion de los diferentes tratamientos para inactivar quistes de G. lamblia a pH
diferentes.

En el tratamiento con peroxono los resultados obtenidos son considerables debido
a que se alcanz6 un 99.4% de inactivacion, pero siempre se debe de considerar la

fuente, la calidad del agua y el tipo de parasito.

Los microorganismos patdgenos que resultan ser mas dificiles de eliminar son los
protozoarios, en México existe una legislacion que regula los sistemas publicos
operadores del agua para beber, cuya norma incluye en muestras de 100 mL de
agua la determinacion de bacterias coliformes totales y E. coli o coliformes
fecales (NOM-127-SSA-1994,NOM-179-SSAI-1998) en donde cualquiera de ellos
debe de estar ausente, sin embargo todavia no existe una norma que indique el
numero maximo permisible de quistes en agua potable o de tipo residual para

organismos como G. lamblia.

Es por ello que la necesidad de tener agua tratada hace que sea apremiante
contar con métodos que permitan la eliminacion de quistes del protozoario G.
lamblia, aun mas debe existir una norma que garanticé que desinfectantes son
capaces de eliminar este tipo de microorganismos de frutas, verduras que son

regadas con aguas negras y lo mismo deberia de aplicarse al agua potable.
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7.1.7. Determinacion de la viabilidad de G. lamblia por el método de
exclusion del colorante azul de metileno amortiguado de Bingham et al.,
1979.

Figura 33. Quistes de G. lamblia tefiidos con azul de metileno amortiguado (AMA). Los quistes
incoloros son viables, los tefiidos de azul son no viables. Las imagenes que se muestran se
tomaron del microscopio 6ptico en objetivo a 40x. Fuente: propia.

7.1.8. Determinacion de la viabilidad de G. lamblia por el método de
desenquistamiento in vitro de Rice y Shaefer lll, 1981.

Para determinar la viabilidad de los quistes de G. lamblia se realizd el
desenquistamiento, simulando el paso del quiste por el organismo del hospedero,
dando de esta manera un ambiente parecido al del estbmago en donde hay un pH
acido, hasta llegar al intestino delgado donde hay una neutralizacidon por las
secreciones biliares. A pesar de darle a G. lamblia todas las condiciones
adecuadas para desenquistar, es dificil esta etapa y los porcentajes de

desenquistamiento son bajos.

En la figura 35 se muestra el porcentaje obtenido de trofozoitos en el testigo, el
cual fue del 24.56% a las tres horas, con lo que respecta a las muestras tratadas
con O3 y O3/H;0, no desenquistaron, con lo que se demuestra que estos

tratamientos impiden que se lleve a cabo el desenquistamiento.
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Para la determinacion del porcentaje de viabilidad se cont6 el numero de

trofozoitos recuperados después del desenquistamiento, tomando en cuenta que

dos trofozoitos equivalen a un quiste (Figura 34).

Figura 34. Trofozoitos. (A) Trofozoito de G. lamblia desenquistando, después de haber aplicado el
método del desenquistamiento in vitro. (B) Trofozoito de G.lamblia obtenido a partir del
desenquistamiento in vitro, se observan los nucleos, los flagelos, el cuerpo medio. Estas imagenes
fueron observadas al microscopio 6ptico a 40x (Fuente: propia).
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Figura 35. Porcentaje de trofozoitos obtenidos después del método de desenquistamiento in vitro.

7.2. Huevos de Toxocara canis en el testigo

Los huevos que son potencialmente infectivos son aquellos que se encuentran en
una fase de embrionacion, ya que pueden culminar en la fase de larva J3 (fase
infectiva), por lo que solamente se contaron aquellos huevos que se encontraban
en alguna fase de embrionacion y larvados para obtener el porcentaje de

inactivacion.
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7.2.1. Huevos observados en el testigo después de 28 dias de incubacién

Figura 36. Huevo de T. canis, se observan Figura 37. Larva de T. canis saliendo del
dos blastomeros. Observacién a 40x. huevo (proceso de eclosion).

Figura 38. Huevo larvado entero. Figura 39. Huevo de T.canis en organo-
génesis. Observacion a 40x.

Figura 40. Huevo entero con larva Figura 41. Huevo en fase de moérula. Ob-
definitiva. Observacion a 40x. servacion a 40x.
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Figura 42. Huevos de T. canis en diferentes fases de embrionacién hasta la formacién de la larva,
después de 28 dias de incubacion. Observacion a 10x.

