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Inactivacion de Enterococcus sp. presentes en aguas de salida de depuradora,
mediante procesos convencionales y avanzados de oxidacion

Resumen
El agua que sale de las depuradoras todavia contiene una serie de contaminantes,
entre los que se encuentran los microorganismos patdgenos, capaces de causar enfermedades
en el hombre. El agua residual depurada puede reutilizarse con distintitos fines, incluyendo
usos agricolas, urbanos, industriales, recreativos o medioambientales, siempre que cumpla con
los criterios de calidad establecidos en la legislacidn.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la eficacia de diversos procesos de
desinfeccién sobre un agua residual depurada con vistas a su reutilizacidn, utilizando
Enterococcus sp., una bacteria grampositiva patdgena para el hombre, como indicador
bacteriano de origen fecal. Los tratamientos de desinfeccion aplicados incluyen procesos
comunes como la cloracion, y diversos procesos de oxidacidon avanzada: ozonizacién, peroxona
(0O3/H,0,), irradiacién/H,0,, fotocatalisis (irradiacidon/TiO,) y fotocatalisis/H,0,. Se estudia el
efecto del tiempo de tratamiento, dosis y tipo de agentes desinfectantes. Ademas, mediante
estudio de las cinéticas de inactivacion bacteriana se evalla la eficiencia de los tratamientos de
desinfeccién aplicados en este trabajo y se comparan los resultados con los obtenidos en el
grupo de investigacién, Calidad y Tratamiento de Aguas de la Universidad de Zaragoza, en
procesos de potabilizacién de aguas naturales. Finalmente, se realiza un estudio econdmico de
los tratamientos de desinfeccidn aplicados en el presente trabajo.

La cloracién resulta el tratamiento mas efectivo y econdmico de los estudiados, ya que
alcanza la inactivacién total de la poblacidon de enterococos (7’5 unidades logaritmicas). El
aumento de la dosis de cloro en el rango estudiado (3’8 - 65 mg/L Cl,) supone un aumento de
la velocidad de desinfeccidn, como se observa en las constantes de velocidad de inactivacion
bacteriana de los diversos modelos matematicos aplicados.

Los tratamientos basados en ozono, ozonizacidon y peroxona, con dosis de 1’4 y 20
mg/L H,0,, consiguen también una desinfeccién eficaz (6 unidades logaritmicas de
inactivacién) con un consumo de ozono de hasta 110 mg/L Os;, aunque con cinéticas de
inactivaciéon mas lentas y un coste mas elevado, debido principalmente al asociado a la
generacidn de ozono. La adicidn de H,0, en las dosis aplicadas no influye sobre la eficacia del
proceso.

De los tratamientos basados en irradiacion UV/visible (320-800 nm) el dnico que
supera la unidad logaritmica de inactivacion es la fotocatalisis/H,0,, siendo necesario un
tiempo de tratamiento prolongado (60 minutos) y una concentracion de 680 mg/L H,0, para
alcanzar 4 unidades logaritmicas de inactivacion. El coste de este tratamiento es muy elevado
debido al coste del TiO, empleado.

Utilizando las mismas condiciones de operacién (tiempo, tipo y dosis de agentes
desinfectantes), las constantes de velocidad de inactivacién de Enterococcus sp. son mayores
en aguas naturales que en aguas de salida de depuradora, lo que supone una desinfeccion mas
rapida y eficaz en las primeras, o la necesidad de aumentar los tiempos de tratamiento y las
dosis para las aguas de salida de depuradora.
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Capitulo 1. Introduccién y objetivos

CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El agua es un bien imprescindible, limitado y a menudo escaso, cuyo consumo se ha
incrementado notablemente durante las Ultimas décadas debido al aumento de la poblacién,
del nivel de vida y a las actividades del hombre. El agua residual depurada que abandona las
Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) puede reutilizarse con distintos fines,
especialmente como aguas de riego para la agricultura, pero también para usos urbanos,
industriales, recreativos o medioambientales. La reutilizacién del agua supone una gran
ventaja, ya que se evita el consumo de agua potable para usos en los que no se requiere un
agua de una calidad tan elevada.

En Espafia la reutilizacion del agua de salida de EDAR estd legislada por el Real Decreto
1620/2007, que establece unos criterios de calidad para la reutilizacion del agua residual
depurada en funcién de su uso. Normalmente, el agua de salida de depuradora todavia puede
contener cierta concentracion de materia organica, sustancias peligrosas y microorganismos
patégenos [Mosteo et al., 2013]. Por ello, en muchas ocasiones resulta imprescindible aplicar
un tratamiento adicional que, entre otras cosas, elimine los patégenos presentes hasta niveles

gue no supongan un riesgo para la salud de las personas ni para el medio ambiente.

La cloracidn, técnica convencionalmente utilizada en la desinfeccion de aguas, resulta
eficaz y econdmicamente rentable, aunque en presencia de materia organica produce
trihalometanos, compuestos cancerigenos para el hombre [Black & Veatch Corporation, 2010].
Ante la creciente necesidad de encontrar alternativas econdmica y medioambientalmente
sostenibles, asi como de evitar los inconvenientes de las técnicas convencionales, se estan
investigando y desarrollando nuevos métodos de tratamiento del agua, como son los procesos
de oxidacion avanzada (POA). Estos procesos se basan en la generacion de especies reactivas
del oxigeno (ROS), entre los que destaca el radical hidroxilo por su elevado poder oxidante, tan
solo superado por el del fldor [Parsons, 2004]. Los POAs mas utilizados incluyen la ozonizacidn,
el sistema peroxona, la irradiacién ultravioleta, la fotocatalisis y el proceso Fenton.

La mayoria de estudios publicados hasta la fecha sobre desinfeccion mediante POAs en
agua se centran en la inactivacién de Escherichia coli, una bacteria gramnegativa cominmente
utilizada como indicador de contaminaciéon fecal [Rincdn y Pulgarin, 2003; Cho et al., 2004;
Diao et al., 2004; Spuhler et al.,, 2010;...]. En el presente trabajo de investigacion se ha
seleccionado Enterococcus sp. como bacteria de estudio, ya que también es un indicador de
contaminacion fecal que, al ser su pared celular grampositiva, presenta mas resistencia a los
tratamientos de desinfeccidn. La bibliografia referente a Enterococcus sp. no es tan extensa
como para E. coli aunque también hay articulos publicados sobre la inactivacion de esta
bacteria en aguas [Tyrrel et al., 1995; Lydakis-Simantiris et al., 2010; Lanao et al., 2012;...].
Ademas, muchos autores han aplicado POAs en agua natural prepotable, e incluso procesos
como la ozonizacién o la irradiacién con luz UV se utilizan en la potabilizacion de agua en
algunas instalaciones a escala real. Sin embargo, se necesitan llevar a cabo mds investigaciones
que evaluen la aplicabilidad de los POAs en aguas de salida de depuradora, que generalmente
contienen mas materia orgdnica y microorganismos patdgenos que el agua natural.

El objetivo principal de este trabajo es analizar el poder de desinfeccién de varios
procesos basados en la aplicacién de cloro, ozono y luz solar, utilizando como indicador
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Capitulo 1. Introduccién y objetivos

bacteriano Enterococcus sp., aplicables en el tratamiento de regeneracién de aguas de salida
de depuradora que van a ser reutilizadas. En concreto, se estudiara la cloracién, la ozonizacion,
el sistema peroxona (03/H,0,), la fotdlisis (irradiacion/H,0,), la fotocatalisis (irradiacion/TiO,) y
la fotocatalisis/H,0..

Para llevar a cabo el objetivo principal se plantean los siguientes objetivos secundarios:

— Estudio de la influencia de las principales variables que pudieran afectar al grado de
desinfeccién: tiempo de tratamiento, tipo y dosis de agentes empleados.

— Andlisis comparativo de eficiencia de los tratamientos de desinfeccién aplicados
mediante estudio de las cinéticas de inactivacidn bacteriana.

— Comparaciéon de los resultados de este trabajo con los obtenidos por el grupo de
investigacion en procesos de potabilizacidon de aguas naturales.

— Estudio econdmico de los tratamientos de desinfeccidn aplicados en el presente trabajo.

El presente proyecto de investigacidon se ha realizado en el Grupo de Investigacion
consolidado de “Calidad y Tratamiento de Aguas” perteneciente al Departamento de
Ingenieria Quimica y Tecnologias del Medio Ambiente de la Universidad de Zaragoza. Este
trabajo forma parte del proyecto de investigacién “Evaluacion de procesos en el tratamiento
de aguas y fangos en EDARs, para la reduccidn de contaminantes con riesgo sanitario y
ambiental (UZ2012-TEC-06)” financiado por el Banco Santander Central Hispano S.A,,
Universidad de Zaragoza. Ademas, cuenta con la financiacién DGA-FSE.
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CAPITULO 2. CONTAMINACION MICROBIOLOGICA
DE LAS AGUAS DE SALIDA DE DEPURADORA

Las aguas residuales urbanas deben tratarse en las Estaciones Depuradoras de Aguas
Residuales (EDAR) para poder ser devueltas a los cauces naturales. Generalmente, el
tratamiento de depuracién consta de un proceso inicial de desbaste y desarenado-
desengrasado (pre-tratamiento), seguido de una etapa de coagulacién-floculacién para
sedimentar los sélidos en suspensién (tratamiento primario) y de un proceso bioldgico
(tratamiento secundario) en el que una serie de microorganismos se encargan de reducir el
contenido en materia organica. Finalmente, algunas EDARs incluyen tratamientos terciarios
para completar el proceso de depuracién, especialmente importantes para eliminar los
compuestos de nitrogeno y fésforo que pueden promover la eutrofizaciéon [Willey et al., 2009].

Aunque el proceso de depuracion del agua residual consigue eliminar gran parte de los
contaminantes, el agua que sale de una EDAR todavia puede contener gran variedad de
microorganismos patégenos (virus, bacterias y protozoos), materia organica, sélidos en
suspension y sustancias inorganicas [Mosteo et al., 2013]. En la Tabla 1 se recogen los valores
de algunos parametros fisico-quimicos y microbiolégicos que presenta el agua a la salida de
una EDAR.

Tabla 1. Caracteristicas microbiolégicas y fisico-quimicas del agua de salida de una EDAR [Mosteo
etal, 2013; Huang et al., 2011]

Parametro Valor Parametro Valor

pH 7’22 -861 Carbono Organico Total 9’0-27'4mg/LC
Conductividad | 832 -3220 uS/cm Demanda de cloro 31-59 mg/LCl,

Turbidez 1'7 - 34’7 UNT Escherichia coli 6’0-10” - 7’3-10° UFC/100mL
DQO 50-112 mg/L O, Enterococcus faecalis 1’2-10" - 3'2-10° UFC/100mL
DBOs 12’5-17’5 mg/L O, Pseudomonas aeruginosa : 1’6-10*—3’9-10° UFC/100mL
ss 4 -56 mg/L Staphylococcus aureus 2’0-10% - 3'2-10° UFC/100mL
NH," 1’8 - 37’7 mg/L NH," Clostridium perfringens <1-1'6-10> UFC/100mL

La Directiva 91/271/CEE, legislacién que regula el vertido de las aguas residuales a los
cauces naturales, tan solo establece limites de vertido para la demanda bioldgica de oxigeno
(DBOs, 25 mg/L 0,), la demanda quimica de oxigeno (DQO, 125 mg/L O,), los sdlidos en
suspension (SS, 60 mg/L) y en algunos casos para nitrégeno (15 mg/L N) y fésforo (2 mg/L P) en
zonas propensas a eutrofizacion. Sin embargo, para que el agua de salida de depuradora
pueda reutilizarse ha de cumplir unos criterios de calidad en funcién del uso al que se destine,
tal y como figura en el Real Decreto 1620/2007 (ANEXO 1). En Espafia, el RD 1620/2007 fija
limites maximos de turbidez, sélidos en suspensién, nematodos intestinales y Escherichia coli,
entre otros, e impone que en los casos que haya presentes sustancias peligrosas deberd
asegurarse el respeto de las Normas de Calidad Ambiental correspondientes. Ademds, durante
los ultimos afios se han publicado varias guias internacionales que proponen criterios para la
reutilizacion del agua residual [EPA, 2012; WHO, 2006].
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Cabe destacar que la presencia de microorganismos patogenos en el agua de salida de
depuradora no sélo puede suponer un riesgo para la salud de las personas, puesto que son
transmisores de enfermedades, sino también causar turbidez, mal olor e incrementar la
demanda de oxigeno. Los patdgenos presentes en el agua residual no suelen medirse de forma
directa ya que sus concentraciones varian y los procedimientos analiticos son dificiles de
realizar o tienen un coste elevado. En su lugar, se utilizan indicadores de contaminacién fecal,
como Escherichia coli, coliformes termotolerantes, o enterococos intestinales, cuya medida
representa la concentracidon de patégenos con propiedades similares en el agua residual. La
presencia de estos grupos de bacterias no siempre supone un riesgo por si misma, sino que
indica la posible existencia de patdgenos causantes de enfermedades como bacterias, virus y
protozoos que también viven en el sistema digestivo de animales y humanos [WHO, 2006].
Ademas, estos indicadores pueden servir para cuantificar la eficacia de un tratamiento de
desinfeccién. Sin embargo, no existe un organismo que sea el indicador perfecto, ya que cada
microorganismo presenta distinta resistencia a los tratamientos de desinfeccidn, normalmente
siguiendo este orden: bacterias no formadoras de esporas < virus < bacterias formadoras de
esporas < helmintos < protozoos [Malato et al., 2009].

Aunque el RD 1620/2007 solo establece limites maximos para Escherichia coli, una
bacteria gramnegativa, se considera necesario el estudio de los tratamientos de desinfeccion
sobre otro tipo de bacterias mas resistentes, como son los enterococos, bacterias
grampositivas, que poseen una pared celular mucho mas gruesa y por tanto resultan mas
dificiles de inactivar. Por eso, el microorganismo objeto de estudio del presente trabajo de
investigacion es Enterococcus sp., una bacteria que debido a su origen fecal se encuentra
comunmente en el agua de salida de depuradora. Los enterococos resultan un indicador util
tanto en aguas superficiales como en aguas marinas ya que su comportamiento se asimila mas
al de muchos patdégenos que otros indicadores [water.epa.gov]. El género Enterococcus sp.
presenta células esféricas u ovoides (cocos) en parejas o cadenas cortas, no esporuladas, a
veces inmoviles, con un tamafio de 0’6 a 2’5 um. Son bacterias anaerobias facultativas,
grampositivas, quimioheterdtrofas, y mesodfilas, que fermentan los hidratos de carbono a
lactato sin produccién de gas. Algunas especies representativas del género Enterococcus sp.
son E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. durans y E. gallinarum. Los enterococos como E.
faecalis, un patédgeno oportunista que puede producir infecciones urinarias y endocarditis, son
habitantes normales del tracto intestinal de los seres humanos y de la mayoria de los animales
[Willey et al., 2009]. En el ANEXO Il se describen con mas detalle algunos de los términos
microbioldgicos utilizados.

Teniendo en cuenta los criterios de calidad que ha de cumplir el agua para poder
reutilizarse y las concentraciones de microorganismos presentes en el agua de salida de
depuradora, en la mayoria de los casos va a ser necesario someter dicha agua a un tratamiento
adicional de desinfeccién. En el Capitulo 3 se describen algunos de estos tratamientos
enfocados a la eliminacién de los microorganismos patdgenos presentes en el agua.
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CAPITULO 3. TRATAMIENTOS DE DESINFECCION

La desinfeccion se define como la destruccidn parcial de los microorganismos
patdgenos mediante tratamientos fisicos o quimicos. Ademas de prevenir la propagacion de
enfermedades, en el caso de aplicar la desinfeccién en aguas residuales depuradas, se
protegen los abastecimientos de agua potable, las aguas de bafio y las zonas de vida piscicola.
En este capitulo se describen algunos tratamientos de desinfeccion tanto convencionales como
de oxidacion avanzada habitualmente utilizados.

3.1. Tratamientos de desinfeccion convencionales: Cloracion

La cloracion es el tratamiento de desinfeccion mds antiguo y continda siendo un
importante método para desinfectar el agua residual municipal. El cloro estad disponible en
diversas formas, cuyas caracteristicas influyen en gran medida sobre el sistema de
desinfeccién. Se puede utilizar cloro liquido o gaseoso, o bien en forma de hipoclorito de sodio
(NaClO) o de calcio (Ca(ClO),). El hipoclorito de sodio, cominmente conocido como lejia, es la
forma mds utilizada. Se trata de un liquido transparente que suele comercializarse en
concentraciones de 5%, 10% y 15% en peso de cloro disponible. En algunas EDARs de gran
tamafio se prefiere el uso de NaClO como medida para evitar el peligro que supone el
almacenamiento de cloro liquido o gaseoso en contenedores a elevadas presiones de vapor.

El cloro que se afiade al agua residual depurada reacciona en cuestiéon de segundos
con el nitrégeno amoniacal presente, dando lugar a la formacion de cloraminas (NH,Cl, N,HCI,
N5Cl). Simultdaneamente, se producen otras reacciones con otros iones inorganicos como S,
HS, SO5*, NO, Fe** y Mn?*, Estas sustancias reaccionan tanto con el cloro libre como con las
cloraminas, reduciendo ambos compuestos al ion cloruro, que es estable y no bactericida. El
consumo de cloro durante el primer minuto de tratamiento se debe principalmente a su
reaccién con sustancias inorgdnicas, mientras que durante los siguientes minutos el cloro
reacciona con los compuestos organicos de forma mucho mds lenta [Black & Veatch
Corporation, 2010].

La eliminacidon de microorganismos durante la cloracién se produce por difusidon del
cloro a través de la pared celular, produciendo una disfuncidon de los grupos enzimaticos
internos y por tanto, inactivando las células. Ademas, el cloro puede reaccionar con los
materiales de la pared celular, por ejemplo, oxidando los grupos amino de proteinas, lo que
disminuye la fortaleza de la pared y acaba matando la célula. Sin embargo, la cloracién no
afecta a la integridad de la célula por lo que no se observan dafios severos en la superficie de
la célula ni lisis celular [Diao et al., 2004].

Los principales parametros a tener en cuenta para llevar a cabo la cloracion son el
tiempo de contacto (T), la dosis o concentracidn de cloro (C) y la agitacién, ya que la
desinfeccién del agua mediante cloracién es mas eficaz si hay buena mezcla en el punto de
aplicaciéon. A menudo, en la practica suele utilizarse el pardmetro CT, combinacién de la
concentracién de cloro (C) y el tiempo de contacto (T).

Uno de los problemas mas importantes que plantea la cloracion es la formacion de
subproductos de desinfeccién, como los trihalometanos (THMs), compuestos formados por
reaccién del cloro con las sustancias orgdnicas presentes en el agua. Los THMs son
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cancerigenos, por lo que resulta imprescindible minimizar su generacion. Para ello hay que
considerar diversas variables como la concentracidn de precursores de THMs, la concentracion
de cloro libre, el tiempo de contacto, la temperatura, el pH, la concentracién de iones bromuro
y vyoduro, etc. Los THMs mas importantes en el agua son el cloroformo, el
bromodiclorometano, el dibromoclorometano y el bromoformo [Black & Veatch Corporation,
2010].

3.2. Procesos de oxidacion avanzada

Los procesos de oxidacidon avanzada (POAs) se basan en la generacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS), entre las que destaca el radical hidroxilo ("OH) por su elevado
poder oxidante, tan solo superado por el del fldor. El radical hidroxilo es capaz de degradar
una amplia variedad de compuestos organicos y de inactivar microorganismos patégenos. La
formacidn de ROS puede iniciarse mediante fotdlisis, ozono, perdxido de hidrégeno, calor, etc.
Durante los POAs tienen lugar un gran nimero de reacciones, por lo que resulta dificil predecir
todos los productos de oxidacién. Ademas, el grado de oxidacidon de compuestos organicos y la
desinfeccién alcanzadas dependen de multitud de factores, como la concentracion de
contaminantes, la concentracién de oxigeno, el pH, la temperatura, la presencia de
“scavengers” o atrapadores de radicales (ej. idon bicarbonato)... [Parsons, 2004]. A continuacion
se describe el fundamento tedrico de los POAs aplicados en el presente trabajo de
investigacion.