7.2.2. Tratamiento con perdxido de hidrégeno al 30% (H.0:) a diferentes pH
y tiempos de contacto

En la figura 43 se muestran los porcentajes obtenidos de inactivaciéon de huevos
de T. canis a pH diferentes y tiempos de contacto, el porcentaje de inactivacion
mas alto se obtuvo con un pH de 10 con 54.44%, seguido de un pH 7 con 35.79%
y por ultimo a pH 5 con 21.33%, se trabajo con una concentracion alta de
peréxido de hidrégeno que fue del 30%, a pesar de tener una actividad biocida, es
necesario utilizar concentraciones altas de peréxido y tiempos de contacto largos
para la reaccién y tener una actividad mayor como desinfectante, se decidio

utilizar solamente dos tiempos de 60 y 120 minutos.

Tabla 42. Porcentajes de inactivacion de HH T. canis después de ser tratados con perdxido de
hidrégeno al 30% a diferentes pH y tiempos de contacto.

Tratamiento \ t= 60 min t= 120 min
pH 5 16.475 21.33%
pH 7 31.88% 35.79%
pH 10 44% 54.44%
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Figura 43. Porcentaje de inactivaciéon de HH Toxocara canis despues del tratamiento con perdxido
de hidrégeno al 30% a diferentes pH y tiempos de contacto.

En este caso el perdxido tiene mayor actividad como oxidante cuando se
encuentra a un pH alcalino, al variar el pH a acido o a neutro la actividad
disminuye, a los 120 minutos se obtuvo el mayor porcentaje, debido a que el
perdxido tiene una velocidad de reaccion lenta para poder alcanzar una mayor
efectividad como biocida. El poder oxidante se debe a la formacién de radicales
hidroxilo que son los mas fuertes después del flior Doménech at al. ( 2002).

Se encontr6 que existe una diferencia estadisticamente significativa entre el pH 5
y pH 10 a diferentes tiempos de exposicién con el perdxido de hidrogeno (Figura
44), sin embargo no es un tratamiento recomendable debido a que solo se obtuvo
un porcentaje por arriba del 50%, por lo que resulta no ser un parasiticida para

inactivar HH de T. canis.
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Tratamiento con H;0; a diferentes tiempos y pH

Figura 44. Tratamiento con peroxido de hidrogeno al 30% a difrentes pH y tiempos de contacto.
Se encontrd que existe una diferencia estadisticamente significativa (P=0.0164) entre el pH 5 y pH
10.

7.2.2.1. Huevos tratados con peréxido de hidrégeno al 30% (observaciones
a 10x)

Figura 45. Huevo tratado con H,0, a Figura 46. Huevo tratado con H,O, a pH 5
pH 10, la pared externa se observa oxidada. pH 5, se observa dafio en la pared.
Observacion a 40x. externa. Observacion a 40x.
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Figura 47. Huevo tratado con H,O,apH 7
se observa oxidacion de la pared externa.
Observacion a 40x.

Figura 48. Huevo tratado con H,O, a pH
10, se observa dafio en la pared ex
debido a la oxidacion. Observacion a 40x.

7.2.3. Tratamiento con ozono (O;) a diferentes pH y tiempos de contacto

En la figura 49 se muestra el porcentaje de inactivacion obtenido a pH 5 de
83.85% a los 120 minutos de contacto, seguido de un pH 10 de 75.88% y
finalmente un 45.24% a pH 7. Para desactivar HH se necesitan dosis altas de
0zono, en este caso se utilizé6 una concentracién de 1.6 mg/L, pero no se logr6 un

mayor porcentaje de inactivacion.

Tabla 43. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de HH T. canis después de ser tratados
con ozono a diferentes pH con un tiempo de contacto de 60 y 120 minutos.

Tratamiento \ t= 60 min t= 120 min
pH5 80% 83.85%
pH7 36.47% 45.24%
pH 10 70.48% 75.88%
CT para el ozono 96 mg/L*min 192 mg/L*min
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Figura 49. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de HH T. canis obtenidos en el
tratamiento con ozono a pH diferentes y tiempos de contacto. Factor CT a los 60 min. para el
ozono: 96 mg/L*min para este tiempo y a los 120 min. se tiene un factor CT para el ozono de 192
mg/L*min.

El ozono puede reaccionar de dos maneras diferentes con las sustancias, una es
la indirecta que se favorece con pH alcalinos, y otra es la reaccion directa del
ozono (ozondlisis) que se ve favorecida con el pH acido, el mayor porcentaje de
inactivacién se obtuvo a pH acido, en donde el ozono reacciondé de una forma
rapida con los HH, no dando lugar a que se formaran radicales hidroxilo o que se

formaran en porcentajes bajos segun Gottschalk et al. (2000).

Cuando el ozono se descompone en agua, los radicales libres del perdxido de
hidrogeno (H20;) y del hidréxido (OH) que se forman, tienen gran capacidad de

oxidacion y desempefian un papel activo en el proceso de desinfeccion.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rojas et al. (2004) en donde
ellos trabajaron con el helminto Ascaris suum a un pH 5 obteniendo un porcentaje
de inactivacion del 94% en 1 h de contacto, también trabajaron con T. canis
obteniendo un 96.7% de inactivacién a las 3 horas utilizando un pH acido; la
diferencia con este trabajo consiste en que se utilizé un tiempo de contacto menor

que fue de 120 minutos y se logré un 83.85% a pH 5.
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La resistencia de los huevos de T canis a diferentes compuestos quimicos, se
atribuye a su membrana que es altamente impermeable, entre los compuestos
que le dan esta caracteristica se encuentran los esteroles y los lipidos. También
se ha considerado el palmitol que es el componente mayoritario de la cera de
abeja Rojas et al. (2004).

Se encontrd que existe una diferencia estadisticamente significativa entre en pH 5
y pH 7 (Figura 50) a difrerentes tiempos de exposicion con el ozono. También
hubo una difrencia significativa entre el pH 7 y pH 10, por lo que este método es

recomendable para inactivar HH de T. canis.
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Tratamiento con O a diferentes tiempos de contacto y pH

Figura 50. Tratamiento con ozono a pH difentes y tiempos de contacto. Se encontré6 que existe
una diferencia estadisticamente significativa (P=0.0044) entre el pH 5 y pH 7 asi como entre el pH
7y pH10.
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7.2.3.1. Huevos tratados con ozono (observaciones a 10x)

Figura 51. Huevos tratados con ozono a pH Figura 52. Huevos que presentan dafio a pH
510, el dafio en la pared externa es evidente en la pared externa debido a la oxidacion
debido a la oxidacion por ozondlisis. por la ozondlisis.

Figura 53. Huevo que presenta oxidacién Figura 54. Huevo oxidado por la accion
en la pared externa debido a la ozondlisis del ozono a pH 10, la pared externa pre-
apH 5. senta deformacion.

7.2.4. Tratamiento con ozono y peréxido de hidréogeno al 30% (Os/H20;) a
diferentes pH y tiempos de contacto

En la figura 55 se muestran los porcentajes obtenidos con el tratamiento
ozono/peréxido de hidrégeno, el porcentaje mas alto se obtuvo a los 120 minutos
de contacto a un pH alcalino y fue de 89.44%, seguido de un 80.63% a pH acido,

finalmente un 62% a pH neutro.
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Al combinar el ozono con el perdxido la energia oxidante da lugar a la oxidaciéon
rapida de los huevos, debido a que se favorece la formacion de radicales
hidroxilo, en este caso el ozono se ve favorecido con un pH alcalino (via indirecta)
acelerandose la reaccién con el peroxido de hidrégeno. El CT utilizado a los 120
minutos fue de 192 mg/L*min.

Tabla 44. Comparacion de los porcentajes de inactivacion de HH T. canis después de ser tratados

con ozono/peréxido de hidrégeno al 30% a diferentes pH con un tiempo de contacto de 60 y 120
minutos.

Tratamiento \ t= 60 min t= 120 min
pH5 75.79% 80.63%
pH7 51.18% 62%
pH 10 84.67% 89.44%
CT para el ozono 96 mg/L*min 192 mg/L*min
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Figura 55. Porcentaje de inactivacién de HH T. canis despues del tratamiento con ozono/peréxido
de hidrégeno a diferentes pH y tiempos de contacto.

Los resultados obtenidos coinciden con los obtenidos por Ibafiez et al. (2013)
ellos obtuvieron mayor inactivacion de HH de Hymenolepis nana a un pH 10
utilizando un proceso de oxidacién avanzada combinando ozono/peréxido de
hidrogeno con un tiempo de 60 minutos y una concentraciéon de ozono 1.1 mg/L.
no se especifica el porcentaje. En este trabajo se utilizé6 1.6 mg/L de ozono y un

tiempo mayor de 120 minutos a pH alcalino.
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Existe una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos con pH
5 pH 7 y pH 10 a diferentes tiempos de contacto (Figura 56), por lo que este

meétodo para inactivar HH de T. canis es recomendable.
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Tratamiento con O3/H;0, a diferentes tiempos de contaco y pH

Figura 56. Tratamiento con ozono/peréxido de hidrogeno al 30% a pH diferentes y tiempos de
contacto. Se encontrd que existe una diferencia estadisticamente significativa (P=0.0032), entre el
pH 7 y pH 10, asi como entre el pH5 y pH 7.

7.2.4.1. Huevos tratados con O3/H,0, al 30% (observaciones a 40x)

Figura 57. Huevo tratado con O3/H,0, Figura 58. Huevo tratado con O3/H,0,
a pH 10, se presenta deformacion en a pH 5, se observa la pared externa
la pared externa debido a la oxidacion deformada por la oxidacion.

asi como ruptura.
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Figura 59. Huevo oxidado con O3/H,0, Figura 60. Huevo que presenta oxidaciéon
apH?7. en la pared externa debido al O3H,0,
a pH 5.