3.2.1. Tratamientos basados en ozono

Ozonizacion

El ozono (0O;) se lleva utilizando desde hace mucho tiempo en las estaciones de
tratamiento de aguas potables para desinfectar, controlar los compuestos que generan malos
olores y sabores, y eliminar el color del agua. El ozono puede reaccionar mediante dos
mecanismos: de forma directa o indirecta. Cuando el pH del agua a tratar es acido, prevalece la
reaccion directa del ozono, que es muy selectiva. Por ejemplo, el ozono reacciona con la
materia organica por adicion electrofilica a los dobles enlaces. Por otra parte, el ozono se
descompone en el agua generando radicales hidroxilo que reaccionan de manera no selectiva
con los contaminantes presentes. El poder oxidante del ozono (2’07 eV) es inferior al del
radical hidroxilo (2’80 eV), por lo que interesa favorecer la formacién de "OH. Esto puede
conseguirse aumentando el pH del medio, adicionando H,0,, combinando el O; con luz
ultravioleta... En general, a pH neutro el ozono reacciona mediante los dos mecanismos citados
[Matilainen y Sillanpaa, 2010].

Los elevados potenciales de oxidacién del ozono y del radical hidroxilo hacen de la
ozonizacion un potente tratamiento de desinfeccion. Durante la ozonizacidn, la inactivacidn de
las células tiene lugar debido a la desintegracion de la pared de la célula y la consiguiente lisis
celular [Diao et al., 2004].

Sistema peroxona (0s/H,0,)

La combinacidn del ozono con el peréxido de hidrégeno recibe el nombre de sistema
peroxona. El H,0, es un iniciador del mecanismo radicalario del ozono, favoreciendo la
formacidn de radicales hidroxilo.



Capitulo 3. Tratamientos de desinfeccidn

Uno de los parametros a optimizar en el sistema peroxona es el ratio Os/H,0,, ya que
el peréxido de hidrégeno no solo acttia como generador de "OH, sino como “atrapador” de
estos radicales. El rango dptimo de concentracion de H,0, depende del tipo de contaminantes
presentes y su concentracion en el agua a tratar [Kosaka et al., 2001].

3.2.2. Tratamientos basados en luz UV /visible

Radiacién solar

La radiacidn solar que llega a la superficie terrestre comprende un rango que va desde
el infrarrojo hasta el ultravioleta (UV) del espectro electromagnético. Dentro de este intervalo,
la luz ultravioleta, que supone tan solo un 7% de la radiacién, presenta las mejores
propiedades de desinfeccion. Los rangos de las longitudes de onda del UV son: 400-315 nm
para UVA, 315-280 nm para UVB y 280-100 nm para UVC. La irradiacidon solar que incide en un
dia despejado de verano sobre el ecuador es de unos 1120 W/m?. Esto supone una energia
dptica de 1’12 kJ/m? disponibles cada segundo para inactivar cualquier microbio patégeno
presente en el agua expuesta a la radiacion solar. Este valor se reduce conforme la latitud
aumenta alejandose del ecuador [McGuigan et al., 2012].

Algunos contaminantes son capaces de absorber la radiaciéon UV, pasando a un estado
excitado a partir del cual tiene lugar su degradacidon. Ademads, el agua puede absorber la
radiacion UVC por debajo de 190 nm, produciéndose asi la fotélisis del agua y la formacion de
ROS [Parsons, 2004], tal y como se muestra en la ecuacion 3.1:

H,0 + hv (1< 190nm) » H* + "OH [3.1]

La inactivacion bacteriana en el agua irradiada con luz solar se debe a que parte de la
luz UV que incide sobre las células, principalmente en el rango UVB y UVC, puede absorberse
por el ADN celular, modificandolo y dificultando a las enzimas polimerasa la réplica del ADN.
Sin embargo, las células poseen varios mecanismos capaces de reparar su ADN, eliminando la
parte afectada y sustituyéndola por ADN polimerasa. Ademads, aunque las longitudes de onda
del UVA no son suficientemente energéticas como para modificar directamente las bases del
ADN, juegan un papel importante en la formacién de ROS tanto en el agua como en el interior
de la célula. Una vez formadas, estas especies reactivas del oxigeno pueden causar dafios en el
ADN, oxidar los grupos amino de las proteinas u oxidar los acidos grasos poliinsaturados de los
lipidos. Cuando el agua alcanza temperaturas superiores a 45°C se observa un fuerte efecto
sinergistico entre la inactivacién Optica y termal, ya que, ademds de un efecto de
pasteurizaciéon, el aumento de la temperatura del agua inhibe los mecanismos de reparacion
del ADN celular [McGuigan et al., 2012]. Las investigaciones realizadas hasta el momento
indican que la radiacion solar es capaz de inactivar con éxito una amplia variedad de bacterias,
virus y protozoos parasitos presentes en el agua [Heaselgrave y Kilvington, 2011].

Los tratamientos basados en irradiacién con luz solar suponen un método barato y
sencillo para inactivar patdgenos presentes en el agua, por lo que su uso esta extendiéndose
en muchos paises en desarrollo con escasez de agua potable. La técnica utilizada recibe el
nombre de SODIS (Solar Disinfection) y consiste en introducir el agua en recipientes de plastico
o cristal y exponerlos a radiacidn solar entre 6 y 48 horas, dependiendo de la intensidad de la
luz solar y de la sensibilidad de los patégenos.
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Radiacioén solar con H,0,

La combinacién de radiacién solar con ciertas sustancias, como el H,0,, en el
tratamiento de aguas puede incrementar la formacién de ROS, y por tanto, favorecer la
inactivacién de microorganismos patdgenos. La fotdlisis del perdxido de hidrégeno tiene lugar
a longitudes de onda de 254 nm, dando lugar a la formacion de ROS (Ecuacién 3.2).

H,0, + hv (A~254nm) » “OH + "OH [3.2]

Normalmente para generar una cantidad de ROS suficiente para degradar compuestos
organicos o desinfectar el agua se necesitan concentraciones de H,0, elevadas. Sin embargo,
el H,0, en exceso actla como atrapador de radicales, haciendo el proceso menos efectivo, por
lo que es necesario alcanzar un compromiso [Parsons, 2004].

En general, la adicién de H,0, acelera la descomposicién de la materia orgdnica y
aumenta la velocidad de inactivacion de las células. Ademds de los mecanismos descritos
anteriormente en este apartado, la inactivaciéon de bacterias en presencia de H,0, y luz solar
tiene lugar principalmente por tres métodos. En primer lugar la fotolisis del H,0, genera "OH,
aunque este hecho solo es significativo a longitudes de onda menores de 254 nm, y los
radicales generados tienen un periodo de vida extremadamente corto. En segundo lugar, el
H,0, puede atacar directamente la membrana celular, incrementando su permeabilidad y
afectando a la viabilidad de las células. Por ultimo, el H,0, es relativamente estable y no tiene
carga, por lo que es capaz de penetrar la membrana bacteriana y difundir en las células. El
H,0, intracelular puede reaccionar con los iones metalicos presentes en el interior de la célula
dando lugar a la formacién de "OH altamente reactivos y otras ROS téxicas para la célula
[Spuhler et al., 2010].

Fotocatalisis

La generacidn de ROS en los procesos de fotocatalisis tiene lugar por combinacién de
un catalizador y luz. El diéxido de titanio (TiO,) es uno de los fotocatalizadores mas utilizados
en el tratamiento de agua, debido a su elevada actividad fotocatalitica, a su estabilidad y a sus
propiedades benignas desde el punto de vista medioambiental. La irradiacion del TiO, con luz
ultravioleta a longitudes de onda entre 300 y 390 nm, induce la excitacion de los electrones
desde la banda de valencia hasta la banda de conduccién, dando lugar a la creacion de huecos
altamente oxidantes en la banda de valencia, y a la formacidn de ROS, como el radical hidroxilo
"OH. La Figura 1 muestra el mecanismo de formacion foto-inducido de un par hueco-electrén
en una particula semiconductora de TiO, en presencia de un contaminante del agua (P).

Los compuestos orgdnicos se degradan en los huecos de la superficie del TiO, y
mediante los radicales formados presentes en el agua [Matilainen vy Sillanp&a, 2010], dando
lugar a la aparicion de compuestos intermedios, y su posterior mineralizacion en CO, y agua.

La inactivacion bacteriana durante la fotocatalisis con TiO, tiene lugar mediante varios
mecanismos. Inicialmente los radicales atacan la superficie de la membrana externa de la
pared celular, causando dafios en la capa de peptidoglicano y en la capa de lipopolisacaridos. A
continuacién, tiene lugar la peroxidacion de la membrana lipida y la oxidacién de las proteinas
y de los polisacaridos de la membrana. Esto produce la pérdida de funciones esenciales de la
célula, como la actividad respiratoria, causando finalmente la muerte bacteriana.
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Figura 1. Formacion del par hueco-electréon en una particula de TiO, [Chong et al., 2010].

El didxido de titanio ha sido utilizado con éxito como fotocatalizador en multiples
estudios, para la eliminacion de distintas bacterias como Serratia marcescens, Escherichia coli,
o Streptococcus aureus. Sin embargo, otros autores han encontrado muy poca diferencia en la
inactivacién de bacterias en agua real con luz solar en presencia o ausencia de TiO, [Malato et
al., 2009].

Fotocatalisis con H,0,

Uno de los problemas que plantea el uso de TiO, es la recombinacién del par hueco-
electréon, que, en ausencia de un aceptor de electrones adecuado, limita la efectividad del
proceso. Una estrategia de inhibir este efecto de recombinacidn es afadir otros aceptores de
electrones a la reaccién que, ademds, contribuyan a aumentar la produccién de ROS. El
perdxido de hidrégeno es un oxidante utilizado con este fin. En general, la adicién de H,0, es
beneficiosa y aumenta la efectividad del proceso. Sin embargo, el efecto depende de la dosis
de H,0,, existiendo un rango dptimo de concentracidn. Si se sobrepasa cierta concentracion, el
H,0, puede adsorberse sobre la superficie del TiO,, ocupando los huecos formados y
reaccionando con los radicales hidroxilo producidos. La adicion de H,0, en dosis adecuadas
consigue aumentar la velocidad de reaccidn, lo que se traduce en la disminucién de las
dimensiones del foto-reactor, que es el componente mds caro y una barrera para su
comercializacién, reduciendo asi el coste del proceso.

Los mecanismos de desinfeccion en la fotocatdlisis combinada con perdxido de
hidrégeno incluyen los descritos para la radiacidon solar, el peréxido de hidréogeno y la
fotocatdlisis.
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CAPITULO 4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y

TRATAMIENTO DE DATOS

4.1. Metodologia analitica

4.1.1. Analisis de parametros fisico-quimicos

La Tabla 2 muestra los parametros fisico-quimicos analizados, los métodos analiticos y

la instrumentacidn utilizada durante el desarrollo de este proyecto.

Tabla 2. Métodos analiticos e instrumentacién

; ; . Marcay
Parametro Método Equipo Rango Error
modelo
4500-HB
CRISON
pH Standard pH-metro 1-14 + 0’02
GLP 21
Methods
HANNA
Turbidez ISO 7027 Turbidimetro Instruments LP 0-1000 UNT  +O’5UNT
2000
. UNE-EN ISO i CRISON Basic 0,01 —19999 +0°02
Conductividad Conductimetro
27888 30 uS/cm uS/cm
Sélidos en 2540D
B i Hach LANGE
suspension Standard Espectrofotometro DR 2800 5-750mg/l +0’1 mg/l
totales (SST) Methods
Carb 5310 B cT: 0-
arbono
- . SHIMADZU 25000mg/I
Organico Standard Analizador de COT 5-10%
TOC-VCSH Cl: 0-
Total (COT) Methods
30000mg/I
Fotdmetro HANNA
multiparametro de  Instruments HI 0 - 150mg/| + 1mg/I
410.4 EPA sobremesa 83099
DQO
(adaptado) HANNA
Reactor de DQO Instruments HI - -
839800
o 0-100mg/I
5 Test indicador de el {®
- erckoquan -
a2 peréxidos < 100-
1000mg/I
L, D1426-92 ,
Nitrogeno Fotometro HANNA
i Manual o, +0'05
amoniacal multipardmetro de  Instruments HI 0-10 mg/L
ASTM mg/|
(N-NH5) sobremesa 83099
(adaptado)
. DPD 330.5 Fotédmetro HANNA
Cloro libre . +0'03
. EPA multiparametro de  Instruments HI 0-2’5 mg/L
residual (Cl,) mg/|
(adaptado) sobremesa 83099
5710 B .,
Demanda de Valoracion
Standard . - - -
cloro (CD) volumétrica
Methods
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En el ANEXO Ill se presenta, de forma desarrollada, la metodologia analitica y la
instrumentacién utilizada en este trabajo.

4.1.2. Analisis de parametros microbioldgicos: Enterococcus sp.

El indicador bacteriano de contaminacion fecal objeto de estudio del presente trabajo
de investigacion es Enterococcus sp. El cultivo y recuento de estas bacterias se realiza
siguiendo el procedimiento descrito en la Norma Espafola UNE-EN ISO 7899-2:2001:
“Deteccion y recuento de enterococos intestinales” y el método normalizado 9215.C [Clesceri
et al., 2005].

Equipos

Los equipos utilizados en el analisis microbioldgico de Enterococcus sp. se muestran en
la Tabla 3. Todo el material de vidrio utilizado se esteriliza en autoclave a 121°C y 1 bar de
presiéon durante 15 minutos.

Tabla 3. Equipos utilizados en los andlisis microbioldgicos

Instrumento Marca Modelo Funcidn
Estufas de cultivo J.P. Selecta INCUDIGIT 36 L Cultivo bacterioldgico
- M - .
Bafio termostatico J.P. Selecta PRECISTEM 20 L ar'1ten|m|ento de’ mgdlo de
cultivo en estado liquido
Autoclave J.P. Selecta 437-P Esterilizacion del material
. s . . Pruebas d fi i6
Microscopio éptico Zeiss Axiostar Plus rue a?s ,e.con rmacion
bacterioldgicas
Rampa de filtracion Millipore Sistema Microfil ~ Andlisis microbiolégico
. L ZX3 .
Agitador Vortex Velp Scientifica Mezcla de soluciones en tubos
Mechero bunsen Crear condiciones de esterilidad

Medios de cultivo

El medio utilizado para el cultivo de Enterococcus sp. es el agar selectivo Slanetz &
Bartley (Scharlau). Las colonias de enterococos adquieren un color granate caracteristico en
este agar (Figura 2). La composicion y preparacién del medio de cultivo se detalla en el ANEXO
V.

-2,
Rl
. .x
el S, .
-: g } B
:'. 2 .o "
l\ ’ S -:.'\
» 9o

—

Figura 2. Aspecto de las colonias de Enterococcus sp. en el agar S&B. Método de siembra en
superficie (izquierda) y método de filtracién de membrana (derecha).
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Métodos de siembra

En el presente trabajo de investigacién se utilizan el método de filtracién por
membrana (UNE-EN 1SO 7899-2:2001) y el método de siembra en superficie (Standard
Methods 9215.C [Clesceri et al., 2005]) para el cultivo de Enterococcus sp. Cuando la poblacion
bacteriana no es muy elevada se utiliza el método de filtracion, mientras que el método de
siembra en superficie se utiliza cuando la poblacion es mayor. Ademads, para analizar un
volumen de muestra que permita un recuento adecuado de colonias de Enterococcus sp. en el
método de siembra en superficie, se realizan diluciones decimales seriadas. En el ANEXO IV se
describen los métodos de siembra y el método de diluciones decimales seriadas en mayor
profundidad.

Incubacion

Las placas sembradas se invierten e introducen en la estufa incubadora a 37 °C durante
48 horas. Tras finalizar el periodo de incubacidn, se cuentan todas las colonias que presentan
una coloracién roja, marrdn o rosa, bien en su centro o en su periferia (Figura 2).

Recuento

Tedricamente, cada colonia procede de la multiplicacién de una sola célula; sin
embargo, una colonia también puede ser el resultado de la multiplicacién de un agregado de
células. Por otra parte, no todas las células bacterianas son capaces de formar colonias, ya que
no crecen en los medios de cultivo. Por ello, en el recuento en placa lo mas correcto es hablar
de unidades formadoras de colonias (UFC) [Gamazo et al., 2005]. Los datos de cada
experimento realizado se expresan en UFC/100 mL.

El numero de colonias que aparecen en las placas no ha de ser demasiado grande,
pues algunas colonias se pueden fusionar dando estimaciones errdneas, ni demasiado
pequefio, para que el cdlculo sea estadisticamente significativo. En el método de filtracién de
membrana se cuentan las placas cuyo nimero de colonias se encuentra entre 20 y 200. En el
método de siembra en superficie se cuentan las placas con un nimero de colonias entre 30 y
300 [Clesceri et al., 2005]. Cuando no se detecta ningin microorganismo en la placa sembrada,
el valor que se toma es 1 UFC/100 mL para permitir el calculo posterior con logaritmos. Para
obtener el nimero apropiado de colonias se diluye la muestra por el método de diluciones
decimales seriadas, tal y como se explica en el ANEXO IV.

Tras seleccionar las placas con crecimiento adecuado, el recuento bacteriano se
obtiene aplicando la ecuacién 4.1, donde F4 es el factor de dilucidn, es decir, la inversa de la
dilucién seleccionada.

UFC/100 mL = UFC/mL muestra analizados - F; - 100 mL [4.1]

Repetibilidad del método de analisis de Enterococcus sp.

Ibarz (2008) calculd el coeficiente de variacion del método de filtracion de membrana
sobre Enterococcus sp., estableciendo un CV entre el 3-10 %. En este trabajo se ha
determinado el coeficiente de variaciéon del método de siembra en superficie, siendo del 2%,
tal y como se describe en el ANEXO IV.
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4.2. Muestras

Las muestras utilizadas para la experimentacién del presente trabajo de investigacion
consisten en agua residual depurada sintética cuyas caracteristicas simulan las condiciones del
agua residual a la salida de una depuradora. Para la obtencion de dichas muestras se puso en
marcha una planta piloto de lodos activos a escala de laboratorio (Figura 3), situada en el
laboratorio del grupo de investigacidon de “Calidad y Tratamiento de Aguas”, perteneciente al
departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologias del Medio Ambiente de la Universidad de
Zaragoza.

Figura 3. Planta piloto de lodos activos

La planta consta de un reactor biolégico y un decantador, con un volumen de 3Ly 2L
respectivamente. Se alimenta agua residual sintética al reactor, con la composicion mostrada
en la Tabla 4, a un caudal aproximado de 1 L/h. El reactor cuenta con un sistema de aireacion,
que proporciona el oxigeno necesario a las bacterias encargadas de la depuracién y
homogeneiza los fangos. La reaccidon genérica que tiene lugar en el reactor se describe en la
ecuacion 4.2:

Materia organica + O, + nutrientes - CO, + NH3 + células + otros productos [4.2]

Tabla 4. Composicién del agua de alimentacidn de la planta piloto de lodos activos [Directiva
82/243/CEE, 1982]

Peptona | Extracto Urea

de carne | decarne | CO(NH,),

Compuesto : Glucosa NaCl i CaCl,-2H,0 i MgS0,:7H,0 : K,HPO,

Concentracion

200 160 110 30 7 4 2 28
(mg/L)

Tras abandonar el reactor, el agua pasa a un decantador donde sedimentan los fangos.
Parte de ellos se recircula al reactor para mantener en éste una concentracién de
microorganismos adecuada, de aproximadamente 3000-3500 mg/L. El agua clarificada rebosa
por la parte superior del decantador y se recoge en una garrafa.
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Previamente a la realizaciéon de cada uno de los tratamientos, la muestra de agua que
se va a utilizar se esteriliza en autoclave en una botella de vidrio de 1 L para eliminar los
microorganismos presentes y asi evitar cualquier interaccidon de la bacteria objeto de estudio
con otros microorganismos [Medema et al., 1997]. Una vez que la muestra esta esterilizada, se
procede a aumentar de manera artificial la poblacién de enterococos, bacteria objeto de
estudio del presente trabajo de investigacidn. Este proceso recibe el nombre de “fortificacidon”.
Para ello, se preparan suspensiones bacterianas concentradas a partir de cultivos puros de
Enterococcus sp., que posteriormente se afiaden a las muestras de agua de salida de
depuradora. De esta forma se obtiene una “muestra fortificada”, que permite determinar la
influencia de los tratamientos de desinfeccién estudiados. En el ANEXO IV se explica
detalladamente el procedimiento de fortificacion de las muestras.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de la muestra de agua de salida de
depuradora autoclavada y fortificada.

Tabla 5. Caracteristicas de la muestra fortificada.

Parametro Valor

pH 6'5-8'5

Turbidez 22-116 UNT

Conductividad 728 - 1660 uS/cm

Sélidos en suspensidn totales (SST) 61-117 mg/L

Carbono Organico Total (COT) 11’5-13’4 mg/LC

DQO 66 - 111 mg/L O,

Nitrégeno amoniacal 0’9 — 3’2 mg/L N-NH;
Demanda de cloro 60 - 65 mg/L Cl,
Enterococcus sp. 3’2107 - 1’3-10® UFC/100 mL

Estos valores son similares a los observados en el agua de salida de EDARs a escala real
(Tabla 1).

4.3. Tratamientos de desinfeccion aplicados

Para calcular la inactivacion bacteriana y por tanto, evaluar la eficacia de cada
tratamiento en la desinfeccion de una muestra, se utilizan unidades logaritmicas. Para ello se
utiliza la expresién 4.3, donde Ny es la poblacién inicial bacteriana y N, la poblaciéon que
sobrevive en un determinado tiempo t, ambos pardmetros medidos en UFC/100 mL.

Inactivacion bacteriana = Log,y(N;/Ny) [4.3]

4.3.1. Cloraciéon

Los ensayos de cloracién se realizan sobre 300 mL de muestra contenida en reactores
de vidrio de 600 mL. Se utiliza hipoclorito sédico (NaClO, 5%, Panreac) como desinfectante,
adicionando a la muestra distintas dosis de cloro (3’8 - 65 mg/L Cl,). Tras la adicion del
oxidante, la muestra clorada se mantiene en agitacion a 100 r.p.m. para favorecer la mezcla. A
partir del instante en que se adiciona el reactivo a la muestra, se toman alicuotas a distintos
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intervalos para valorar el efecto del cloro sobre la poblacidon de estudio en el tiempo. La
duracion maxima del tratamiento son 30 minutos.

Las dosis de cloro aplicadas, varian desde 3’8 mg/L Cl,, dosis correspondiente a la
demanda de cloro de un agua natural [Lanao, 2012], hasta la demanda de cloro de la muestra
objeto de este estudio (65 mg/L Cl,), que es agua residual depurada que contiene materia
oxidable. Se aplican también concentraciones intermedias de 15 y 30 mg/L Cl, para estudiar la
influencia de la dosis de cloro en el tratamiento.

El cloro residual de las muestras extraidas se neutraliza con tiosulfato sddico
(Na,S,03:5H,0, 99'5%, Panreac) para evitar que siga ejerciendo su efecto bactericida. Las
muestras se procesan de inmediato tras la finalizacién del experimento.

4.3.2. Tratamientos basados en ozono

En el presente trabajo de investigacién se aplican tratamientos de desinfeccion
basados solo en el ozono (ozonizacidn) y combinando ozono con peréxido de hidrégeno
(sistema peroxona).

El ozono se genera “in situ” en el laboratorio mediante un ozonizador Fischer modelo
500. El equipo consta de dos electrodos entre los que se establece un alto voltaje y por los que
fluye una corriente de oxigeno puro. En la descarga eléctrica que se produce, se genera
oxigeno atémico que al combinarse con el molecular da lugar a las moléculas de ozono. En la
Figura 4 se muestra un esquema de la instalacidn de ozonizacién. La descripcién completa de
la instalacién de ozonizacién se detalla en el ANEXO V.

— . Os
I ” >
= | | e,
= 0O; Oy 0."',? u" &
=] QY
- & Disolucién Ki 2 %
03 seco 2

P | [
/ \ 4)

Figura 4. Esquema de la instalacién de ozonizacion

El flujo de ozono introducido se mantiene constante a lo largo de cada experimento
(O3 introducido) Y S€ calcula mediante calibracién del equipo, tal y como se describe en el ANEXO
V. Todo el ozono producido no llega a consumirse en la reaccion, por lo que el exceso debe
destruirse (O3 no consumido)- Para ello se conectan en serie al reactor dos o tres borboteadotes que
contienen una disolucion de yoduro potasico al 2%. El ozono reacciona con el yoduro
reduciéndose a oxigeno y el yoduro se oxida a yodo (I,) (ecuacion 4.4). El ozono no consumido
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se calcula por valoracién con tiosulfato de sodio (método yodimétrico), descrito en detalle en
el ANEXO V. El experimento debe llevarse a cabo en una campana de extraccién ya que el
ozono es un elemento toxico.
O;+H,0+2e 2> 0,+20H
2042 D1, [4.4]

O3+H,0+21>0,+1,+2 OH

El O3 consumido por la muestra se define por la ecuacién 4.5. La cantidad de ozono
residual disuelta en el agua resulta despreciable en comparacidn con el ozono no consumido,
por lo que se desestima.

O3 consumido= O; introducido - (O3 no consumido + O; residual disuelto)  [4.5]

El caudal de ozono introducido durante los experimentos basados en ozono es de 888
mg/h Os, y los tiempos de tratamiento son: 0’5, 1, 3, 6, 9 y 15 minutos. De esta forma se
aplican distintas dosis de ozono a la muestra seglin el tiempo seleccionado, pudiéndose
relacionar la inactivacién de enterococos con la cantidad de ozono consumido por la muestra.
Las dosis de ozono aplicadas, de hasta 110 mg/L O; consumido, son similares a las utilizadas
por otros autores en la desinfeccidn de aguas [Gehr et al., 2003; Lanao, 2012].

En los tratamientos peroxona, se afiade perdxido de hidrégeno (H,0,, 30% p/v,
Panreac) en distintas dosis, 1’4 mg/L (0'04 mM) y 20 mg/L H,0, (0’6 mM), e inmediatamente
después se procede a la aplicacion de ozono. Algunos autores han trabajado con dosis bajas de
H,0, (0’7 - 1’4 mg/L H,0,) con buenos resultados en la desinfeccion [Sommer et al., 2004;
Lanao, 2012], mientras que otros recomiendan establecer una relacion molar H,0,/0; de 0’5
para mejorar la eliminacidn de compuestos presentes en el agua [Bellamy et al., 1991; Ormad
et al., 1997; Miguel, 2010]. La dosis de 20 mg/L H,0, (0’6 mM H,0,) satisface la relacién molar
H,0,/0; de 0’5, considerando una cantidad de ozono consumido de 60 mg/L O; (1’2 mM O53)
que es el valor a partir del cual se observa mayor inactivaciéon bacteriana en el presente
trabajo de investigacion.

El volumen de muestra a tratar es 1 L y los ensayos se realizan en reactores de vidrio
de 2 L de capacidad a temperatura ambiente (23°C). Durante la realizacion de los
experimentos, se toman muestras a diferentes intervalos de tiempo con el fin de evaluar la
efectividad de los tratamientos sobre las bacterias estudiadas, hasta un maximo de 15
minutos, final del tratamiento. Tanto el ozono como el perdxido de hidrégeno residual en las
muestras tomadas se neutralizan con tiosulfato sdédico (99'5%, Panreac) para evitar que sigan
ejerciendo su efecto bactericida sobre las poblaciones supervivientes.

4.3.3. Tratamientos basados en luz UV /vis (320-800 nm)

Los tratamientos basados en irradiacidn aplicados en el presente trabajo, consisten en
irradiacion, irradiacion combinada con H,0,, irradiacion catalizada con didxido de titanio
(fotocatalisis) y fotocatalisis combinada con H,0,.

En la realizacion de los experimentos basados en luz UV/vis se emplea una camara
solar Atlas Suntest CPS+/XLS+ como fuente de irradiacién (Figura 5).
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Figura 5. Camara solar

Esta cdmara estad equipada con una lampara de xenon que emite luz a una longitud de
onda entre 290 y 800 nm, simulando la luz solar natural. Mediante dos filtros que cubren la
[dmpara de xenon, un filtro de cuarzo y un filtro adicional de ventana (Xenochrome 320), se
consigue la emisién del rango de radiacion utilizado en los tratamientos de desinfeccién. Este
rango se situa entre 320 y 800 nm, y comprende las radiaciones UVA y visible, ya que el filtro
de ventana intercepta las longitudes de onda por debajo de los 320 nm, eliminando el rango
UVB, tal y como se muestra en la Figura 6. De esta forma, la presencia del filtro de ventana
evita que las radiaciones UVB y UVC causen la inactivacion directa de las bacterias, mediante
lesiones en el ADN celular que impidan su replicacién, y permite el estudio de la influencia de
la generacidn de ROS sobre la inactivacidn de Enterococcus sp., mecanismo de destruccion
bacteriana que tiene lugar en el rango del UVA (315-400 nm) [Robertson, 2005; Lanao, 2012].

30
a)_ W
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15 1

1.0
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[rradiancia [W-(m?nm)?]

I |

250 270 200 210 330 350 370 300 410 430
Longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectro solar natural y simulado, a) sin filtro de ventana, b) con filtro de “vidrio de
ventana” [Miguel, 2010].

Se colocan 100 mL de muestra en reactores de vidrio de 250 mL en el interior de la
camara solar con un agitador magnético, que proporciona un medio aireado y una mezcla
perfecta durante los experimentos. La camara también estd equipada con un regulador de
intensidad y de tiempo de exposicion, ademas de un control de temperatura. La intensidad de
la irradiacidn seleccionada para todos los experimentos es de 500 W/m?, que corresponde al
50% de la intensidad de la radiacion solar natural ecuatorial al medio dia y es utilizada por
diversos autores en sus estudios [Yuranova et al., 2004; Miguel, 2010]. La temperatura maxima
que se puede alcanzar en la cdmara solar es de 35°C, establecida mediante el controlador de

temperatura.
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El perdxido de hidréogeno utilizado en los experimentos es de la marca Panreac y tiene
una concentracion del 30% p/v. El H,0, se afiade a la muestra en distintas dosis (1’4 mg/L,
20mg/L, 200 mg/L y 680 mg/L H,0,) e inmediatamente después se procede a encender la
camara solar. Las dosis de 1’4 mg/L y 20 mg/L H,0, coinciden con las utilizadas en los
tratamientos peroxona. Durante la realizacién de los experimentos se considera necesario
aumentar la concentracién de H,0,, por lo que se aplican también dosis de 200 mg/L y 680
mg/L H,0,, dosis maxima aplicada por Ibarz (2008) en la inactivacidn de enterococos en aguas
naturales mediante fotocatalisis/H,0..

El catalizador utilizado en los experimentos de fotocatalisis es TiO, comercial en forma
de polvo (Degussa P25). La concentracién de TiO, utilizada es de 1 g/L, tal y como aconsejan
muchos autores en tratamientos de fotocatalisis [Rincdn y Pulgarin, 2003; Cho et al., 2004;
lbarz, 2008].

Se realizan experimentos a distintos tiempos, hasta un maximo de 60 minutos, para
evaluar el efecto de los tratamientos sobre la bacteria objeto de estudio. En los ensayos en los
que se utiliza H,0,, su dosis residual se neutraliza con catalasa (Sigma Aldrich) para anular su
efecto bactericida.

4.4. Tratamiento de datos: Modelos cinéticos de inactivacion

microbiana

La microbiologia predictiva se utiliza para conocer la respuesta de las poblaciones de
microorganismos frente a diversas condiciones ambientales o tratamientos. Generalmente, las
curvas de inactivaciéon microbiana presentan una de las formas descritas en la Figura 7.

—— Muerte exponencial
-— Hombros
— - Colas

0 =—=—T1 T ---- Hombrosy Colas

Indice de supervivencia (unidades log)

-

Tiempo de contacto (min)

Figura 7. Curvas de inactivaciéon microbiana: A) Lineal, B) Convexa, C) Céncava, D) Sigmoidea
[Gyiirék y Finch, 1998]
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Los modelos cinéticos de inactivacion microbiana son modelos matematicos que
estudian el ritmo de mortandad de las poblaciones bacterianas a lo largo de un proceso [Lee y
Nam, 2002]. Mediante la modelizaciéon cinética se pretende obtener una expresion
matematica que facilite el disefio adecuado de un sistema de desinfeccion.

La Tabla 6 recoge los modelos matematicos propuestos para describir las graficas de
inactivacién obtenidas en el presente trabajo de investigacidon. En el ANEXO VI se desarrolla
con mas detalle cada uno de los modelos matematicos seleccionados.

Tabla 6. Modelos cinéticos de inactivacidn bacteriana aplicados.

Coeficientes

Modelo cinético Ecuacion integrada . L. Referencias
cinéticos

N

Modelo de Hom Log N_t =—k-C"-t" =k, " Kap, M Hom, 1972
0
—nk't

Modelo de Hom N, m)" N ( - j , Haas y Joffe,
modificado Ln—o - _(WJ k-Coll-e kI, n, m 1994

N s - Pruitt

Log—t = Log|Pe " +(1-P)e ™" y

Modelo bifasico g N, g[ ( ) ] P,ky,k, Kamau, 1993

N t)’
Modelo de Log—t—— L 5.p Mafart et al.,
Mafart N, o) 2002

Kiax -S|
N, =(N, — N, e, € +N

Modelo de (=(Ng =N } (1+(ekw5' —1)ekmﬂxtJ ® kS| Geeraerd et
Geeraerd al., 2000

Para calcular los coeficientes cinéticos de cada modelo y tratamiento se utiliza la
herramienta Solver y el complemento GInaFiT (Geeraerd and Van Impe Inactivation Model
Fitting Tool) [Geeraerd et al., 2005] del programa Excel (Microsoft).

La calidad de los ajustes de los modelos a los datos experimentales obtenidos se
evallia mediante dos indices: el coeficiente de determinacion (R?) y el error cuadratico medio
(ECM) (ecuaciones 4.6 y 4.7), y mediante la representacion grafica de los valores estimados
frente a los obtenidos experimentalmente. El célculo de estos parametros, R* y ECM, se realiza
con el programa Excel (Microsoft).

[4.6]

[4.7]
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CAPITULO 5. RESULTADOS E INTERPRETACION

5.1. Resultados de inactivacion de Enterococcus sp.

5.1.1. Cloracion

La Tabla 7 refleja la poblacion de Enterococcus sp. superviviente y el cloro residual en
cada tiempo muestreado para cada dosis de cloro empleada durante el proceso de cloracion.
La Figura 8 representa las curvas de inactivacion bacteriana durante los distintos ensayos. Tras
el tratamiento, en todos los casos queda cloro residual sin reaccionar, que se neutraliza con
tiosulfato sddico. En el ANEXO VII se muestran todos los resultados de cloracion.

Tabla 7. Recuento de Enterococcus sp. (Ny) y cloro residual durante los tratamientos de cloracion

Dosis de cloro aplicadas
3'8 mg/LCl, 15 mg/LCl, 30 mg/LCl, 65 mg/L Cl,
Ti I I | I
lempo |\ wrey 9o Inueey . GO ey 9o N urey ©ore
(min) 100 mL) residual 100 mL) residual 100 mL) residual 100 mL) residual
(mg/LCly) (mg/LCly) (mg/L Cl,) (mg/LCly)
0 6'6-10 3’8 3'2-10’ 150 6'6-10’ 300 3'4-10’ 650
0’5 3'0-10’ 2’6 1'6-10’ 102 6'8-10° 190 1'5-10° 401
1 1'2-10’ 24 1'6-10’ 10’1 1'7-10° 15’8 2'8-10" 33’3
3 3'0-10° 2’1 6'8-10° 82 5-10 13’8 0 252
5 4'5.10° 1’9 9'0-10* 7’5 2-10" 12’3 0 192
10 1'0-10° 1’8 8 62 4 11’8 0 15’9
30 4'4-10* 1’5 1 62 2 11’7 0 15’7
U +38mg/LCI2
[ ] g
q 2 = 15 mg/L CI2
e ¢ 30 mg/L CI2
2 A4 ® 65 mg/L CI2
| |
- 3 .
£
Z
oo
S 5
_6 1@
[ |
_7 4
o o o [ ]
_8 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)
Figura 8. Inactivacién de Enterococcus sp. durante los tratamientos de cloracion. No= 3’2-
6’6-107 UFC/100 mL.

En general, se observa que al aumentar la dosis de cloro la desinfeccidn es mas rapida,
es decir, que para un tiempo dado se consigue mayor inactivacién bacteriana cuanto mas
hipoclorito sédico se afiade. Con la dosis de cloro mas baja (3’8 mg/L Cl,) no se llegan a
inactivar por completo las bacterias estudiadas, consiguiéndose una inactivacion de 3’2
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unidades logaritmicas tras 30 minutos de tratamiento. Este valor es comparable con los niveles
de desinfeccién de enterococos alcanzados en la cloracion de efluentes secundarios de EDARs
a escala real [Tyrrell et al., 1995; Srinivasan et al., 2011].

Sin embargo, al adicionar la demanda de cloro correspondiente a la muestra (65 mg/L
Cl,) se observa una rapida disminucién de Enterococcus sp. durante los primeros instantes de
estudio. A los 30 segundos de tratamiento se obtiene una reduccién bacteriana de mas de 4
ciclos logaritmicos, alcanzdndose al tercer minuto de experimento, con un consumo de cloro
de 40 mg/L Cl,, la desinfeccién completa de la muestra (7’5 unidades logaritmicas).

Tras 30 minutos de tratamiento, se obtiene la misma inactivacién bacteriana con dosis
intermedias de 15 y 30 mg/L Cl, que aplicando la demanda de cloro de la muestra, siendo el
consumo de cloro notablemente menor, 9 y 18 mg/L Cl,, respectivamente. Esto indica que,
para llevar a cabo la desinfeccidon de la muestra estudiada bajo las condiciones de operacion
aplicadas, no es necesario satisfacer su demanda de cloro, y por tanto, se pueden aplicar dosis
menores de cloro que, aumentando el tiempo de tratamiento, consigan el mismo resultado de
desinfeccidén. Este hecho se refleja en la Figura 9, donde se representa la inactivacién de
Enterococcus sp. frente al pardmetro CT (concentracidn de cloro x tiempo de contacto).

0% ¢ 38mg/LCi2

-1 ® 15mg/LCI2

2 4 30 mg/L CI2

3 -.:" e 65mg/LCI2

7 modelo calculado
) o
S5 4
£
g6 e
- | .

7 ] e

e o B e °

I

94 e

'10 T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500

CT (mg Cl,'min/L)

Figura 9. Inactivacién de Enterococcus sp. en los tratamientos de cloracién en funcién del
pardmetro CT. No= 3'2-6'6-107 UFC/100 mL.

Se observa que todos los valores siguen la misma tendencia y que, aproximadamente
para un valor CT de 350 mg Cl,ymin/L se alcanza la inactivacion total. Esta inactivacion se
puede conseguir, por ejemplo, mediante aplicacién de dosis de 35 mg/L Cl, durante 10
minutos o con dosis de 10 mg/L Cl, durante 35 minutos.