Figura 61. Huevo tratado con O3/H,0, Figura 62. Huevo tratado con O3/H,0,

a pH 5, la pared se observa deformada a pH 10, se observa una ruptura lo cual

formada debido a la oxidacion. permite que el citoplasma salga del huevo.
del huevo.

El peroxido de hidrogeno al no ser una molécula larga o muy compleja, es capaz
de difundirse a través de la membrana celular y una vez dentro, producir radicales
hidroxilo (*OH) por medio de algun mecanismo como es la combinacién con el

ozono, y de esta manera oxidar la membrana.
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La resistencia de los huevos de helmintos al dafo, fisico, quimico, asi como
mecanico, desecacion y la penetracion de otras sustancias polares se debe a la
composicion de sus capas, se ha supuesto que la capa intermedia y la externa
protegen los embriones contra el dafio mecanico mientras que la interna es una
barrera a los compuestos quimicos, es por ello que el peroxido a pesar de ser
considerado como una tecnologia de oxidacibn avanzada debido a sus

propiedades oxidantes no logro producir un dafio considerable en los HH.

En la figura 63 se muestran los diferentes tratamientos utilizados para inactivar
HH de T. canis, el mayor porcentaje de inactivacion se obtuvo con el proceso de
oxidacion avanzada combinando el ozono/peréxido de hidréogeno a los 120
minutos de contacto a pH alcalino, con estos resultados se demuestra que los
POAs son una buena alternativa para inactivar HH. Lo que se recomienda es
aumentar el tiempo de contacto, y usar otras combinaciones como ozono/luz
ultravioleta, ozono/ultrasonido variando las condiciones de la temperatura.

Con el tratamiento con ozono se obtuvo también un alto porcentaje de
inactivacion de HH a pH acido actuando el ozono molecular en una reaccién
directa, lo cual conlleva a tener una mayor cantidad de oxidante disponible para
inactivar HH, en cambio en las pruebas realizadas a pH alcalino después de 120
minutos se mostré menor inactivaciéon de huevos, posiblemente porque a estas
condiciones basicas el ozono se descompone en agua y forma radicales
oxidantes secundarios OH, actuando de esta manera el ozono en una forma

indirecta, lo cual en este caso retrasa la inactivacion de los HH.
Con el peroxido de hidrdgeno no se obtiene una inactivacion relevante ya que

solo se alcanzo6 un 54.44% por lo que no es una buena opcidén como desinfectante

para inactivar HH.
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Figura 63. Comparacion de los diferentes tratamientos para inactivar HH, a pH diferentes.

El presente trabajo evalué la capacidad que tienen los procesos de oxidacion

avanzada para inactivar quistes del protozoario G. lambliay HH de T. canis.

Tabla 45. Comparacion de los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos aplicados para

inactivar quistes de G. lamblia y huevos de T. canis

Segunda parte

H,0O
Hza?z saturadade | Os/H,0, | H,O,al | O;CT=16 3(83//Hé$2= ?I6
Giardia | pH | 41go, | Q3CT=204| al10% 30% mg/L*min. | %
lamblia mg/L*min. g :
23.57
- @ 8] % 21.49% 22.14% 27.25% 90.1% 91.46%
e 35.35
e 7 % 19.37% 21.09% 46.57% 84.62% 84.8%
60.58
10 % 22.31% 35.54% | 71.86% 97.99% 99.4%
O3/H202 al
H 03 CT=192 30% CT=
P H,0, al mg 192
Toxocara No se realizo el tratamiento a los 30% Os/L*min. mgO;/L*min
canis huevos de helminto con H,0, al
10%, ni con agua saturada con o o o
5 02010, 21.33% 83.85% 80.63%
! 35.79% | 45.24% 62%
10 0, 0, 0,
54.44% 75.88% 88.44%
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En la tabla 41 se muestran los resultados obtenidos con los diferentes tratamiento

solamente a los 120 minutos, debido a que estos porcentajes de inactivacion

fueron los mas altos y los mas representativos.

Tabla 46. Comparacion de los resultados obtenidos en este proyecto con resultados reportados en
la literatura, utilizando POAs.

Criterios para

Tratamiento

Parametros del

Parasito demostrar POAs tratamiento % de » Referencia
inactivacion Inactivacion
I o .
qustes o | Pretaceenlied | | oreosa | 99%deaustes
G. lamblia P . - mgOs/L*min, . L Wickramayake
. desenquistamiento oo siendo mas
y G. muris. . pH 7, T=37 °C, ) etal., 1984y
de Raice y Shaefer, _ . resistentes los
t=1.5-3.5 min. . 1985.
1981. de G. muris
CT=34ab54
Prueba de viabilidad mgOs/L*min,
por el método de 22 minutos con 99% de quistes
Quiste de desenquistamiento Ozonoy ozonoy 1.8 d o g€ quist Wolfe et al.,
. . ; e G. muris
G. muris de Raice y Shaefer, peroxono min con . ; 1989.
inactivados.
1981. peroxono.pH 8,
T=14°C
Utilizaron como
modelo a ratones T=22°C, pH= 99% de
Quistes de para ver la 7,t=2y5min, inactivacion de Finch et al
G. muris y viabilidad de los dosis de ozono quistes de 1993 v
G. lamblia quistes de ambas Ozono 2.52 mg/L ambos ’
especies de Giardia. parasitos.
Utilizaron la T=27 °C,
Quiste de fluorescencia para pH=8, t=7 min, 99% de
; ver el dafio del Ozono dosis de ozono | inactivacién de | Rany Li, 2013.
G. lamblia . .
quiste. 3 mg/L quistes.
No mencionan No mencionan
H 0,
Quiste de ningun método temperaﬁura ni . 190 /o_Qe Marques et al.,
- : pH, CT= 325 inactivacion de
Giardia sp. debido a que Ozono PR ) 2014.
o mgOs/L*min,t= quistes.
llegaron al 100% .
15 min.
Utilizaron a ratones 6.76 y 5.91 No se menciona
como modelo para = - Hong-Kean et
Huevos de : - mgOs/L, t=40 | el porcentaje de
) ver si embrionaban Ozono . . N al., 1997.
T. canis y 20 min inactivacion
los huevos
No mencionan el Dosis de
metodo para ozono 3.5
Huevos de | verificar si hay o no mg/L, t= 120
Ascaris embrionancion de Ozono min, pH 5, 99% de Orta, 2004
suum huevos después del dosis de ozono inactivacion
tratamiento. 4.7 mg/L
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Continuacion de la tabla 46.

Parasito

Criterios para

demostrar
inactivacion

Solo realizaron

Tratamiento
POAs

Parametros
del
tratamiento

% de Inactivacion

96.7% de
inactivacion de

Referencia

observaciones al 36.8 h |
microscopio mgOsl/L, gevr(])s, en ed caTso
Huevos de después de cada Ozono pH=3,t=1 h, e huevos ge /.
; canis después de Orta et al.,
A.suum, T. tratamiento para no se .
. : . 3h aun se 2002.
canis determinar menciona la
S observaban huevos
viabilidad. temperatura -
viables.
Realizaron una Ninguno de los dos
prueba de Dosis de 9
. o procesos de
infectividad en ozono 1.1 )
Huevos de Ozonoy oxidacién avanzada <
f ratones, para 2 mg/L, H202 - o Ibafiez et
Hymenolepis ; Ozono/peroéxido o tuvieron actividad
posteriormente . al 33%, . al., 2013.
nana de hidrégeno _ desinfectante sobre
buscar adultos de pH= 10, los huevos de H
H. nana en intestino T=25°C ’
nana
delgado
. Dosis de
Metqdo d? Peroxido de ozono 1.7
desenquistamiento hidréaeno al ma/L
. de Rice y Shaefer y rog na, H20,= 60.58%,
Quistes de . 10%, ozono, peroxido de - o En este
] por el método de - o O3=22.31%, .
G. lamblia i ozono/peroxido | hidrégeno al _ o trabajo
exclusion del S o 03/H202= 35.54%
de hidrégeno al 10%,
colorante de 5 _ .
Bigman y Meyer 10% t=120 min,
T=27 °C
Método de Peroxido de Dosis de
desenquistamiento hidrégeno al Ozono 1.6 H20.= 71.86%,
Quistes de de Rice y Shaefery 30%, ozono, mg/L, 03=97.99%, En este
G. lamblia por el método de ozono/peréxido peréxido de 03/H202=99.4% .
g Pt e trabajo
exclusion del de hidrégeno al | hidrdégeno al
colorante de 30% 30%,
Bigman y Meyer t=120 min,
T=27 °C
Dosis de
Solo se realizaron Peroxido de Ozono 1.6
observaciones al hidrégeno al mg/L, H202= 71.86%,
Huevos de microscopio optico 30%, ozono, peréxido de 03=97.99%, En este
T. canis a 40X para ozono/peréxido | hidrégeno al 03/H202=99.4% trabajo
determinar la de hidrégeno al 30%,
inactivacion 30% t=120 min,
T=22-26 °C
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8. CONCLUSIONES

La oxidacién por el peréxido de hidrogeno al 10 y 30% evaludos en diferentes
tiempos de contacto no elimina el riesgo de transmision de formas infectantes de

quistes de G. lamblia.

Se obtuvo una inactivacion del 60.58% con perdxido de hidrégeno al 10% a los
120 minutos de contacto a un pH 10, que fue el porcentaje mas alto, debido a que
el perdxido de hidrogeno necesita de estar presente a concentraciones mas altas

y tener tiempos de contacto mas largos.