Existen algunos modelos que relacionan la inactivacidon bacteriana alcanzada en la
cloraciéon con el pardmetro CT. Por ejemplo, el modelo Selleck-Collins, descrito segun la
ecuacion: Log(N¢/Ng)=-3-Log(1+0’23CT) sirve para predecir la reduccién de bacterias coliformes
para una dosis de cloro determinada al final de un tiempo de contacto especifico [Black &
Veatch Corporation, 2010]. De manera similar, en este trabajo se modeliza la inactivacién de
Enterococcus sp. en funcion del parametro CT, obteniéndose la siguiente ecuacidn: Log(N/Ng)=
=-3'9-Log(0’89+0’14CT), con un coeficiente de correlacion (R?) de 0'85.
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5.1.2. Tratamientos basados en 0zono

En la Tabla 8 se recogen los resultados de supervivencia de enterococos durante los
distintos tratamientos basados en ozono. La Figura 10 representa la curva de inactivacién de
Enterococcus sp. a lo largo de los ensayos. En general, se observa que los resultados obtenidos
en los tres tratamientos son muy similares, por lo que, en el rango estudiado, no se aprecia
interaccion entre el perdxido de hidrégeno y el ozono. En el ANEXO VII se muestran todos los
resultados de los tratamientos basados en ozono.

Tabla 8. Recuento de Enterococcus sp. (N¢) y 0zono consumido por la muestra durante los
tratamientos basados en ozono

Ozonizacién Peroxona Peroxona
(1’4 mg/L H,0,) (20 mg/L H,0,)
Tiempo 0O; N, 03 N, 0; N;
(mir:)) consumido (UFC/100 consumido (UFC/100 consumido (UFC/100
(mg/L) mL) (mg/L) mL) (mg/L) mL)
0 0 1'3-10° 0 1'4-10° 00 1'8-10°
0’5 72 - 1210° 72 9310’ 72 1610°
1 150 | 7510 149 | 9510 153 1610
3 34’3 2’7-10’ 37’5 6'1-10’ 3972 90-10’
6 56’6 51.10° 51’5 1'6-10’ 602 4'0-10°
9 72’8 6'5-10° 72’8 2’3-10° 71’7 9’8-10°
15 90'1 1'6-10° 90'1 56-10" 107’4 2'7:10°
Om e 5 .
1 ¢ [
L J
2
3
o
2
S 4
=3 »
E .
@ Ozonizacion
-6 *
= Peroxona (1'4 mg/L H202) [ ]
-7 Peroxona (20 mg/L H202)
-8
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0, consumido (mg/L)

Figura 10. Inactivacién de Enterococcus sp. en los tratamientos basados en ozono. No= 1'3-
1'8:108 UFC/100 mL.

Las curvas de inactivacion (Figura 10) de los tres ensayos muestran que durante los
primeros minutos del tratamiento la disminucién de la poblacién bacteriana es lenta,
alcanzandose una inactivacion aproximada de 2 ciclos logaritmicos tras 6 minutos de
ozonizacion, lo que equivale a un consumo de ozono de unos 50-60 mg/L Os. A partir de esa
dosis, la inactivacion de Enterococcus sp. es mas rapida y presenta un descenso lineal. Al final
del tratamiento se consigue una reduccion de unas 6 unidades logaritmicas, lo que supone un
consumo de ozono de 90-110 mg/L O;. El hombro inicial o fase “lag” que presentan estas
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curvas de inactivacién puede deberse a distintos factores, ya sea a una mezcla inadecuada del
ozono en la muestra, a un retraso en la difusion del desinfectante a los puntos de acciéon
bacterianos, a una resistencia inicial de los microorganismos al ataque del ozono o a la
presencia de materia oxidable en la muestra.

Mientras que las curvas de inactivacion de los ensayos de cloracidon (Figura 8)
presentan forma cdncava y una rdpida desinfeccidn inicial, en los tratamientos basados en
ozono (Figura 10), se observa que las curvas de inactivacion tienen forma convexa y que la
disminucién de la poblacién de Enterococcus sp. al comienzo de los ensayos es lenta, haciendo
necesario un gran consumo de ozono para obtener mds de 2 unidades logaritmicas de
inactivacidn. Este resultado es similar al obtenido por Gehr et al. (2003) en la inactivacidn de
enterococos y coliformes fecales mediante ozonizacion en el efluente primario de una EDAR,
cuyos estudios también reflejan la necesidad de grandes cantidades de ozono (30-50 mg/L Os)
para alcanzar una inactivacion de 2 unidades logaritmicas. Otras investigaciones muestran una
mayor resistencia de Enterococcus sp. al ozono en agua de salida de depuradora, consiguiendo
tan solo la inactivacion de 1 ciclo logaritmico decimal tras 10 min de tratamiento con un caudal
de ozono alimentado de 8 g/h [Tyrrell et al., 1995].

5.1.3. Tratamientos basados en luz UV /visible

En primer lugar se aplicaron los siguientes tratamientos: irradiacién, irradiacién
combinada con perdxido de hidrégeno (1’4 mg/L y 20 mg/L H,0,), irradiacién catalizada con
didxido de titanio (fotocatalisis) y fotocatalisis combinada con H,0, (20 mg/L y 200 mg/L). La
duracidon de cada uno de estos tratamientos fue de 30 minutos. Puesto que durante la
realizacidn de estos ensayos se observo que las dosis de perdxido de 1’4 mg/L y 20 mg/L H,0,
eran insuficientes para obtener una inactivacién bacteriana significativa, se decidié aumentar
la concentracién hasta 200 mg/L H,0..

En la Tabla 9 se muestra la poblacidn de Enterococcus sp. superviviente, N, y la
inactivacién de estos, log(Ny/Ny), alcanzada al finalizar cada uno los ensayos. En el ANEXO VIl se
muestran todos los resultados obtenidos en los ensayos basados en luz UV/visible.

Tabla 9. Inactivacion de Enterococcus sp. en los tratamientos basados en luz UV /visible

Tiempo (min) N, (UFC/100mL) Log (N¢/No)
Muestra inicial 0 1’55-10° 0,00
UVA-vis 30 1’57-10° 0,01
UVA-vis + 1’4 mg/L H,0, 30 121100 011
UVA-vis + 20 mg/L H,0, 30 1'19-10° -0,11
UVA-vis + 1 g/LTiO, 30 134-10° -0,06
UVA-vis + 20 mg/L H,0, + 1 g/L TiO, 30 8'10-10 -0,28
UVA-vis + 200 mg/L H,0, + 1 g/L TiO, 30 62010 | -0,40

En las condiciones de trabajo estudiadas se observa que apenas disminuye la poblacién
bacteriana tras 30 minutos de tratamiento. En los ensayos de irradiacién/H,0, (20 mg/L H,0,)
y de fotocatalisis se obtiene una disminucién de la poblacidn bacteriana de 0’11 y 0’06 ciclos
logaritmicos, respectivamente. Sin embargo, al combinar la fotocatalisis con 20 mg/L H,0,, la
inactivacidon de enterococos es de 0’28 unidades logaritmicas, valor mayor que la suma de las
inactivaciones por separado, lo que sugiere la existencia de un efecto sinergistico entre estos
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factores. Ademas, el aumento de la dosis de perdxido hasta 200 mg/L H,0, en combinacion
con la fotocatalisis, supone una disminucién mayor de la poblacién de Enterococcus sp.,
alcanzdndose una inactivacion de 0’4 unidades logaritmicas.

Otros autores han obtenido una desinfeccion ligeramente superior, 0'6-0’8 unidades
logaritmicas de inactivacién de enterococos, utilizando la misma dosis de TiO, y el mismo
tiempo de tratamiento en fotocatalisis aplicada en agua residual depurada [Rincdn y Pulgarin,
2003; Lydakis-Simantiris et al., 2010]. Las investigaciones de estos autores sugieren que se
necesitan tiempos de tratamiento mas prolongados y temperaturas mayores para mejorar la
eficacia del proceso.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y la bibliografia consultada, se decide
realizar dos experimentos adicionales aumentando la dosis de peréxido de hidrogeno hasta
680 mg/L H,0, (20mM), dosis maxima utilizada por Ibarz (2008) en la eliminacién de
Enterococcus sp. mediante fotocatdlisis combinada con perdxido de hidrégeno en aguas
naturales. Se realiza un ensayo de irradiacion/H,0, (680 mg/L H,0,) y un ensayo de
fotocatalisis/H,0, (680 mg/L H,0,). Ademas, se aumenta el tiempo de tratamiento hasta 60
minutos para poder obtener una curva de inactivacién que permita la posterior aplicacién de
modelos cinéticos.

En la Tabla 10 se recogen los resultados de inactivacién de Enterococcus sp. obtenidos
en ambos ensayos adicionales y el H,0, residual para cada tiempo. En el tratamiento de
irradiacion/H,0, se observa que el aumento de la dosis de H,0, y del tiempo de aplicacién
supone un ligero aumento de la inactivacién bacteriana, en comparacidn con los resultados
obtenidos para dosis menores de H,0, (Tabla 9). En la fotocatalisis combinada con 680 mg/L
H,0, se aprecia una disminucidn considerable de la poblacidn bacteriana de estudio. Tras 30
minutos de tratamiento se consigue una desinfeccion de 2’20 unidades logaritmicas, mientras
que con irradiacion/680 mg/L H,0, y fotocatalisis por separado, tan solo se obtiene una
reduccion de 0’30 y 0’06 unidades logaritmicas respectivamente. Ademas, el consumo de H,0,
es mucho mayor en presencia de TiO,, indicando la formacién de mayor nimero de radicales
desinfectantes y confirmando asi la existencia de un efecto sinergistico entre el perdxido de
hidrégeno y el didxido de titanio.

Tabla 10. Inactivacién de Enterococcus sp. en los ensayos de irradiacién/H,0, (680 mg/L H202) y
fotocatalisis/H20, (680 mg/L H,0>)

UVA-vis + 680 mg/L H,0, UVA-vis + 680 mg/L H,0, +1 g/LTiO,
Ty | oomyy | Lo | T losNNg e
0 1'07-10° 0 680 1’05-10° 0,00 680
15 - - 3'30-10 -0,50 >200
30 5'40-10 -0,30 200-400 6'60-10° -2,20 30-100
45 - - 1'90-10° -2,74 3-10
60 2'60-10 -0,61 200-400 1°00-10" -4,02 0

La Figura 11 representa la curva de inactivacion de Enterococcus sp. durante el

tratamiento de fotocatalisis combinada con 680 mg/L H,0..
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Figura 11. Inactivacién de Enterococcus sp. en el tratamiento de fotocatalisis combinada con
perodxido de hidrégeno (680 mg/L H202). No= 1'05-108 UFC/100 mL.

En comparacion con los tratamientos de cloracion (7’5 unidades logaritmicas de
inactivacién) y los basados en ozono (6 un. log.), los tratamientos basados en luz UV/visible
aplicados en el presente trabajo de investigacion presentan una menor eficacia de
desinfeccidn de Enterococcus sp., ya que se alcanzan 4 unidades logaritmicas de inactivacidn
en el mejor de los casos. Es necesario aumentar considerablemente la dosis de perdxido de
hidrégeno y el tiempo de tratamiento, para que, en combinacién con diéxido de titanio e
irradiacion UVA/visible se consiga una inactivacion de Enterococcus sp. importante. Ademas,
en el tratamiento fotocatalitico se consume por completo el H,0, afiadido, por lo que cabe
esperar que no haya una inactivacion adicional prolongando el tiempo de tratamiento,
mientras que en la cloracién y la ozonizacion quedan dosis residuales, de cloro y ozono
respectivamente, que pueden incrementar la inactivacion o evitar el recrecimiento bacteriano.

5.2. Modelizacion cinética

Los datos experimentales de las curvas de inactivacion de Enterococcus sp. obtenidas
en los tratamientos de cloracidn, ozonizacién, peroxona y fotocatélisis/680 mg/L H,0,, se
analizan mediante diversos modelos matematicos. En cada caso se aplican los modelos que
mejor se ajustan a la curva de inactivacién obtenida. En el ANEXO VII de la presente memoria
se desarrollan con mas detalle cada uno de estos modelos. Ademas, los resultados de
inactivacidn de Enterococcus sp. obtenidos en este trabajo de investigacidn, en el que se utiliza
un agua de salida de depuradora, se comparan con resultados previos del grupo de
investigacion en muestras de agua natural desinfectadas mediante los mismos tratamientos.

5.2.1. Cloracion

Las curvas de inactivaciéon cédncavas que describen la desaparicidon de Enterococcus sp.
en el tratamiento de cloracidn se analizan mediante 3 modelos matematicos: el modelo de
Hom modificado, el modelo bifasico y el modelo de Mafart, modelos utilizados por Lanao
(2012). El modelo de Hom modificado asume que la poblacién bacteriana se inactiva a lo largo
del tratamiento conforme el desinfectante se va descomponiendo. EI modelo biféasico
reconoce la existencia de dos poblaciones con distinta resistencia al tratamiento,
respondiendo ambas a una cinética de primer orden. Finalmente, el modelo de Mafart
también asume que existe una distribucidn de resistencias frente al tratamiento dentro de la
poblacién bacteriana, pero estas resistencias siguen la distribucién de Weibull.
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Las Tablas 11, 12 y 13 muestran los pardmetros cinéticos y el ajuste de cada uno de los
modelos a los resultados experimentales obtenidos, mediante el coeficiente de determinacién
(R?) y el error cuadratico medio (ECM). Ademas, se incluyen los valores de los parametros
obtenidos por Lanao (2012) en aguas naturales al aplicar su demanda de cloro de 3’8 mg/L Cl,.

Los indices ECM y R vy la representacién de los valores observados y de los valores
estimados mediante los diferentes modelos (ANEXO VII) indican, en conjunto, una buena
adecuacidn del modelo de Hom modificado y del modelo bifasico a los valores experimentales
de inactivacidn obtenidos.

Tabla 11. Parametros cinéticos del modelo de Hom modificado aplicado sobre la inactivacion de
Enterococcus sp. en el tratamiento de cloracion.

Muestra Dosis de cloro (mg/L Cl,) k(min'l) k’(min'l) m n ECM R?
38 . 0634 0428 047 0001 | 0’14 0’98

Agua salida 15 L 1450 0806 050 0002 102 0’89
depuradora 30 1'783 1432 076 0’168 | 0’14  1°00
65 L1949 3295 0’89 (0417 | 002  1'00

[’tg:::aztg;;'] 3’8 2'077 045 050 101 | 012 099

En la Tabla 11 se observa que en el agua de salida de depuradora, tanto k como k’,
constantes de velocidad de inactivacion y de descomposicion del desinfectante,
respectivamente, aumentan conforme se incrementa la dosis de cloro. Utilizando una dosis de
3’8 mg/L Cl, la desinfeccion es mucho mas rapida en el agua natural que en el agua residual
depurada, tal y como indican los valores de k. Ademas, cuando se satisface la demanda de
cloro, la constante de velocidad de inactivacidn es muy similar en ambos tipos de agua.

Tabla 12. Parametros cinéticos del modelo bifasico aplicado sobre la inactivacién de Enterococcus
sp. en el tratamiento de cloracion.

Muestra Dosis de cloro (mg/L Cl,) P ki (min™)  ky(min™) ECM R’
38 . 093265892 1’35 015 i 016 098
Agua de 15 099999952 1’52 0’11 036 099
salida de , , ) ) )
depuradora 30 099999969 404 0’10 0’55 098
65 099999996 15’10 002 044 098
Agua natural
3’8 099999997 23'79 0’25 0’57 096
[Lanao, 2012]

Los valores de los parametros del modelo bifasico de la Tabla 12 indican la existencia
de una subpoblacion 1 mas sensible al tratamiento de cloracidén, cuya constante de
inactivacién es ki, y otra subpoblacién 2 mas resistente que presenta una constate de
inactivacién menor, k,. Al incrementar la dosis de cloro, la constante k; y P, la fraccion de la
poblacién sensible al tratamiento, aumentan, mientras que k, disminuye. En el agua natural,
los valores de ambas constantes de inactivacion, k; y k,, son mayores, lo que supone una
inactivacién mas rapida, y la subpoblacidn resistente (1-P) es similar a la que presenta el agua
de salida de depuradora al aplicarle su demanda de cloro (65 mg/L Cl,).
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Tabla 13. Parametros cinéticos del modelo de Mafart aplicado sobre la inactivaciéon de Enterococcus
sp. en el tratamiento de cloracion.

Muestra Dosis de cloro (mg/L Cl,) p & (min) ECM R?
3'8 047 2’56 L 014 098

Agua salida 15 . 056 072 L 099 089
depuradora 30 026 0’008 084 090
65 L 013 0000001 072 0%

['tg:::aztgg'] 38 0,13 0,0000005 0,50 0,96

Segun el modelo de Mafart (Tabla 13), el valor del parametro de forma, p, es inferior a
1, indicando que las curvas de inactivacion presentan una forma céncava, lo que se traduce en
la aparicion de una cola. El pardmetro de escala, 6, se corresponde con el tiempo necesario
para reducir el primer ciclo logaritmico decimal de la poblacién bacteriana. En el agua de salida
de depuradora, se observa que al aumentar la dosis de cloro, 6 disminuye hasta alcanzar
valores muy pequefios. Mientras que con una dosis de 3’8 mg/l Cl, se necesitan mas de 2
minutos para reducir el primer ciclo logaritmico decimal de Enterococcus sp., al aplicar a la
muestra su demanda de cloro (65 mg/| Cl,), esta reduccion es casi instantanea. En el agua
natural también se aprecia una rapida inactivacion del primer ciclo logaritmico decimal al
aplicarle su demanda de cloro (3’8 mg/I Cl,).

En general, se observa que, al satisfacer la demanda de cloro de una muestra,
independientemente de su matriz, la velocidad de inactivacidn de Enterococcus sp. es similar.

5.2.2. Tratamientos basados en ozono

Las curvas de inactivacién de Enterococcus sp. obtenidas durante los tratamientos de
ozonizacion y peroxona (1’4 mg/L H,0, y 20 mg/L H,0,), se analizan a través de 4 modelos
matematicos: el modelo de Hom, el modelo bifasico, el modelo de Mafart y el modelo de
Geeraerd. Dos de los modelos matematicos utilizados, el modelo bifasico y el de Mafart,
coinciden con los modelos seleccionados para el tratamiento de cloracidn. El modelo de Hom
asume que no hay disminucion del desinfectante a lo largo del tratamiento y, puesto que el
ozono se suministra de manera continua y constante al reactor que alberga la muestra, se
considera que la concentracion de ozono aplicada es constante, siendo esta suposicidn
consistente con el modelo de Hom. Ademas, dado que las curvas de inactivacién parecen
presentar fendmenos de hombro, una fase de inactivacién lineal y cola, se utiliza también el
modelo de Geeraerd.

Las tablas 14, 15, 16 y 17 recogen los valores de los pardmetros cinéticos obtenidos
tras aplicar los modelos matematicos seleccionados sobre las curvas de inactivacién de
Enterococcus sp. durante los tratamientos de ozonizacidn y peroxona. Se incluyen también los
resultados obtenidos por Lanao (2012) en aguas naturales mediante los mismos tratamientos.

Los valores de los pardmetros cinéticos calculados para cada modelo son similares en
los tres tratamientos basados en ozono aplicados en este trabajo de investigacion, lo que
confirma que la adicidn de perdxido de hidrégeno en las dosis estudiadas (1’4 mg/Ly 20 mg/L
H,0,) no influye sobre el resultado del tratamiento de ozonizacion.
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Tabla 14. Parametros cinéticos del modelo de Hom aplicado sobre la inactivacion de Enterococcus
sp. en los tratamientos basados en ozono.

Muestra Tratamiento Kap (min'l- mg L'l) m ECM R?
Ozonizacién 0'249 118 | 046 096
Agua salida Peroxona 1’4 mg/L H,0, 0’178 1’34 0’68 0’92
depuradora
Peroxona 20 mg/L H,0, 0231 121 0’46 096
Agua natural Ozonizacion 3,001 0,26 0,69 0,94
(Lanao, 2010) ' peroxona 14 mg/L H,0, 4,321 0,21 0,58 0,96

En el modelo de Hom (Tabla 14) se observa que el parametro m, constante empirica
del modelo, es mayor de 1, lo que significa que las curvas tienen forma convexa. Sin embargo,
en el agua natural las curvas presentan valores de m menores de la unidad, siendo su forma
céncava, y las constantes de velocidad aparente, k,,, son considerablemente mayores, lo que
se traduce en una inactivaciéon bacteriana mas rapida en el agua natural que en el agua de
salida de depuradora.