El peroxido de hidrégeno tuvo mayor actividad oxidativa sobre los quistes de G.
lamblia a un pH 10, y a un tiempo de contacto de 120 minutos con una

concentracion del 30%, obtuviéndose una inactivacion del 71.86 %.

En cuanto a los huevos de T. canis soélo se alcanz6 una inactivacion del 54.44%
con peroéxido de hidrogeno al 30% a los 120 minutos de contacto a un pH 10, este
porcentaje bajo se debe a que el peréxido de hidrégeno no oxida totalmente al
huevo debido a su composicién, por lo que se necesitarian tiempos de contacto
mas prolongados para eliminar el riesgo de transmision de formas infectantes de
HH T. canis.

La aplicacion del peroxido de hidrogeno se incrementd hasta 1.6 veces a pH 10,
en donde se favorecié la produccién de radicales hidroxilo (¢OH), en comparacion

con el pH neutro y el pH acido.

La aplicacién de agua saturada con ozono de manera individual o combinada con
peroxido de hidrogeno a diferentes valores de pH no eliminé el riesgo de
transmision de la giardiosis, ya que se alcanzaron valores maximos de solo el
35.54% de actividad giardicida.

La oxidacion de los quistes de G. lamblia cuando se ozonaron directamente en el
reactor se incrementé hasta 2.6 veces que en el tratamiento con agua saturada

con ozono, por lo que la inactivacién resulté ser mas efieciente.
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Durante la oxidacion con ozono a pH 7 no se eliminé el riesgo de transmision de
la giardiosis, ya que se obtuvo una eficiencia de solo el 84.62%, y en el caso de la
toxocariosis la eficiencia fue de solo 45.24%, mientras que a pH alcalino se
favorece la formacién y accion de los radicales hidroxilo, incrementandose la

inactivacion 1.1 veces de ambos parasitos.

La oxidaciéon por ozono a pH 10 favorece la inactivacion de los quistes de G.
lamblia y en ambiente acido la inactivacion de huevos de T. canis. Estas
diferencias se deben a las condiciones de composicion de la pared celular de
ambas formas parasitarias, ya que mientras G. lamblia posee una sola pared de
N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina, T. canis posee cuatro paredes,

estando presente solo en una de ellas la N-acetilglucosamina.

En G. lamblia el ozono oxida a las proteinas que constituyen la pared del quiste
actuando sobre el enlace peptidico (grupo carboxilo y amino) a pH 10, y cuando

se combina ozono con peroxido de hidrégeno, la oxidacion aumenta.

El ozono reacciona con los aminoacidos que se encuentran presentes en las capa
externa de los huevos de T. canis, especialmente cuando el pH es acido, ya que
actua sobre el atomo de nitrbgeno o sobre el grupo R alquil sulfurado o

insaturado, pero también puede actuar sobre ambos al mismo tiempo.

La oxidaciéon con ozono en combinacién con el perdxido de hidrogeno y la accién
de los radicales hidroxilo formados en el ambiente alcalino presentaron mayor
inactivacion de los quistes G. lamblia, del 99.4%; para el caso de T. canis fue del
89.4%, en comparacion con la inactivacion alcanzada en reacciones a pH neutro y
acido. A pesar de haber obtenido los mencionados porcentajes de inactivacion, el
riesgo de transmision de formas infectantes de ambos parasitos no se elimind, ya
que se necesitaria aumentar el tiempo de contacto para ambas formas
infectantes, sugiriéndose hasta de 15 minutos, en el caso de G. lamblia y de 3

horas para T. canis.
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La oxidacion por ozono origind la perdida de la capacidad de exclusién del
colorante azul de metileno, lo que indica que las membranas, que estan debajo de
la pared del quiste de G. lamblia, han perdido su permeabilidad selectiva.
Ademas, origind alteraciones morfolégicas observadas por microscopia Optica, lo
que explica en parte, la pérdida de su capacidad de exquistamiento y por lo tanto

de su infectividad.

Por todo lo anterior, se propone el empleo del peroxido de hidrégeno, ozono asi
como su combinacién ozono/peroxido de hidrégeno, como una alternativa menos
agresiva para el ambiente que el tratamiento con cloro en el control de la

transmision de ambas parasitosis.

La aplicacién en campo de los tratamientos estudiados en esta tesis seria posible
si se cuenta con los recursos necesarios para implementar una planta de
tratamiento pequefia, donde se aplicaria un pre y pos tratamiento con ozono para
que de esta manera se asegure que el agua tratada esté libre de estos parasitos,

que presentan un problema de salud muy serio actualmente a nivel mundial.
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ANEXOS

ANEXO A. Determinacion de la cantidad de ozono en fase gaseosa por el
método yodométrico

Este método (APHA-AWWA, WPCF, 1992) es cuantitativo, sujeto a pocas
interferencias y con buena precision, con este método se puede determinar la
concentracién de ozono en aire 0 agua, se utiliza el método semi-bach cuando a
la muestra se le adiciona continuamente ozono en gas. En este caso se hizo en
fase liquida, la soluciéon de Kl funciona como un medio reaccionante del ozono

producido en exceso.

El ozono oxida al yodo (I" a I,) proveniente de la solucion de yoduro de potasio, al
titular la solucién con tiosulfato de sodio, utilizando solucién de almidén para
observar el vire de color amarillo a incoloro, conociendo el gasto podemos
encontrar la concentracibn de ozono generado en un minuto. Se expresa en
mg/min y nos permite conocer cuantos miligramos de ozono esta produciendo

nuestro generador.

De esta manera se libera O, a la atmosfera y no ozono.

Para determinar la cantidad de ozono que se genera por este método, se utiliza la
siguiente ecuacién, y asi podemos calcular cuantos miligramos de ozono se esta

generando por minuto.

mgos mL de Na25203 gastados x Normalidad de Na25203 X 2400
/min = VT
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El Kl se prepara al 2%, se pesan 20 g de Kl y se agregan a un matraz aforado de
1000 mL, diluir con agua destilada hasta el aforo para tener una solucién 1 N, se

conserva en un recipiente de plastico bien cerrado.

ANEXO B. Determinaciéon de ozono disuelto por

El método colorimétrico de indigo (APHA-AWWA, WPCF, 1992) nos permite
conocer la cantidad de ozono disuelto que se encuentra en el agua, es un método

cuantitativo.

Principio: En solucion acida el ozono decolora rapidamente el indigo. La
disminucién de la absorbancia es proporcional al aumento de la concentracién y la

proporcionalidad constante a 600 nm es 0.42 + 0.01/cm/mg/L.

Reactivos:

Solucién madre indigo: afiadir 500 mL de agua destilada y 1 mL de acido
fosforico concentrado a un matraz de 1 L. Adadanse con agitacion 770 mg de
trisulfonato potasico de indigo, CisH7N2O411 S3Ks. Aforar hasta 1 L con agua
destilada. Estable hasta 4 meses.

Reactivos de indigo I: afadir a un matraz aforado de 1L 20 mL de solucién madre
de indigo, 10 g de fosfato diacido de sodio (NaH,PQO,) y 7 mL de acido fosférico
concentrado, diluir hasta el aforo, es normalmente estable durante una semana.

Se usa para rangos de concentracion de ozono de 0.01 a 0.1 mg de O3/L

Reactivo de indigo II: procédase como en el reactivo indigo |, afadiendo 100 mL

de solucion madre de indigo en lugar de 20 mL. Estable 1 semana.
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1)

Rangos de concentracion de ozono de 0.01 a 0.1 mg de O3/L: afadir 10
mL de reactivo de indigo 1 a dos matraces aforados de 100 mL, llénese
uno de ellos hasta el aforo con agua destilada (blanco) y otro hasta el aforo
con la muestra totalmente decoloradas se eliminen rapidamente con
agitacion pero sin producir la pérdida de gas ozono. Medir la absorbancia
de las dos soluciones a 600 nm £ 5 nm lo antes posible y siempre en las 4

h siguientes. Calculese de la siguiente manera:

100 = AA

mgdeO3= m

Donde AA= diferencia de absorbancia entre muestra y blando

b= recorrido de la luz en la cubeta en cm.

V= volumen de la muestra en mL.
f=0.42

Nota: se recomienda usar cubetas de 10 cm.

2)

3)

Rangos de 0.05 a 0.5 mg de Ogj/L: proceder como antes utilizando el
reactivo indigo Il en lugar del reactivo |. Preferentemente midase la
absorbancia la absorbancia en cubetas de 4 o 5 cm. (se aplica la formula

anterior)

Concentraciones mayores a 0.5 mg de Os/L: procédase utilizando el
reactivo de indigo Il, pero en estas concentraciones superiores, se utilizara
un menor volumen de muestra. Diluyase la mezcla resultante a 100 mL con
agua destilada. Usese una pipeta de vidrio para dosificar la muestra, que
se dejara fluir a través de un matraz Erlenmeyer durante un minuto por lo
menos, sin producir burbujas. Lavese la pipeta con muestra y afiadase al
matraz la cantidad medida, manteniendo la punta de la pipeta por debajo

de la superficie (se aplica la formula anterior.
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Nota: En las primeras dos partes de experimentaciéon, se aplicé el método para

intervalos de concentraciéon mayores de 0.5 mg/L

ANEXO C. Tincion de azul de metileno amortiguado para preparaciones

humedas

Esta técnica de tincion se utiliza cuando se sospecha la presencia de trofozoitos
en las preparaciones con solucion salina, los cuales han perdido su movilidad y
tienden a redondearse haciendo dificil su identificacion, asi como también se
utiliza para observar la presencia de quistes. La ventaja de esta técnica es que se

emplean reactivos faciles de conseguir y preparar.
- Solucién A (solucién de acido acético)
Ac. Acético glacial 1.2mL

Agua destilada 98.8 mL

- Solucién B (solucién de acetato de sodio)

Acetato de sodio (CH3COONa) anhidro 169
Acetato de sodio trihidratado 2649
Agua destilada 100 mL

Preparacion: Disolver el acetato de sodio en 100 mL de agua destilada, mezclar

y almacenar en un frasco con tapa (esta solucién es estable por seis meses).