Tabla 15. Parametros cinéticos del modelo bifasico aplicado sobre la inactivaciéon de Enterococcus
sp. en los tratamientos basados en ozono.

: k k :
Muestra Tratamiento P 1 i1 ECM R?

i (min™) (min™) ¢
Ozonizacién 1000000 0’903 0’903 0’50 0'95

A l

guasalida o @ onal4mg/LH,0, | 1000000 0951 0951 0'79 091

depuradora E E
Peroxona 20 mg/LH,0, | 1°00000 0’894 0’894 i 0’53 0'96
Agua natural Ozonizacién 0,999993 3,862 0,185 0,49 0,98
(Lanao, 2010)  peroxona 1’4 mg/LH,0, | 0,999998 598 0,24 | 094 095

En el modelo bifasico (Tabla 15) aplicado a los datos de inactivacién de Enterococcus
sp. en agua de salida de depuradora mediante tratamientos basados en ozono, se observa que
en los 3 casos, las constantes k; y k, tienen el mismo valor. Esto indica que es improbable que
existan dos subpoblaciones microbianas distintas que presenten una sensibilidad al
tratamiento diferente. Sin embargo, en el agua natural, el modelo bifasico si que explica el
comportamiento de inactivacion de las bacterias de estudio, observdndose la existencia de dos
subpoblaciones, una mas sensible y otra mas resistente. En cualquier caso, las constantes de
inactivacién de la poblacidn sensible, k,, indican que la reduccién bacteriana mediante los
tratamientos basados en ozono es mayor en el agua natural que en el agua de salida de
depuradora.

Tabla 16. Parametros cinéticos del modelo de Mafart aplicado sobre la inactivacién de Enterococcus
sp. en los tratamientos basados en ozono.

Muestra Tratamiento p 6 (min) ECM R?
Ozonizacién 1'18 3231 i 046 0'96
Agua salida , , , ' '
depuradora Peroxona 1’4 mg/L H,0, 1’34 3'622 0’68 0’92
Peroxona 20 mg/L H,0, 1’21 3’354 0’46 0’96
Agua natural Ozonizacion 0,23 0,002 0,74 0,93
(Lanao, 2010) | peroxona 1’4 mg/L H,0, 0,21 0,001 0,58 0,96
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Segun indica el modelo de Mafart (Tabla 16), el tiempo necesario para reducir el
primer ciclo logaritmico decimal de la poblacién de Enterococcus sp., §, es algo mayor de 3
minutos en los tres casos en los que se utiliza agua de salida de depuradora. Este valor
contrasta con el obtenido para aguas naturales, que es tan solo de décimas de segundo. El
pardmetro p indica que la forma de las curvas es convexa en el caso de agua de salida de
depuradora, ya que su valor es mayor de 1, mientras que en agua natural p es menor de la
unidad, siendo céncava la forma de las curvas.

En general, los valores de los indices de ajuste, ECM y R?, en los modelos aplicados son
buenos, pues tienen valores cercanos a 1 en el caso del coeficiente de correlacién (R?) y
valores cercanos a 0 en el caso del error cuadratico medio (ECM). Sin embargo, la
representacién de los valores experimentales observados y de los valores estimados por los
diferentes modelos (Figura 12) muestra que los modelos de Hom, bifasico y de Mafart no se
ajustan a la forma real de la curva de inactivacion. Por ello se aplica un cuarto modelo, el
modelo de Geeraerd, que tiene en cuenta el hombro inicial y la cola que presentan las curvas
de inactivacion de los tres tratamientos basados en ozono. Los parametros cinéticos del
modelo de Geeraerd se muestran en la Tabla 17. En el ANEXO VIl se recogen las graficas
correspondientes a los tratamientos peroxona.

0
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s3I

2 A NS - - - - Bifasico
3 - . e Mafart
=)
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£
% 5
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Figura 12. Ajuste de los cuatro modelos matematicos a la curva de inactivacién de Enterococcus
sp. en el tratamiento de ozonizacién

Tabla 17. Parametros cinéticos del modelo de Geeraerd aplicado sobre la inactivacion de
Enterococcus sp. en los tratamientos basados en ozono.

Muestra Tratamiento SI Kmax (Min™) ECM R’
Ozonizacion 4’81 2'23 0’31 0991
Aguasalida | | ona 14 mg/L H,0, 547 301 014 0999
depuradora i i
Peroxona 20 mg/L H,0, : 416 198 i 012 0999

La Figura 12 y la Tabla 17 muestran que los datos obtenidos se ajustan perfectamente
al modelo de Geeraerd, siendo Sl la duracién del hombro, es decir el tiempo inicial durante el
que la poblacion de bacterias disminuye mas lentamente. Este pardmetro es algo mayor en el
tratamiento peroxona 1’4 mg/L H,0,, sin embargo, la velocidad especifica de inactivacion, Kmay,
también es mayor en este caso.
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5.2.3. Tratamientos basados en luz UV /vis

La curva de inactivacion de Enterococcus sp. obtenida durante el tratamiento de
fotocatalisis/H,0, (680 mg/L H,0,) se analiza a través de 3 modelos matematicos: el modelo de
Hom, el modelo bifasico y el modelo de Mafart. En este caso se utiliza el modelo de Hom ya
que la irradiacién de luz solar se aplica de manera constante a la muestra a lo largo del
experimento, por lo que no se produce una disminucidn de la concentraciéon del agente
desinfectante, tal y como establece el modelo de Hom.

Las tablas 18, 19 y 20 recogen los valores de los pardametros cinéticos calculados para
la inactivacidn de Enterococcus sp. en el tratamiento de fotocatélisis combinado con 680 mg/L
H,0,. Se incluyen también los resultados obtenidos por Lanao (2012) en aguas naturales
mediante fotocatalisis/H,0, (1’4 mg/L H,0,). En la grafica de la Figura 13 se representa el
ajuste de los tres modelos a los datos experimentales observados en el presente trabajo de
investigacion. Tanto la grafica como los valores de los parametros ECM y R? muestran un ajuste
similar de los tres modelos a los datos experimentales observados.
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Figura 13. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacién de Enterococcus sp.
en el tratamiento de fotocatdlisis combinada con 680 mg/L H:0.

Tabla 18. Parametros cinéticos del modelo de Hom aplicado sobre la inactivacion de Enterococcus
sp. en la fotocatalisis combinada con peréxido de hidroégeno.

Muestra Tratamiento Kap (min™- W- m?) m [ ECM R’
Agua salida - , , , ’
depuradora Fotocatalisis/680 mg/L H,0, 0’037 1’15 : 0’23 098
Agua natural .

1' L 7 7 11 U
[Lanao, 2012] Fotocatalisis/1’4 mg/L H,0, 0’087 0’90 i 0’14 0’95

Segin el modelo de Hom (Tabla 18), la constante de velocidad aparente de
inactivacién bacteriana es mayor en el caso del agua natural. Sin embargo, el pardmetro m en
el agua de salida de depuradora es mayor de 1, indicando que la forma de la curva es convexa,
mientras que en el agua natural, donde m es menor de 1, la curva es céncava, por lo que
puede presentar un efecto de cola.
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Tabla 19. Parametros cinéticos del modelo bifasico aplicado sobre la inactivaciéon de Enterococcus
sp. en la fotocatalisis combinada con perdéxido de hidrégeno.

Muestra Tratamiento P I.<1_1 '.(2.1 ECM R?
(min™) (min™)
Agua salida s , , . )
depuradora Fotocatalisis/680 mg/L H,0, 1 0’16 0’16 0’54 0’97

El modelo bifdsico no describe bien las curvas de inactivacién de Enterococcus sp. ni en
el agua de salida de depuradora (Tabla 19) ni en el agua natural [Lanao, 2012]. Aunque el
ajuste es bueno, las curvas obtenidas muestran una tendencia de inactivacion practicamente
lineal, por lo que no se diferencian poblaciones con diferentes resistencias al tratamiento.

Tabla 20. Parametros cinéticos del modelo de Mafart aplicado sobre la inactivaciéon de Enterococcus
sp. en la fotocatalisis combinada con perdxido de hidrégeno.

2

Muestra Tratamiento p 6 (min) ECM R
Agua salida o ) ] ' '
depuradora Fotocatalisis/680 mg/L H,0, 1'11 16’87 0’36 0'98
Agua natural o

F | 1'4 LH : 4 1 177 : ,1 ,
[Lanao, 2012  Fotocatdlisis/I4mg/LH,0, 0’86 3 - 019 09

El parametro p del modelo de Mafart (Tabla 20) indica la forma de las curvas de
inactivacién, convexa en el agua de salida de depuradora (p>1) y cédncava en el agua natural
(p<1). Hay que destacar que la dosis de perdxido de hidrogeno utilizada en este trabajo (680
mg/L H,0,) es muy superior a la utilizada en el agua natural (14 mg/L H,0,), y, sin embargo, la
inactivacién del primer ciclo logaritmico decimal ocurre antes en el agua natural (14 min) que
en el agua de salida de depuradora (17 min).

En comparacién con los tratamientos anteriores de cloracién y ozonizacién, la
fotocatalisis combinada con H,0, presenta constantes de velocidad de inactivacién mucho
menores, siendo necesarios tiempos de tratamiento mas prolongados para alcanzar el mismo
grado de desinfeccion.

5.3. Estudio econémico

El coste econdmico es un factor muy importante a tener en cuenta a la hora de decidir
qué tratamiento utilizar a escala real. Para evaluar de forma precisa el coste de una instalacion
a escala real hay que considerar multitud de factores como la inversién en equipos, el
consumo eléctrico y de reactivos, el coste de operacidn y mantenimiento... [Parsons, 2004].

En el presente trabajo de investigacion se estima el coste de cada tratamiento
considerando exclusivamente los costes relativos a los agentes desinfectantes utilizados. Para
poder comparar los resultados de cada uno de los tratamientos estudiados, se calcula el coste
necesario para alcanzar una inactivacion de una unidad o ciclo logaritmico (90 % de
inactivacion).

5.3.1. Cloracion

El calculo de la dosis de cloro necesaria para inactivar una unidad logaritmica de
Enterococcus sp. se realiza teniendo en cuenta el parametro CT, mostrado en la Figura 9.
Segln el modelo calculado, para inactivar una unidad logaritmica bacteriana se necesitan
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aproximadamente 6’5 mg Cl,-min/L. Fijando el tiempo de tratamiento en 5 minutos se obtiene
una dosis de cloro de 1’3 mg/L Cl,. El reactivo utilizado en la cloracidn es hipoclorito sédico
(NaClO), cuyo coste es de 97 €/Tm con una riqueza del 15% p/v, segun la empresa
suministradora Ercros [Lanao, 2012]. El precio del tratamiento se estima para un volumen de
muestra de 1 m®. La expresion utilizada para realizar el calculo es la siguiente:

Coste N ClO( € )—D < Cl (mg Clz) 1000 L 1L NaClO 1’15 kg NaClO 97 €
oste MattV e ) =PSB T 1m® 150000mg Cl, 1L NaClO 1000 kg NaClO

La Tabla 21 muestra el coste asociado al tratamiento de cloracién para inactivar una
unidad logaritmica de Enterococcus sp. en agua de salida de depuradora. Se observa que el
coste del NaClO necesario para alcanzar una unidad logaritmica de desinfeccidon es muy bajo.

Tabla 21. Coste del tratamiento de cloracién para la inactivacion de un 1 unidad logaritmica de
Enterococcus sp.

Tratamiento Coste estimado

Cloracién: 1’3 mg /L Cl,, 5 minutos 0,00097 €/ m®

5.3.2. Tratamientos basados en ozono

Los tratamientos basados en ozono estudiados en este trabajo incluyen la ozonizacién
y el tratamiento peroxona con 1’4 mg/L H,0, y 20 mg/L H,0,. En el tratamiento de ozonizacion
se considera Unicamente el coste del ozono generado. En el tratamiento peroxona se incluye el
coste del perdxido de hidréogeno, con un precio de 0’21 €/kg H,0, al 30% p/v, segln la
empresa suministradora FCM Foret Zaragoza [Lanao, 2012]. Para calcular el coste del ozono
generado se tiene en cuenta el coste de la electricidad (0’1509 €/KWh [www.iberdrola.es]) y el
consumo de oxigeno, siendo el caudal de oxigeno en el ozonizador de 50 L/h O,, con un coste
de 0’025 €/kg O, [Lucas et al., 2010]. Ademds, se asume que el ozonizador consume 12 Wh/g
O3 producido [Lucas et al., 2010] y se tiene en cuenta el caudal de ozono generado, 888 mg/h
0O;. Se estima el precio del tratamiento para un volumen de muestra de 1 m>. Las expresiones
utilizadas para el calculo del coste del ozono generado y del peréxido de hidrégeno en cada
tratamiento son las siguientes:

e Coste del ozono generado:

€ € €
Coste O; (—3) = Coste 0, (—3> + Coste electricidad (—3)
m m m

€

Tiempo (min) 1000L 50L O, 0'0013kg 0, 0'025€
Coste 0, (ﬁ) = . . .

1L 1m3 60 min 1.0, 1kgoO,

3

Coste electricid d(€)_Tiempo (min) 1000L 0'888¢g0; 12Wh 01509 €
oste electricidad {— | = 1L 1m3 60min  1g0; 1000 Wh

e Coste perdxido de hidrégeno:

mg H202>. 1000 L 1LH,0,  1'1kgH,0, 021€H,0,

€
Coste Hz 0 (ﬁ) = Dosts ( 1L 1m® 300000 mg H,0, 1LH,0,  1kg Hy0,
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El tiempo necesario para inactivar una unidad logaritmica bacteriana en los
tratamientos basados en ozono se calcula a partir del modelo de Geeraerd, ya que es el
modelo que mejor se ajusta a los datos experimentales observados. La Tabla 22 muestra los
tiempos de tratamiento calculados para inactivar un ciclo logaritmico decimal de Enterococcus
sp. y el coste asociado a cada tratamiento.

Tabla 22. Coste de los tratamientos basados en ozono para la inactivaciéon de un 1 unidad
logaritmica de Enterococcus sp.

Tratamiento Tiempo inactivaciéon 1 Coste O; Coste H,0, Coste total
unidad log. (min) (€/ m?) (€/ m?) (€/ m?)
Ozonizacion 5’5 0’29636 - 0’29636
Peroxona , , , ,
1'4 mg/LH,0, 6'1 0’32869 0’00108 0’32977
Peroxona 52 0'28019 0'01540 0'29559

20 mg/L H202

Se observa que el coste de los tres tratamientos basados en ozono es similar y que el
coste principal se debe a la generacion de ozono, ya que se necesitan tiempos de tratamiento
prolongados. Sin embargo, ya sdélo el coste del perdxido de hidrégeno es mayor que el del
hipoclorito sédico utilizado en la cloraciéon, tratamiento con un coste notablemente inferior
que los basados en ozono.

5.3.3. Tratamientos basados en luz UV /visible

De los distintos tratamientos basados en irradiacién UV/visible aplicados en el
presente trabajo de investigacidn, el Unico que consigue alcanzar una inactivacién de 1 unidad
logaritmica decimal es la fotocatalisis combinada con peréxido de hidrégeno, siendo las dosis
de 1 g/L TiO, y 680 mg/L H,0,. Para estimar el coste de este tratamiento se tienen en cuenta
los costes relativos a los agentes empleados, TiO, y H,0,, y los costes asociados a la lampara y
su consumo eléctrico. El precio del dioxido de titanio es de 1’55 €/kg, segin la empresa
Degussa Ibérica S.A. [Lanao, 2012]. El precio del perdxido de hidrégeno es de 0'21€/kg H,0, al
30% p/v, segun la empresa suministradora FCM Foret Zaragoza [Lanao, 2012]. Puesto que a
escala real el proceso se realizaria en presencia de luz solar natural, no se tiene en cuenta el
coste asociado a la ldmpara de xendn empleada ni su consumo eléctrico.

Las expresiones utilizadas para el calculo del coste del didxido de titanio y del perdxido
de hidrdgeno son las siguientes:

e Coste didoxido de titanio:

Cost T.O<€>_1gTi02 1000L  1'55€
oSttt \m3) T 1L 1m® 1000 g TiO,

e Coste perdxido de hidrégeno:

€ ) _ 680 mg H,0, 1000 L 1L H,0, 1'1kg H,0, 0'21€H,0,

Coste H,0 ( :
oste f2ta 1L 1m® 300000 mg H,0, 1LH,0, 1kg H,0,

m3
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El tiempo necesario para inactivar una unidad logaritmica bacteriana en la fotocatilisis
combinada con perdxido de hidrégeno se calcula a partir del modelo de Mafart, ya que su
ajuste a los datos experimentales es bueno y el dato buscado se corresponde con el pardmetro
6 del modelo. La Tabla 23 muestra el tiempo de tratamiento calculado para inactivar un ciclo
logaritmico decimal de Enterococcus sp. y el coste asociado al tratamiento.

Tabla 23. Coste del tratamiento de fotocatalisis combinada con H,0; para la inactivacion de un 1
unidad logaritmica de Enterococcus sp.

Tiempo inactivacion 1  Coste TiO, Coste H,0, Coste total

Tratamiento unidad log. (min) (€/ m®) (€/ m’) (€/ m’)

Fotocatalisis/H,0, 16’9 1’5500 0’5236 2’0736

El coste del tratamiento de fotocatalisis combinada con peréxido de hidrégeno es
notablemente superior al de los tratamientos basados en ozono y al de la cloracidn,
principalmente debido al uso de didxido de titanio, que tiene un precio elevado. El coste del
peroxido de hidrégeno utilizado es también considerable y supera el coste de cualquiera de los
tratamientos basados en ozono. Aunque el TiO, puede recuperarse [Malato et al., 2009], el
coste del tratamiento seguiria siendo elevado y el tiempo de tratamiento mucho mas
prolongado que en los otros procesos estudiados.

Desde el punto de vista econdmico, el proceso de cloracidn resulta el mas rentable con
diferencia. Sin embargo, presenta el problema de la formacién de trihalometanos y otros
compuestos organoclorados. En estudios previos del grupo de investigacidn, la cloracién con
una dosis equivalente a la demanda de cloro (50 mg/L Cl,) de un agua residual depurada
similar a la del presente trabajo, generd 661ug/L de THMs, de los cuales 340 pg/L eran de
cloroformo [Valero, 2008]. Aunque el RD 1620/2007 sobre la reutilizaciéon del agua no regula
directamente este pardmetro, indica que debe asegurarse el respeto de las normas de calidad
ambiental (NCAs) correspondientes. En las aguas superficiales se fija un valor medio anual de
2’5 ug/L para el cloroformo, segln el Real Decreto 60/2011, que establece las NCAs para las
sustancias prioritarias. Por ello, es muy importante controlar la formacion de THMs durante la
cloracién, reduciendo en lo posible las dosis de cloro y el tiempo de contacto sin perder poder
de desinfeccion. Para conseguir el mismo grado de inactivacién bacteriana con un tiempo de
tratamiento similar, la ozonizacidn evita el problema de generacién de THMs, aunque su coste
es notablemente mas elevado.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

De los resultados de inactivacién de Enterococcus sp. en agua de salida de depuradora
mediante los distintos tratamientos de desinfeccidn aplicados se concluye que:

e En general, la cloracién es el tratamiento mas eficaz, ya que permite alcanzar la
inactivacién completa de los enterococos presentes la muestra. Los tratamientos basados
en ozono consiguen también una inactivacién elevada con tiempos de tratamiento cortos,
mientras que la fotocatalisis/H,0, no alcanza una desinfeccidn tan eficaz como en los otros
procesos, pese a consumir gran cantidad de peréxido de hidrégeno y necesitar tiempos de
tratamiento prolongados.

e La cloracién, tratamiento de desinfeccidn convencional, resulta un tratamiento muy eficaz.
Al aumentar la dosis de cloro en el rango estudiado (3'8-65 mg/L Cl,) la desinfeccidn es
mas rapida. Ademas, para llevar a cabo la desinfeccién total no es necesario satisfacer la
demanda de cloro, pudiéndose aplicar dosis menores de cloro que, prolongando el tiempo
de tratamiento, consigan el mismo resultado de desinfeccidn.

e Los tratamientos basados en ozono consiguen un buen grado de inactivacién bacteriana,
en torno a las 6 unidades logaritmicas, aunque menor que la cloracidn. Los resultados de
los tratamientos peroxona, con dosis de 1’4 mg/L y 20 mg/L H,0,, son similares a los de
ozonizacion, por lo que no se aprecia una clara interaccion entre el ozono y el peréxido de
hidrégeno con las dosis aplicadas. Las curvas de inactivaciéon de los tres tratamientos
basados en ozono presentan una fase inicial de resistencia bacteriana en la cual la
desinfeccién es mas lenta, haciendo necesario un elevado consumo de ozono (50-60 mg/L
0s) para conseguir una reduccién de la poblacién de enterococos de mas de 2 unidades
logaritmicas decimales

e Los tratamientos basados en luz UV/visible (320-800 nm) resultan mucho menos eficaces
que la cloracién o la ozonizacién. La irradiacidn, la irradiacién combinada con perdxido de
hidrégeno vy la fotocatdlisis no llegan a alcanzar ni una unidad logaritmica de inactivacion
de Enterococcus sp. La fotocatdlisis combinada con peréxido de hidrégeno permite lograr
una inactivaciéon mayor, de hasta 4 unidades logaritmicas, aunque requiere utilizar dosis de
H,0, elevadas (680 mg/L) y tiempos de tratamiento prolongados (60 minutos). Por tanto,
el aumento de la dosis de perdxido en la fotocatdlisis mejora la eficacia del proceso.
Ademads, el consumo de H,0, es mucho mayor en presencia de TiO,, indicando la
formacién de mayor nimero de radicales desinfectantes y confirmando asi la existencia de
un efecto sinergistico entre el peréxido de hidrégeno y el didxido de titanio.

De la modelizacién cinética de los resultados de inactivaciéon de Enterococcus sp. en
aguas de salida de depuradora y su comparacién con los pardmetros de los modelos cinéticos
en aguas naturales se concluye que:

¢ El modelo de Hom modificado y el modelo bifasico describen adecuadamente las curvas de
inactivacién bacterianas obtenidas en los tratamientos de cloracion. Las constantes de
velocidad de inactivacién aumentan conforme aumenta la dosis de cloro aplicada. Al
satisfacer la demanda de cloro de una muestra, independientemente de su matriz, la
velocidad de inactivacion de Enterococcus sp. es similar. Utilizando una dosis de 3’8 mg/L
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Cl,, demanda de cloro de un agua natural, la desinfeccién es mucho mas répida en el agua
natural que en el agua residual depurada.

e Los valores de los parametros cinéticos de cada modelo son similares para los tres
tratamientos basados en ozono estudiados. Las constantes de velocidad de inactivaciéon
son mayores para el agua natural que para el agua de salida de depuradora. En el agua
natural las curvas de inactivacidon presentan forma cdncava, con una rapida inactivacion
inicial y cola, mientras que en el agua de salida de depuradora las curvas son convexas, con
una fase inicial en la que la inactivacién transcurre de forma lenta, seguida de un periodo
de inactivacidn lineal y cola, por lo que el modelo de Geeraerd es el que mejor se ajusta a
su forma.

e El modelo de Hom y el modelo de Mafart describen adecuadamente la curva de
inactivacion de Enterococcus sp. del tratamiento de fotocatalisis/H,0, en agua de salida de
depuradora. En general, los valores de los parametros cinéticos indican que en el agua
natural la velocidad de inactivacidn es algo mayor que en el agua de salida de depuradora;
sin embargo, hay que tener en cuenta que la dosis de perdoxido empleada en este trabajo
(680 mg/L H,0,) es muy superior que la aplicada en el agua natural (1’4 mg/L H,0,).

e La fotocatdlisis combinada con perdxido de hidrégeno presenta constantes de velocidad de
inactivacién mucho menores que la cloracidn o la ozonizacidn, haciendo necesario el uso
de tiempos de tratamiento mas prolongados para alcanzar el mismo nivel de desinfeccién.

e En general, los pardmetros cinéticos de todos los modelos en cada uno de los tratamientos
estudiados indican que la velocidad de inactivacidon de Enterococcus sp. es menor en el
agua de salida de depuradora que en el agua natural, comprobdndose asi la influencia de la
matriz de agua sobre la inactivacién de la poblacion bacteriana de estudio.

Del estudio econdmico se concluye que, para la inactivacién de una unidad logaritmica
de Enterococcus sp. en agua de salida de depuradora:

o E| tratamiento de cloracion es el mas rentable desde el punto de vista econdmico, con un
coste muy bajo por m® de muestra tratada.

e Los tres tratamientos basados en ozono estudiados tienen un coste similar, que es superior
al de la cloracién, debido principalmente al coste que supone la produccién de ozono.

e La fotocatalisis combinada con perdxido de hidrégeno resulta excesivamente cara en
comparaciéon con la cloracién o la ozonizacién, ya que el diéxido de titanio y el consumo
eléctrico de la ldmpara tienen un coste elevado.

Como conclusion final, la cloracidn es el tratamiento mas eficaz y econdmico para la
inactivaciéon de Enterococcus sp. en agua de salida de depuradora, aunque la posible
generacidon de compuestos organoclorados podria suponer un problema para su reutilizacién.
La ozonizacidn resulta también muy eficaz y aunque su coste es notablemente superior, evita
el problema de la formacién de trihalometanos. Para reducir el coste del tratamiento de
fotocatalisis/H,0, seria necesario estudiar la recuperacién del TiO, y el uso de luz solar natural
como fuente de luz. Sin embargo, el elevado consumo de H,0, hace que el coste de este
proceso siga siendo mayor que el de la cloracidn o la ozonizacidn, y no se consigue un grado de
inactivacion de enterococos tan elevado.
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Anexo |. Criterios de calidad del agua reutilizada seguin sus usos

ANEXO I Criterios de calidad del agua reutilizada

d

segumn sus usos

En las tablas I-VI se recogen los criterios de calidad que ha de cumplir el agua para

poder reutilizarse segun los usos a los que se destina. Estos requisitos figuran en el Anexo 1.A

del Real Decreto 1620/2007.

Tabla I. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos urbanos

sopezio;ne

URJ9S OU SOSN SO0S8 ‘S3|END SE| UlS ‘EUBJUES PEpUCINE B| ‘0seo epeo eied ‘sjeuas anb osn ap seuoipuoo se|ainbas s|qipuiosaudw se ‘enbe jap ugloez|josoiae ap pepljiqisod UCo 0SN UN gjsixa opueny s

"of2w 8p £7 &P £00Z/909 QY [0 40d OPEDYIPOLL ‘IUGE 3P || 8P ‘9861678 Q¥ 18P B'G'GFZ OINAILE |3 J9A [SJUBIGUE PEPIED 8D BULON
‘oinfap 9 ap *L002/.06 QY 9P Al 0XBUY 108

‘4GB 8P || 5P ‘9861/6v8 QY PP || OXBUY P IaA o

‘pepaiqIn| 8p seaLizLIo|seN SSpEpIUN

"Se|U0j0]) 8p SEIOPRULOS S3pEPIUN

osn ap ojund |@ BISBY SOUE] SNS SOPO) UB OPEZ|[BUSS 0)NDJR 8|qop elousseld e ep pepeloiebijgo e| B BPEUOR|PUOD BIBISE UQDBZUCINE NS
"S8UOIOB|EJSUI SB| 8P OJusILWIUSjUB LW 0Ppawod |8 uainBase anb saj0uod B asa18LW0S Uaqag

[
[
“sLeosy A sunyou ‘ewojsolfouy soseuslb so| sousw [e pepleo ap sodnib so| sopoj us Jesapisuc] )

+'SOIN0JYBA 8P [eMiSnpul opeAe (P
(ugioezIjosolaE ap oBsau a)sixs Is) ~woouoan | o/oneny 5 SOIPUSOUL BJUCO SEWSISIS Mu
“dds ejjeuoiba ¢ SOllEd ap ospled (q
V24N 001 mﬁoz mm_ LNNOL 1/6w 0z 00z X {serequus A shapiodep sodued
g K
ap ojedsal |o essenBase giagep ,sesoibijed senbied) seuegin sepien  seuoz °p obsry (e
sejouejsns ap ajel) as anb ap oseo S0IDINGES 271 avalvo
|o U3 "sjUBIqIE OIPALL [B SSJUBLILIBILOD
S0}S8 8p BpEJUS B| JBJILI| BI8GSp .
souejues sojesede sp ebieosa
as :ssjenpisal senbe oplaA ap UQIDBZLIOINE 5 (qu ) 1 01/0n8NY hat ﬁo mh_Eﬁn_ coun hmﬂm omm_o MM
B| U8 SOPIUSIUCO ,STLNYNINVINOD SOHLO gINNe bW oL 00L/ ;04N ) ¢ SOPEAl 1pJel op obsly
; 0 SIVION3AIS3Y 'L avadIvo
SONVEYN sosn -’k
NOISN3dSNS oo ,STTVNILSILNI
SOIYALIMD SONLOD Zaaiguny | e |

OL1SIAZdd YNOV 130 OSn

(VINA) 319ISINAGY OWIXVIN ¥OTVA

47



Anexo |. Criterios de calidad del agua reutilizada seguin sus usos

Tabla Il. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos agricolas (1)
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.z

Tabla lll. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos agricolas (11)
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Anexo |. Criterios de calidad del agua reutilizada seguin sus usos

Tabla IV. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos industriales
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Anexo |. Criterios de calidad del agua reutilizada seguin sus usos

.z

Tabla V. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos recreativos
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Anexo |. Criterios de calidad del agua reutilizada seguin sus usos

Tabla VI. Criterios de calidad de reutilizacion de las aguas para usos ambientales
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Anexo Il. Terminologia microbioldgica

ANEXO II. Terminologia microbiologica

e Bacteria: organismo unicelular procariota con membranas formadas principalmente por
diésteres de diacilglicerol y con rRNA bacteriano. Las bacterias pueden presentarse
principalmente en forma de cocos o de bacilos. Los cocos son células mas o menos
esféricas que aparecen como células individuales o asociados en agrupaciones. Los bacilos
son células con forma de bastdn que suelen presentarse individualmente, aunque algunos
permanecen juntos tras su divisién formando parejas o cadenas. Ademas, la mayoria de las
bacterias se pueden dividir en dos grupos principales de acuerdo con su respuesta a la
tincidon de Gram: bacterias grampositivas y bacterias gramnegativas. La pared grampositiva
consiste en una Unica capa homogénea, de 20 a 80 nm de grosor, de peptidoglicano
situada externamente a la membrana plasmatica. En cambio, la pared gramnegativa
contiene una capa de peptidoglicano de 2 a 7 nm cubierta por una membrana externa de 7
a 8 nm de grosor. Puesto que su pared de peptidoglicano es mas gruesa, las paredes de las
células grampositivas son mas resistentes a la presion osmatica que las gramnegativas.

o Clostridium perfringens: bacilo grampositivo, anaerobio, inmévil y formador de esporas. es
la especie mas habitual en aguas dentro del grupo de las bacterias anaerobias sulfito-
reductoras. Su origen no es exclusivamente fecal, ya que pueden encontrarse en multiples
lugares como suelo, polvo, sedimento marino, etc. Sus esporos sobreviven en el agua
mucho mas tiempo que los coliformes y pueden ser resistentes a los tratamientos de
desinfeccidn si no se realizan de manera adecuada. Es patdgeno para los animales y para el
hombre.

e Enterococcus sp.. denominados también como enterococos intestinales, este género
presenta células esféricas u ovoides (cocos) en parejas o cadenas cortas, no esporuladas, a
veces inmoéviles, con un tamano de 0’6 a 2’5 um. Son bacterias anaerobias facultativas,
grampositivas, quimioheterétrofas, y meséfilas, que fermentan los hidratos de carbono a
lactato sin produccién de gas. Algunos enterococos, como Enterococcus faecalis, son
patégenos para el hombre.

e Escherichia coli: bacteria aerobia gramnegativa con forma de bacilo con un tamafio de 1’1
a 6 um. Reside en el colon de los seres humanos y de otros animales de sangre caliente.
Suele utilizarse en el andlisis de aguas para determinar si existe contaminacidn fecal.
Algunas cepas producen gastroenteritis o infecciones de las vias urinarias.

e Espora o esporo: forma diferenciada y especializada que puede utilizarse para la
diseminacién, la supervivencia en condiciones adversas (gracias a su resistencia al calor y a
la deshidratacidn) y/o la reproduccidén. Las esporas suelen ser unicelulares y pueden
desarrollarse en organismos vegetativos o gametos. Pueden reproducirse sexual o
asexualmente y pueden ser de varios tipos.

o Esporulacion: proceso de formacidn de esporas.

o Helminto: los helmintos o gusanos son animales multicelulares, en los cuales se distinguen
células diversas formando érganos con funciones especiales.

o Lisis: rotura o desintegracion fisica de una célula.
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e Mesofilo: Organismo que tiene una temperatura éptima de crecimiento de entre 20 y
42°C.

e Protozoo: organismo eucariota unicelular o acelular cuyos organulos presentan un papel
funcional de drganos y tejidos de forma compleja. Los protozoos varian mucho en tamaiio,
morfologia, nutricidn y ciclo vital.

e Pseudomonas aeruginosa: bacteria con forma de bacilos rectos o ligeramente curvados,
con medidas de 0’5 a 5 um, que se desplazan mediante uno o varios flagelos polares. Son
bacterias quimioheterétrofas, gramnegativas, que generalmente realizan una respiracion
aerobia. Algunas pseudomonas como P. aeruginosa, son patégenos muy importantes de
animales y plantas, infectando a personas bajas de defensas, invadiendo zonas de
guemaduras o produciendo infecciones de las vias urinarias.

e Quimioheterétrofo: microorganismo que utiliza compuestos organicos como fuente de
energia, electrones, y carbono para la biosintesis.

e Staphylococcus aureus: bacteria anaerobia facultativa, grampositiva , que presenta células
esféricas u ovoides en parejas o cadenas, inmdviles y no esporuladas, con un tamafio de
0’5 a2 um. S. aureus es el estafilococo patégeno mas importante en el ser humano y causa
furdnculos, abscesos, infecciones de heridas, neumonia y otras enfermedades.

e Virus: agente infeccioso que tiene una organizacion acelular simple con una envoltura
proteica y un genoma de 4cidos nucleicos. No posee metabolismo independiente y se
reproduce Unicamente en el interior de células vivas.

Bibliografia
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ANEXO II1. Desarrollo de la metodologia analitica
fisico-quimica
ILL pH

El pH es la medida del grado de acidez o alcalinidad de una disolucidn acuosa y se
define como el logaritmo negativo de la concentracién de iones H'. Para determinar el pH de
las muestras acuosas se utiliza un pH-metro marca CRISON, modelo GLP 21, previamente
calibrado con disoluciones tampdn de pH 7°00 y 4'01. El método utilizado es el 4500-HB del
Standard Methods [Clesceri et al., 2005].

IILIIL. Turbidez

La turbidez se define como la reduccion de la transparencia de un liquido originada por
la presencia de materias sin disolver. Para medir la turbidez se utiliza un turbidimetro marca
HANNA Instruments modelo LP 2000, de acuerdo a la norma ISO 7027:1999. Los turbidimetros
constan de una fuente de luz para iluminar la muestra y detectores fotoeléctricos que miden la
intensidad de la luz dispersada a 90° respecto a la fuente. El procedimiento consiste en medir
la intensidad de la radiacion dispersada por la muestra a una determinada longitud de onda y
compararla con la de la disolucion patron. Los resultados se expresan en unidades
nefelométricas de turbidez: UNT.

IILIII. Conductividad

La conductividad es la expresién numérica de la capacidad de un agua para transportar
la corriente eléctrica. Indica la concentracidon total de iones en el agua. Su determinacién se
realiza utilizando un conductimetro CRISON modelo Basic 30, provisto de una célula de dos
electrodos (constante de la célula 1 cm™) y de acuerdo a la norma UNE-EN SO 27888:1994.
Para conocer la conductividad de una muestra se introduce la célula en ella, se agita y se
espera unos minutos antes de tomar el valor. Los resultados se expresan en mS/cm o en
uS/cm, segun el rango de trabajo.

IIL.IV. Sdlidos en suspension totales (SST)

Los sdlidos en suspensidon totales se analizan mediante un espectrofotémetro de
marca Hach Lange, modelo DR 2800. Se emplea el método 2540D de Standard Methods
[Clesceri et al., 2005]. Los sdlidos en suspensidn totales se miden a 810nm.

IIL.V. Carbono organico total (COT)

La medida del Carbono Organico Total (COT) sirve para cuantificar la materia orgdnica
presente en el agua. Se mide de acuerdo al método 5310B del Standard Methods [Clesceri et
al., 2005]. Para ello se utiliza un equipo SHIMADZU, modelo TOC-VcsH (Figura I).
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Figura I. Analizador de Carbono Organico Total SHIMADZU, modelo TOC-VcsH

Fundamento del equipo

En el agua estdn presentes dos tipos de carbono: carbono orgdnico y carbono
inorganico. El carbono organico (COT) corresponde a los compuestos organicos, mientras que
el carbono inorganico (Cl) se encuentra disuelto en el agua como CO,, o bien en forma de
compuestos inorganicos tales como los carbonatos y bicarbonatos. Conjuntamente, ambos
tipos de carbonos constituyen el carbono total, CT, y por lo tanto cumplen la relacién:
COT=CT-CI. El equipo utilizado se basa en esta relacién para medir el COT.

Material y reactivos
— Equipo SHIMADZU, modelo TOC-VcsH.
— Viales de 50 ml
— Unidad de filtracién de plastico de 250 ml.
— Filtros de 0’45 pum de diametro de poro.
— Acido fosférico.
— Acido clorhidrico.
— Agua milli-Q.

Procedimiento y cdlculo

Se filtra el agua a analizar utilizando un filtro de 0’45um para no obstruir la aguja de
inyeccidn de la muestra en el equipo. Una vez filtrada la muestra se introduce en los viales y se
programa el equipo con las rectas de calibrado que mejor se ajusten, segun los valores
esperados de COT.

Validacién del método
La validacion del método para la medicién de carbono organico total (COT) y las rectas
de calibrado utilizadas se muestran en la Tabla VII.

Tabla VII. Validacién de la metodologia para la medicién de COT.

Limite de Limite de Rango de Rectas de

deteccion cuantificacion medida calibrado
Carbono total 1 mg/L 3 mg/L 0-25000 mg/L 0-100 mg/L
Carbono inorganico 1 mg/L 2 mg/L 0-30000 mg/L 0-100 mg/L

56



Anexo lIl. Desarrollo de la metodologia analitica fisico-quimica

IIL.VI. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO es la cantidad de oxigeno consumido por las especies reductoras presentes en
el agua. Este pardmetro se determina mediante una adaptacion del Método 410.4 EPA, en un
fotémetro multiparametro marca Hanna Instruments, modelo HI 83099.

Este método se basa en que los compuestos organicos oxidables reducen el idn
dicromato (naranja) a iéon cromo (lll) (verde). Se determina la cantidad de cromo formada,
utilizando para ello una ldmpara de tungsteno con filtro de interferencia de banda estrecha a
420 nm.

IILVII. Peréxido de hidréogeno (Hz0-)

La concentracion de peréxidos se determina semicuantitativamente por comparacion
colorimétrica mediante un test indicador de perdxidos marca Merckoquant®. La peroxidasa
transfiere el oxigeno del perdxido a un indicador redox orgdnico, formandose un producto de
oxidacion azul (0-100mg/1) o amarillo (100-1000mg/l). La zona de reaccidn de la tira de ensayo
se compara visualmente con una escala colorimétrica.