Solucién de trabajo para tinciéon

Sol A 46.3 mL
Sol. B 3.7 mL
Colorante azul de metileno 05¢
Agua destilada 50 mL
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Preparacion: Mezclar las soluciones A y B con los 50 mL de agua y por ultimo
afadir el azul de metileno, agitar hasta su total disolucién. Almacenar en frasco
ambar. Esta soluciéon es estable indefinidamente, si se sedimenta el colorante se

recomienda filtrar la solucioén.

Tincién

-Tomar 5 uL de quistes que ya fueron tratados

-Adicionar una gota de azul de metileno amortiguado, homogenizar
- Cubrir la preparacion con un cubreobjetos de 18x18

- Incubar a temperatura ambiente por 3 minutos.

- Observar al microscopio con objetivos de 10x y 40x

Interpretacion
Con esta tincién los quistes se observan de color azul (quistes inactivados o no

viables) y los quistes incoloros son aquellos que estan viables.

ANEXO D. Prueba cualitativa de radical hidroxilo formado en los
tratamientos con peréxido de hidrégeno y ozonol/peréxido de hidrégeno

(deteccidn cualitativa de radicales hidroxilo)

Fundamento:

La prueba colorimétrica de azul de metileno es un indicador cualitativo que indica
la presencia de radicales hidroxilo de manera inmediata. Esta prueba se
caracteriza por ser sencilla, no requiere material caro y es rapida. La deteccién se
lleva a cabo mediante el blanqueamiento de un indicador de papel filtro,
previamente tratado con azul de metileno, después de aplicar una muestra
acuosa la cual contiene radicales hidroxilo. En esta prueba, los radicales hidroxilo
reaccionan con el cation del azul de metileno para producir un ion hidroxido y un
catiéon radical de azul de metileno. El color del catién es azul oscuro y el catién
radical es incoloro, la aplicacion de una muestra conteniendo radicales hidroxilo

al azul de metileno resultara en el cambio de color azul oscuro a incoloro.
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Para la desinfecciéon es necesario realizar pruebas que confirmen la presencia de

radicales hidroxilo.

Procedimiento:

1.
2.

Preparar una solucion 0.01 M de metanol.

Con la solucién anterior preparar una solucion 0.001 M de azul de metileno.
Recortar el papel filtro (grado 1, 70 mm diametro, porosidad media) en
rectangulos de 2 x 6 cm aproximadamente.

Marcar una linea horizontal a una distancia de 1.5 cm de la parte superior
con un marcador permanente como se muestra en la Figura AB. Esta linea
servira como una barrera hidrofébica para prevenir que el azul de metileno
sobrepase la linea durante el proceso de inmersioén.

Sumergir 10 veces la parte inferior de la tira dentro de la solucion de azul
de metileno hasta el nivel marcado.

Dejar secar las tiras en un lugar oscuro durante al menos 24 horas. Las
tiras pueden ser guardadas en una bolsa de plastico negra hasta por 30
dias sin que esto afecte los resultados de la prueba.

Tomar una muestra de liquido producto de la reaccion del H,O, al 10% y
30%, asi como la combinacion de O3/H,0, al 30% y dejar caer una gota en
el centro de la seccién del papel, previamente tratado con azul de metileno.
Debe realizarse una comparacion con agua destilada. La ausencia de
blanqueamiento del azul de metileno indica que no hay presencia de
radicales hidroxilo. Por otro lado el blanqueamiento del azul de metileno
debido a la presencia de radicales hidroxilo ocurre de forma inmediata
pasando de un color azul oscuro a un color casi blanco, concentrado en el
punto de aplicacion y con un color azul oscuro alrededor, como se observa

en la Figura 63.
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Figura 64. Test de azul de metileno. Control negativo (A) y control positivo (B).

ANEXO E. Fotografias de la prueba cualitativa de radical hidroxilo formado
en los tratamientos con peroxido de hidrogeno y ozonol/peréxido de
hidrégeno

Figura 65. Fotografias de pruebas cualitativas de radicales *OH en H,0, al 10% y 30% a pH 5,
7,10.
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Figura 66. Fotografias de pruebas cualitativas de radicales «OH en O3/H,0, al 30% a pH 5, 7, 10.
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