IILVIIL Nitrégeno amoniacal (N-NH3)

La determinacidn del nitrdgeno amoniacal se lleva a cabo mediante un fotdmetro
multiparamétrico de sobremesa, marca Hanna Instruments, modelo HI 83099. El método
empleado es una adaptacidn del Método Nessler de ASTM Manual of Water and
Environmental Technology, D1426-92.

La reaccidn entre el amoniaco y los reactivos origina una coloracion amarilla en la
muestra. Para su medicidn se utiliza una ldmpara de Tungsteno con filtro de interferencia de
banda estrecha a 420 nm.

IILIX. Cloro libre

La determinacion del cloro libre se realiza mediante un fotdémetro multiparamétrico de
sobremesa, marca Hanna Instruments, modelo HI 83099. El método empleado es una
adaptacion del método DPD 330.5 de la EPA.

La reaccidn entre el cloro libre y el reactivo DPD origina una coloracién rosa en la
muestra que se mide utilizando una ldmpara de Tungsteno con filtro de interferencia de banda
estrecha a 525 nm.

II1.X. Demanda de cloro

La demanda de cloro (CD) se define como la cantidad minima de cloro que se necesita
afiadir a la muestra para satisfacer el consumo de desinfeccion y oxidacion de los compuestos
presentes. Para determinar este parametro se utiliza el método estandar 5710 B [Clesceri et
al., 2005].
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El método consiste en adicionar un exceso de cloro (Do) a la muestra y analizar el cloro
residual (R) no consumido después de un minimo de 4 horas, siendo la demanda de cloro (CD)
la diferencia de ambos valores en mg/L, como indica la ecuacién I:

CD = Dy—R [

Para determinar Dy se afiaden 5 mL de hipoclorito sédico comercial de 50.000 mg/L Cl,
diluido al 10%, en un frasco de 350 mL con tapdn de vidrio y se completa hasta rebose con
agua destilada. Del contenido de este frasco se valoran 100 mL en un erlenmeyer con
tiosulfato sédico 0,025 N (Na,S,0,4:5H,0, 99%, Panreac), incluyendo en el contenido 5 mL de
acido acético (99'8%, Panreac), 1 g de yoduro potasico (99%, Panreac) y 2 mL de almiddén
(Scharlau) como indicador hasta la desaparicion del color. La dosis de cloro exacta
suministrada a la muestra se calcula segun la ecuacién Il, donde V, es el volumen del agente
valorante (tiosulfato sédico) consumido en la valoracién, N es la normalidad del mismo (0,025
N) vy V,, es el volumen de muestra valorado (100 mL).

Dy(mg/LCLy) =V, -N-35'5-1000/V,, [l

De manera similar, para calcular R, en un frasco de las mismas caracteristicas se
afiaden 5 mL de hipoclorito sédico comercial diluido al 10% y 5 mL de tampdn fosfato (68,1 g
KH,PO, y 11,7 g NaOH en 1L de agua destilada), completando el volumen con la muestra
objeto de andlisis. Se almacena durante minimo 4 horas a temperatura ambiente en oscuridad
con el tapdn sellado herméticamente para evitar pérdidas de cloro por volatilidad. Trascurrido
ese tiempo, en el cual el cloro reacciona con la materia organica y los microorganismos
presentes en la muestra, se mide el cloro residual, R, (ecuacion Il1).

R(mg/LCl,) =V,-N-35'5-1000/V,, [
La concentracion del reactivo de cloracién utilizado (R.) se calcula segun la ecuacién IV:

R.(mg/LCly) = Dy - 350/5 [1V]
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ANEXO IV. Metodologia microbiologica

IV.I. Procedimiento experimental de fortificacion de muestras con
Enterococcus sp.

La cepa de Enterococcus sp. utilizada proviene del stock del grupo de investigacién de
Calidad y Tratamiento de Aguas. Al estar ya identificada y haber sido utilizada en otros
estudios previos [Ibarz, 2008], no se considera necesario realizar ninguna prueba bioquimica
de confirmacion, salvo la tincién de Gram, que se explica en el apartado IV.Il del presente
anexo.

La fortificacion de las muestras de agua de salida de depuradora se realiza a partir de
un vial congelado a -20 °C. Tras descongelarse, se toma un indculo con el asa de siembra y se
realiza un aislamiento en superficie por agotamiento (Figura Il) en agar nutritivo (Tabla VIII),
incubdndose las placas a 37 °C durante 48 horas en aerobiosis con el fin de disponer de un
cultivo bacteriano joven y abundante.

Figura II. Técnica de aislamiento en superficie por agotamiento

Tabla VlIl. Composicion del agar nutritivo

Ingredientes Concentracion (g/L)
Peptona (proteina parcialmente digerida) 50
Extracto de carne 1’0
Extracto de levadura 2’0
Cloruro de sodio 80
Agar 15’0

El agar nutritivo no es un tipo de agar selectivo, por lo que en él puede crecer cualquier
tipo de bacterias. Es importante observar las colonias crecidas tras la incubacién para ver si el
cultivo es homogéneo. Las colonias de Enterococcus sp. en este agar son de color crema,
redondas, con limite definido (Figura lll).
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Figura III. Colonias de Enterococcus sp. en agar nutritivo

Tras el periodo de incubacidn, se prepara una suspensidon bacteriana concentrada
transfiriendo las colonias a un tubo con suero fisioldgico esterilizado (NaCl 0°9%). El nimero de
colonias presentes en el inéculo se calcula en relacion a la turbidez que presenta esta
suspension. Una vez alcanzada la turbidez deseada, se adiciona la suspension de Enterococcus
sp. a la muestra esterilizada, consiguiéndose una concentracién bacteriana en torno a 10’-10°
UFC/100 mL. Hay que tener en cuenta que las poblaciones bacterianas iniciales para cada uno
de los experimentos realizados no van a ser exactamente las mismas debido a la propia
dificultad de preparacion y calibracién de la suspensidn celular concentrada.

IV.IL. Tincion de Gram

Desarrollada en 1884 por el médico danés Christian Gram, es el método de tincion mas
ampliamente utilizado en bacteriologia. Es un ejemplo de tincién diferencial, procedimiento
que se utiliza para diferenciar organismos en base a sus caracteristicas de tincion. La tincién de
Gram divide las bacterias en dos clases: gramnegativas y grampositivas.

La pared grampositiva consiste en una Unica capa homogénea, de 20 a 80 nm de
grosor, de peptidoglicano (mureina), un enorme polimero formado por muchas subunidades
idénticas, que se sitla externamente a la membrana plasmatica. En cambio, la pared
gramnegativa es bastante compleja, contiene una capa de peptidoglicano de 2 a 7 nm cubierta
por una membrana externa de 7 a 8 nm de grosor. Puesto que su pared de peptidoglicano es
mas gruesa, las paredes de las células grampositivas son mas resistentes a la presidon osmotica
que las bacterias gramnegativas [Willey et al., 2009].

El procedimiento de la tincion de Gram se muestra en la Figura IV. Previamente, se
realiza un frotis de la colonia que se quiere estudiar en un portaobjetos. Cuando la muestra
estd seca, se procede a la tincion. En el primer paso, el frotis se tifie con el colorante basico
cristal de violeta, el colorante primario. Tras un minuto de contacto, se lava el porta con agua
destilada y se afiade el segundo colorante, el lugol. Este intensifica la interaccién entre la célula
y el colorante de manera que la célula se tifie mas intensamente. Tras otro minuto de contacto
se decolora el frotis lavandolo con acetona o etanol. Este paso produce el aspecto diferencial
de la tincidon de Gram; las bacterias grampositivas retienen el cristal violeta, mientras que las
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bacterias gramnegativas lo pierden y aparecen incoloras. Finalmente, el frotis se tifie de nuevo
(tincién de contraste) con un colorante basico, simple, de un color diferente al del cristal
violeta. La safranina, el colorante de contraste mas comun, tifie las bacterias gramnegativas de
rosa a rojo, dejando a las bacterias grampositivas de color morado oscuro.

@ Q@ fijacion QC:D
': Cl‘iStal\l;ioIeta ’:
|
’: luiol ':

- decolorante CD
A T~

| -
’~. safranina ’~

Gram positiva Gram negativa

Figura IV. Método de la tinciéon de Gram

Los enterococos son bacterias grampositivas, por lo que al realizar la tincion de Gram,
se tifien de color morado oscuro. La Figura V muestra la imagen de los enterococos utilizados
en el presente trabajo de investigacion, observados al microscopio dptico tras la tincion de

Gram.

Figura V. Tincién de Gram de Enterococcus (grampositivo: color morado oscuro) observados al
microscopio éptico
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IV.II1. Analisis de Enterococcus sp.

IV.IILi. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son ambientes artificiales disefiados por el hombre para
proporcionar todos los nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano en el laboratorio.
En esta investigacién se han utilizado medios sélidos, que se encuentran en forma de polvo
fino o granular. Para su reconstitucidn, se suspende la cantidad precisa de polvo en agua
destilada y se lleva a ebullicion. Posteriormente, se esteriliza durante 15 minutos a una
temperatura de 121 °C en el autoclave.

Para el analisis de Enterococcus sp. se utiliza el agar selectivo Slanetz & Bartley
(Scharlau), cuya composicién se muestra en la Tabla IX. La preparacion de este agar conlleva,
después de su esterilizacién y enfriamiento a 50 °C, la adicién de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) al 1% (Scharlau) en una proporcion de 10 mL por cada litro de medio
base. La solucién TTC se utiliza como indicador de color. Esta solucién indica la actividad
bioldgica de los enterococos, ya que el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (incoloro) se reduce a
trifenilformazan (rojo), de manera que las colonias adquieren un color granate caracteristico

Tabla IX. Composicion del agar Slanetz & Barley

Ingredientes Concentracion (g/L)
Triptosa 20°0
Extracto de levadura 50
Dextrosa 2’0
Hidrogenofosfato de potasio 40
Azida de sodio (NaN3) 0’4
Agar 10

IV.IILii. Diluciones decimales seriadas

El volumen de agua a analizar depende de la concentracién bacteriana de la muestra.
Puesto que no se conoce de antemano la concentraciéon microbioldgica presente en la muestra
de agua a analizar, se realizan diluciones de la muestra inicial.

|1m|| |1m|||1m|“1m|| 1ml

Enp ey By e P

(o]

Figura VI. Esquema del método de diluciones seriadas.
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A partir del agua de salida de depuradora (dilucién 0), se toma 1 mL de la muestra con
micropipeta y se transfiere a un tubo con 9 mL de agua destilada al 0’9 % NaCl, estéril. A
continuacién, se homogeneiza en un vortex, obteniéndose de esta forma la dilucién 1:10 (o
dilucién -1). Para hacer las diluciones sucesivas, se toma 1 mL de la dilucién precedente bien
homogeneizada y se lleva a un tubo con 9 mL de agua destilada al 0,9% NaCl, todo ello en
ambiente de trabajo estéril, proporcionado con un mechero Bunsen. La Figura VI refleja el
procedimiento de diluciones decimales seriadas de manera gréfica y la Figura VIl el aspecto de
las placas de Petri después de la siembra de dichas diluciones.

Figura VII. Aspecto de las placas de Petri después de la siembra en superficie de las diluciones
decimales de una muestra de agua (de la mas concentrada 0 a la mas diluida -5).

IV.I1Liii. Métodos de siembra

Método de siembra en superficie

Mediante una pipeta automatica se coloca un pequefo volumen conocido de muestra
(100 pL) en el centro de una placa de medio sélido. Con ayuda de una varilla de vidrio estéril se
extiende la muestra uniformemente por la superficie del agar. Este método se utiliza cuando la
concentracion bacteriana es elevada.

Método de filtracion de membrana

En presencia de una atmdsfera estéril proporcionada por un mechero Bunsen,
mediante pinzas previamente flameadas, se coloca un filtro de membrana estéril (Millipore) de
0’45 pum de poro sobre el soporte de filtracion (Figura Vlll.a). Tras adaptar el embudo (Figura
VIIL.b), se humedece el filtro con una pequefia cantidad de agua destilada al 0,9% NaCl estéril y
se vierte la muestra, previamente homogeneizada (Figura Vlll.c). Las muestras comprendidas
entre 30 y 100 mL se afiaden directamente al embudo de filtracién, pero para las muestras
entre 1y 30 mL, se afiaden primero al embudo entre 20-30 mL de agua destilada al 0,9% NacCl
estéril y a continuacidn, la muestra a filtrar.
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Figura VIII. Método de filtracién por membrana (Millipore).

Finalmente, se retira el embudo y la membrana se coloca sobre el agar solidificado en
una placa de Petri pequefia (45 cm @) (Figura VIll.d y Vlil.e), cuidando que no quede ninguna
burbuja debajo del filtro. Este método se utiliza cuando la concentracidn de bacterias en la
muestra no es muy elevada.

IV.IILiv. Repetibilidad del método de analisis de Enterococcus sp.

Para validar el método de analisis de siembra en superficie utilizado para determinar la
supervivencia de las poblaciones de Enterococcus sp. en los tratamientos estudiados, se
determina el coeficiente de variacién.

El coeficiente de variacion (CV) representa la reproducibilidad del método, es decir, el
grado de concordancia entre diferentes medidas realizadas en las mismas condiciones. Se
expresa en porcentaje mediante la ecuacién V, siendo X el recuento medio de las colonias en
las placas contadas, calculado por la ecuacion VI, y S la desviacion estandar de las muestras,
una medida de la dispersién de los datos, expresada segun la ecuacion VII, donde N es el
numero de réplicas de un ensayo y X; el valor de una réplica determinada [D’Ocon, 2002; Ibarz,
2008].

CV (%) ==-100 (V]

il «»

_ N .
X = 2=k vi]

N 72
S = /Zmlflellx) [VII]
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El coeficiente de variacion del método de filtracion de membrana sobre Enterococcus
sp. fue calculado por lbarz (2008), estableciendo un CV entre el 3-10 %. En el presente trabajo
de investigacion se ha calculado el CV para el método de siembra en superficie.

Para obtener la desviacidn estandar de las muestras y el valor medio del recuento de
las placas, se analizan ocho réplicas mediante siembra en superficie de una muestra fortificada
diluida (1/1000), previamente conocida la concentracion de bacterias. Para poder contar las
placas el intervalo de colonias ha de estar entre 30 y 300 UFC/placa. Por debajo de ese limite
inferior, el error es elevado y hay peligro de dar resultados que no se ajusten a la realidad. Por
encima del limite superior, las colonias presentan problemas de fusion.

La concentracion de enterococos en la muestra se calcula mediante la ecuacion 4.1y el
resultado se transforma en unidades logaritmicas. Los valores en UFC/mL se distribuyen dando
curvas asimétricas [Clesceri et al., 2005]. Sin embargo, si esos valores se transforman en
logaritmos, los nuevos valores se aproximan a una distribucion simétrica, normal. Como los
resultados de inactivacion se expresan en unidades logaritmicas, tal y como se explica en el
apartado 4.1.2 de la memoria, el CV también se calcula en esas mismas unidades.

La Tabla X refleja los resultados obtenidos. El CV calculado en el presente trabajo de
investigacion para el método de siembra en superficie de Enterococcus sp. de 1'6%.

Tabla X. Coeficiente de variacion del método de siembra en superficie para Enterococcus sp.

Muestra Dilucién 1/1000
100 pL
RN I UFC/100mL__ _ __ s .
1 2'1-10° 8,3
2 2'4-10° 8,4
3 2'1-10° 8,3
4 1'0-10° 8,0
5 1'3-10° 8,1
6 1'4-10° 8,1
7 1'3-10° 8,1
8 1’6-10° 8,2
ox T 82
S 0,1
o T T T e
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ANEXO V. Tratamientos basados en ozono

V.I. Descripcion detallada de la instalacion de ozonizacion

El oxigeno se aporta desde una botella de gas comprimido conectada directamente al
ozonizador. La generacién de ozono aumenta con el caudal de oxigeno introducido, por lo que
se regula el flujo mediante una vélvula situada en el frontal del equipo. Entre la botella de gas
y el ozonizador, se coloca un lecho de silica gel que debido a sus propiedades higroscdpicas
elimina la humedad de la corriente de O, antes de entrar en el ozonizador, ya que el gas de
entrada siempre debe estar seco. El ozonizador se conecta a un reactor cerrado de vidrio que
funciona en régimen semicontinuo, continuo respecto al gas y discontinuo respecto al liquido.
Este reactor es de vidrio Pyrex con forma esférica y una capacidad de 2 L. El ozono gas se
trasfiere a la muestra por la parte superior del reactor a través de un difusor poroso (O;
introducido)- LA transferencia del ozono al agua produce un burbujeo que proporciona agitacién a
la muestra, favoreciendo el contacto ozono-agua.

V.II. Calibracion del ozonizador

Para conocer la cantidad de ozono que se introduce en la muestra, se realizan una
serie de ensayos a diferentes tiempos, determinandose en cada caso la cantidad de ozono que
se genera. Para ello se conectan dos borboteadotes en serie directamente a la salida del
ozonizador conteniendo cada uno 250 mL de Kl (Panreac) al 2%. Durante un tiempo fijado, se
hace pasar por el ozonizador un caudal de oxigeno de 50 L/h, utilizando una potencia de
ozonizacion de 1’5 W y aplicando una presidn de oxigeno de 1 bar.

V.ILi. Método yodomeétrico

La cantidad de ozono presente en los borboteadores se calcula por el método
yodomeétrico [Kolthoff y Belcher, 1957]. Este método se utiliza en la calibracion del equipo para
conocer el ozono generado, mientras que en la realizacién de experimentos sirve para
determinar el ozono no consumido.

El método yodométrico consiste en tomar muestras de la disolucién de Kl de los
borboteadotes para cada tiempo y proceder a su valoracidn con tiosulfato sédico. Cuando el
ozono reacciona con el yoduro, el ozono se reduce a oxigeno y el yoduro se oxida a yodo (I,); la
cantidad de ozono producida corresponde estequiométricamente con la cantidad de yodo
generada en la disolucidn de KI.

El procedimiento analitico consiste en la valoracién del iodo formado con una
disolucién de tiosulfato sddico (Na,S,03-5H,0, 99'5%, Panreac). Se afiaden entre 5y 10 mL de
acido sulfurico 1N, ya que se requiere medio acido para la valoracién. Se comienza a valorar
hasta que el color pardo rojizo que aparece como consecuencia del |, formado se torna
amarillo palido. En este momento se afiade el indicador de almiddn, puesto que si se afadiera
a la muestra inicial, en la que la cantidad de yodo es muy superior, se formaria un complejo
que impediria valorar el yodo correctamente. Al afiadir el almiddn, aparece un color morado
gue vira a incoloro al alcanzarse el punto de equivalencia.
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La cantidad de ozono, en mg, se calcula segln la ecuacion |, donde V es el volumen del
agente valorante (tiosulfato sddico) consumido, N es la normalidad del tiosulfato (0’025N), V'
es el volumen de yoduro potasico utilizado en la valoracidn, y 24, el peso equivalente del
ozono.

mg 03 =V -N-(250/V’) - 24 [

Como se trabaja con dos borboteadotes en serie, los mg O; totales son la suma de los
mg O; retenidos por cada borboteador.

El agente valorante, tiosulfato sddico, al no ser patrdon primario, se debe estandarizar
con dicromato potdsico para determinar exactamente su concentracién [Clesceri et al., 2005].
Para ello, se toman 80 ml de agua destilada a la que se aiflade 1 mL de H,SO, 96%, 1 g de Kl y
10 mL de K,Cr,0; 0’1 N. Esta mezcla debe permanecer 6 minutos en oscuridad antes de ser
valorada con la disolucién de tiosulfato que se va a estandarizar. Igualmente, se valora hasta
gue el color pardo rojizo pasa a amarillo y tras la adicion del almidén, se valora hasta la
desaparicién del color morado. La normalidad real del tiosulfato sédico se calcula segun la

ecuacion Il

N Na25203 = 1/mL Na25203 [“]

V.ILii. Recta de calibrado
En la Figura IX se representa la recta de calibrado del ozonizador, que representa el
ozono generado (mg O;) en funcién del tiempo de tratamiento. Permite calcular el ozono

introducido en la muestra.
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Figura IX. Recta de calibrado del ozonizador
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ANEXO VI. Modelos cinéticos de inactivacion
microbiana

VLI. Descripcion de modelos

La microbiologia predictiva es una parte esencial de la microbiologia que pretende
conocer la respuesta de las poblaciones microbianas frente a diversas condiciones ambientales
o tratamientos. Su objetivo es desarrollar modelos matematicos que describan y permitan
predecir el ritmo de inactivaciéon de los microorganismos de una determinada poblacion,
sometidos a condiciones tecnoldégicas o medioambientales determinadas. Este estudio de
investigacion se centra en los modelos de inactivacion, modelos que estudian el ritmo de
mortandad de las poblaciones bacterianas a lo largo de un proceso. La inactivacion bacteriana
en aguas ha sido bastante estudiada en la ultima década aplicando una gran variedad de
modelos cinéticos de desinfeccion [Lee y Nam, 2002]. Mediante la modelizacidn cinética se
consigue obtener una expresion matematica que facilite el disefio adecuado de un sistema de
desinfeccidn.

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

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

En 1908 Chick formula la primera cinética de inactivacién de primer orden para la
modelizacién de las graficas de inactivacion lineales. Con ella intenta explicar el proceso de
desinfeccién como si de una reaccidon quimica se tratara. Considera que este proceso es
andlogo a una reaccidn quimica de primer orden en la que la velocidad de la reaccidon depende
de las concentraciones relativas del desinfectante y los microorganismos, estando el
desinfectante en exceso. Este modelo se expresa mediante la ecuacion Il donde N; es el
numero de bacterias supervivientes en el instante t, Ng es el nimero de bacterias inicial (t=0) y
k es la constante de velocidad de la reaccion.

d—N:—k-N > Ln&:—k-t (1
dt N,

En el mismo afo Watson (1908) incluye una modificacién al modelo de Chick,
incorporando el efecto de la concentracidn del desinfectante en el proceso de desinfeccién. El
modelo de Chick-Watson se representa por la ecuacién IV, donde C es la concentracién del
desinfectante y n es el nimero de moléculas de desinfectante necesarias para la inactivacion
microbiana, también descrito como coeficiente de dilucion, un factor empirico que suele
considerarse la unidad [Pernitsky et al., 1995].
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N
IN_keN > Lnt——k.C"ot V]
dt ,

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

Sin embargo, estos modelos lineales no permiten explicar desviaciones observadas en
muchos procesos de inactivacién microbiana, como se refleja en la Figura X. La curva de
inactivacién A representa la cinética de primer orden o muerte exponencial, en la que la
velocidad de inactivacion es constante e independiente del tiempo de tratamiento. La curva B
muestra un hombro inicial (shoulder) o fase “lag” en la que una fracciéon de microorganismos
supervivientes se mantiene constante en los primeros instantes del tratamiento,
produciéndose seguidamente un descenso lineal de los mismos. Se atribuye a una mezcla
inadecuada del desinfectante en la muestra, un retraso en la difusion del desinfectante a los
puntos de accién bacterianos o a una resistencia inicial de los microorganismos al ataque del
desinfectante. Las curvas C se caracterizan por una fase de inactivacién lineal inicial rapida
seguida de una disminucién de las poblaciones lenta, lo que se traduce en la formacién de una
cola o tailing-off [Gylrék y Finch, 1998]. Del mismo modo que en el fendmeno de los
hombros, existen varias teorias acerca de la aparicién de colas. Puede ser debido a
agrupaciones de microorganismos, a la presencia de subpoblaciones con una resistencia
variable al desinfectante, bien de caracter innato o como respuesta a una adaptacién al medio,
o también, a que se produzca una disminucién en la concentracién del desinfectante durante
el tratamiento. Finalmente, las curvas D presentan ambas desviaciones lineales, mostrando
una fase inicial de hombro seguida de una fase lineal de inactivaciéon y finalizando con un
fendmeno de cola (curvas sigmoideas).
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Figura X. Curvas de inactivacién microbiana posibles [Gyiirék y Finch, 1998].
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A partir de estas teorias se desarrollan cinéticas alternativas que permiten describir
curvas de supervivencia no lineales y que han sido aplicados por numerosos autores para
describir el comportamiento de diversos microorganismos en el campo de la desinfeccidn.

La Tabla 6 recoge los modelos matematicos propuestos para describir las graficas de
inactivacién obtenidas en el presente trabajo de investigacién. La seleccién de estos modelos
se realiza en base al principio de parsimonia segun el cual los modelos han de ser tan simples
como sea posible, es decir, con el menor nimero de parametros posible [Lanao, 2012]. La
bondad del ajuste puede mejorar en gran medida afiadiendo mds parametros al modelo; sin
embargo, en ocasiones, aumentar mucho el nimero de parametros puede llevar a que las
predicciones no tengan sentido.

A continuacion se desarrollan con mas detalle cada uno de los modelos matematicos
seleccionados.

VLLi. Modelo de Hom (1972)

Hom, tras analizar los resultados de diversos experimentos de cloracién sobre sistemas
algales-bacterianos y observar que respondian a cinéticas curvilineas mas que a lineales,
generalizé de manera empirica la ley de Chick-Watson mediante la ecuacidn V, donde k es la
constante de velocidad de inactivacién de primer orden, C es la concentracion del
desinfectante, n el coeficiente de dilucién y m una constante empirica del modelo [Pernitsky et
al., 1995]. En el caso de que la concentracién sea constante, el modelo se simplifica
integrandose esta concentracion en una constante de velocidad aparente (ka,= k- C") dando
lugar a la ecuacion VI, siendo esta k,, una constante de pseudo-primer orden (min™) [Malato
et al., 2009]. Este modelo no considera que el agua tenga una demanda de desinfectante y por
tanto, que la concentracién del mismo disminuya a lo largo del tratamiento.

d—l\lz—k-m-C”-N-tm_1 > Log&:—k-c"-tm V]
dt N

0

" [Vi]

N
Log N—‘ =—K.p

0
El nivel de inactivacion predicho por el modelo de Hom es una funcién no lineal de Cy
t, que dependen de los pardmetros del modelo n y m, respectivamente. Este modelo puede
describir las curvas A-D de la Figura X y se simplifica al modelo Chick-Watson para m=1.
Cuando m es menor que la unidad, se visualiza un efecto de cola o tailing-off.

VLLii. Modelo de Hom modificado (1994)

Afios mas tarde, Haas y Joffe en 1994 modifican el modelo de Hom estableciendo que
la concentracién del desinfectante puede cambiar con el tiempo, debido a la demanda de los
microorganismos o de otros componentes presentes en el agua. Si la descomposicién del
desinfectante residual es de primer orden, como frecuentemente se observa para la
descomposicion del cloro y ozono, se establece una relacion entre la concentracion residual y
el tiempo segun la ecuacién VIl donde C, es la concentracién inicial y k' la constante de
velocidad de descomposicién del desinfectante (min™).
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C=C,-e ™ [VII]

A partir de las ecuaciones V y VII, se obtiene el modelo de Hom modificado, ecuacién
VIIl. Este modelo afiade una constante al modelo de Hom, k’, considerando la demanda del
desinfectante por parte de la muestra.

m —nkt) ™
Log&:—(ﬂj k-Cg 1—e( m ) [vi
N, nk'

VLLiii. Modelo bifasico de Pruitt y Kamau (1993)

En 1993, Pruitt y Kamau establecen un modelo bifasico basado en la existencia de dos
poblaciones microbianas que presentan una sensibilidad al tratamiento diferente, siguiendo en
ambos casos una cinética de inactivacion de primer orden. La expresion matematica del
modelo se define por la ecuacidon IX, donde P significa la fraccién de microorganismos
supervivientes correspondientes a la subpoblacion 1, (1-P) es la fraccidon de supervivientes de
la subpoblacién 2, k; representa la constante de inactivacién de la poblacién sensible y k; es la
constante de inactivacion de la poblacidn resistente.

Log % = Log[Pe ™! +(1-P)e ] [1X]

0

VLLiv. Modelo de Mafart (2002)

Este modelo asume que la inactivacion microbiana se debe a la incapacidad de la
célula para resistir las duras condiciones impuestas por algun tipo de estrés, después de cierto
tiempo; también asume que la poblacidn es heterogénea, es decir, que cada célula tarda un
tiempo diferente en morirse. En definitiva, es un modelo que implica la existencia de una
distribucidn de resistencias dentro de la poblacidn microbiana. La resistencia sigue una
distribucidn de probabilidad de Weibull, definida por la ecuacidn X. La distribucién de Weibull
es una distribucion de probabilidades disefiada para describir el comportamiento de sistemas
que tienen cierto grado de variabilidad.

@D
|
~—
o |~
~—
S

n-1
f(t)=ﬂ[£) 0
b\b
Mafart (2002) modifica la ecuacion de Weibull seglin la ecuacién Xl, donde 6 es el
pardmetro de escala y se corresponde con el tiempo necesario para reducir el primer ciclo
logaritmico decimal de la poblacidn bacteriana y p es el pardmetro de forma e indica la forma
de la curva de la ecuacidon, ya que ésta toma formas convexas cuando n es mayor que 1y
cédncavas cuando es menor que 1.

p
oo (1) "
N, \o
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VLLv. Modelo de Geeraerd (2000)

Este modelo matematico se basa en diversos argumentos que describen el
comportamiento de los microorganismos cuando se presentan fendmenos de hombro, una
fase de inactivacion lineal y cola, es decir, cuando describen curvas sigmoideas [Geeraerd et
al., 2000]. La incorporacion de cada fendmeno se engloba en la ecuacidn Xll, donde N, es la
concentracién de bacterias supervivientes, k.« €s la velocidad especifica de inactivacién y Sl es
el parametro que representa la duracion del hombro.

) gkmac'S!
Nt = (No - Nres )'e fna {l-}-(ek’“”SI _1)e—kmaxt J“' Nres [X”]

VLIL Ajuste de datos experimentales e indices de error

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

Para evaluar la calidad de los ajustes de los modelos a los datos experimentales
obtenidos se utilizan dos indices: el coeficiente de determinacién (R%) vy el error cuadratico
medio (ECM). También se utiliza con este propdsito la representacién grafica de los valores
estimados frente a los obtenidos experimentalmente. El calculo de R* y ECM se realiza con el
programa Excel (Microsoft).

El coeficiente de determinacidn, R%, se utiliza como una medida global de la calidad del
ajuste. Este coeficiente informa sobre la proporcién de variabilidad total de la variable
dependiente que es explicable por el modelo. Cuanto més cercano sea el valor R* a 1, mejor es
la precision predictiva del modelo, y por tanto, mas concuerdan los valores predichos con los
valores observados. La ecuacidon del coeficiente de determinacion viene descrita por la
ecuacion XllI, donde §; son los valores estimados y es la media de los valores reales.

RZ=12 [XI1]

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

Para comparar modelos diferentes se representan graficamente los valores observados
frente a los valores estimados. Si el modelo se ajusta perfectamente a los datos, los puntos se
encuentran distribuidos a lo largo de la linea de equivalencia. La bondad del modelo es mayor
cuanto mas préximos estan los puntos a dicha linea.
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ANEXO VII. Resultados

VILI. Resultados de inactivacion

VILLi. Cloracion

Las tablas XI-XIV muestran los resultados de inactivacién de Enterococcus sp. (en

UFC/100 mL), asi como el cloro residual (en mg/L Cl,), durante los ensayos de cloracion.

Tabla XI. Inactivacidn de enterococos y cloro residual

Dosis de cloro 3'8 mg/L Cl,
Tiempo N¢ Log(N;) Log(Ny/Ng)| Cloro residual (mg/L Cl,)

0 6,6E+07 7,82 0 3,8
0,5 3,0E+07 7,48 -0,34 2,6

1 1,2E+07 7,08 -0,74 2,4
3,0E+06 6,48 -1,34 2,1

5 4,5E+06 6,65 -1,17 1,9

10 1,0E+06 6,00 -1,82 1,8
30 4,4E+04 4,64 -3,18 1,5

Tabla XII. Inactivacion de enterococos y cloro residual

Dosis de cloro 15 mg/L Cl,
Tiempo N; Log(N:) Log(N¢/Ng)| Cloro residual (mg/L Cl,)
0 3,2E+07 7,51 0,00 15,0
0,5 1,6E+07 7,20 -0,30 10,2
1 1,6E+07 7,20 -0,30 10,1
3 6,8E+05 5,83 -1,67 8,2
5 9,0E+04 4,95 -2,55 7,5
10 8,0E+00 0,90 -6,60 6,2
30 1,0E+00 0,00 -7,51 6,2

Tabla XIll. Inactivacion de enterococos y cloro residual

Dosis de cloro 30 mg/L Cl,
Tiempo N, Log(N;) Log(Ny/No)| Cloro residual (mg/L Cl,)
0 6,6E+07 7,82 0,00 30,0
0,5 6,8E+05 5,83 -1,99 19,0
1 1,7E+05 5,23 -2,59 15,8
3 5,0E+02 2,70 -5,12 13,8
5 2,0E+01 1,30 -6,52 12,3
10 4,0E+00 0,60 -7,22 11,8
30 2,0E+00 0,30 -7,52 11,7
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Tabla XIV. Inactivacion de enterococos y cloro residual

Dosis de cloro 65 mg/L Cl,

Tiempo N, Log(N;) Log(N:/Ng) | Cloro residual (mg/L Cl,)
0 3,4E+07 7,53 0,00 65,0
0,5 1,5E+03 3,18 -4,36 40,1
1 2,8E+01 1,45 -6,08 33,3
3 0,0E+00 0,00 -7,53 25,2
5 0,0E+00 0,00 -7,53 19,2
10 0,0E+00 0,00 -7,53 15,9
30 0,0E+00 0,00 -7,53 15,7

La Figura Xl representa el cloro residual a lo largo de los distintos tratamientos de

cloracién. En todos los casos se observa un rapido consumo de cloro durante los primeros

instantes del tratamiento. Posteriormente la desaparicién de cloro es cada vez mas lenta,

quedando cloro residual tras 30 minutos de tratamiento en todos los ensayos.

Cloro residual (mg/I CI2)
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Figura XI. Cloro residual durante los tratamientos de cloracion.

VILLii. Tratamientos basados en ozono
Las tablas XV-XVII muestran los resultados de inactivacion de Enterococcus sp. durante

los tratamientos basados en ozono, asi como el control de ozono durante el proceso.

Tabla XV. Inactivacion de enterococos en el tratamiento de ozonizacion

35

Tiempo 0s 0s no 0s
. P generado | consumido | consumido N, log(N,) log(N./No)
(min)
(mg) (mg) (mg/L)
0 0,0 0,0 0,0 1,32E+08 8,12 0,00
0,5 7,2 0,0 7,2 1,15E+08 8,06 -0,06
1 14,6 0,0 15,0 7,50E+07 7,88 -0,25
44,2 12,8 34,3 2,66E+07 7,42 -0,70
88,6 32,0 56,6 5,10E+06 6,71 -1,41
9 133,0 60,2 72,8 6,50E+03 3,81 -4,31
15 221,7 131,7 90,1 1,64E+02 2,21 -5,91
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Tabla XVI. Inactivacion de enterococos en el tratamiento peroxona (1’4 mg/L H,0,)

Tiempo 0s 0sno 0s
. P generado | consumido | consumido N; log(N,) log(N/No)
(min)
(mg) (mg) (mg/L)
0 0,0 0,0 0,0 1,35E+08 8,13 0,00
0,5 7,2 0,0 7,2 9,30E+07 7,97 -0,16
14,6 0,0 14,9 9,50E+07 7,98 -0,15
44,2 8,8 37,5 6,10E+07 7,79 -0,35
88,6 37,0 51,5 1,56E+07 7,19 -0,94
9 133,0 60,2 72,8 2,30E+03 3,36 -4,77
15 221,7 131,7 90,1 5,60E+01 1,75 -6,38

Tabla XVII. Inactivacién de enterococos en el tratamiento peroxona (20 mg/L H,0,)

Tiempo 0s 03 no 0s
. P generado | consumido | consumido N log(N,) log(N./No)
(min)
(mg) (mg) (mg/L)
0 0,0 0,0 0,0 1,80E+08 8,26 0,00
0,5 7,2 0,0 7,2 1,60E+08 8,20 -0,05
1 14,6 0,0 15,3 1,60E+08 8,20 -0,05
44,2 8,9 39,2 9,00E+07 7,95 -0,30
88,6 28,3 60,2 4,00E+06 6,60 -1,65
133,0 61,3 71,7 9,80E+03 3,99 -4,26
15 221,7 114,3 107,4 2,66E+02 2,42 -5,83

VILLiii. Tratamientos basados en luz UV /visible
La Tabla XVIII muestra los resultados de inactivacién de Enterococcus sp. durante los

tratamientos basados en luz UV/visible.

Tabla XVIIl. Inactivacion de enterococos en los tratamientos basados en irradiacion

UV/vis + 20 mg/L H,0, UV/vis + 1 g/L TiO, UV/vis + 680 mg/L H,0,
Tierrlpo N, (UFC/100 Log N, (UFC/100 Log N, (UFC/100 Log (N/No)
(min) mL) (N+/No) mL) (N+/No) mL)
0 1,55E+08 0 1,55E+08 0 1,07E+08 0
5 1,55E+08 0 _ _ _ _
10 _ _ 1,40E+08 -0,04 _ _
15 1,47E+08 -0,02 _ _ _ _
20 1,41E+08 -0,04 1,37E+08 -0,05 _ _
30 1,19E+08 -0,11 1,34E+08 -0,06 5,40E+07 -0,30
60 B B B _ 2,60E+07 -0,61
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VILIIL Cinéticas de inactivacion

VILILi. Cloracion

En las figuras XII-XV se representa el ajuste de los distintos modelos matematicos a los
datos experimentales observados durante los tratamientos de cloracién.

& Observados
--———Hom modificado
-------- Bifasico

0 10 20 30 40
Tiempo (min)
Figura XII. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp. en
el tratamiento de cloracién con 3’8 mg/L Cl
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--——-Hom modificado
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Log(N,/N,)
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Figura XIII. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacién de Enterococcus sp. en
el tratamiento de cloracién con 15 mg/L Cl;
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‘ & Observados
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Figura XIV. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp. en
el tratamiento de cloracién con 30 mg/L Cl;

Figura 14.
oe¢
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Figura XV. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacién de Enterococcus sp. en
el tratamiento de cloracién con 65 mg/L Cl;

En las figuras XVI-XIX se representan los valores experimentales observados de
inactivacién de Enterococcus sp. frente a los valores estimados por los distintos modelos.
Cuanto mds se acerquen estos datos a una linea recta, mejor es el ajuste.
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Figura XVI. Representacidén de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento de cloracién con 3’8 mg/L Cl,.
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Figura XVII. Representacion de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento de cloracién con 15 mg/L Cl..
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Figura XVIII. Representacion de los valores estimados frente a los valores observados en el

tratamiento de cloracién con 30 mg/L Cl..
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Figura XIX. Representacion de los valores estimados frente a los valores observados en el

tratamiento de cloracién con 65 mg/L Cl..
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VILILii. Tratamientos basados en ozono
En las figuras XX-XXII se representa el ajuste de los distintos modelos matematicos a
los datos experimentales observados durante los tratamientos basados en ozono.

Log (N./N,)
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Figura XX. Ajuste de los cuatro modelos matematicos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp.
en el tratamiento de ozonizacién

Log (N./N,)

& observados
—+—-Hom

- - - - Bifasico

Geeraerd

10
Tiempo (min)

15

20

Figura XXI. Ajuste de los cuatro modelos matematicos a la curva de inactivacién de Enterococcus sp.

en el tratamiento peroxona 1’4 mg/L H;0-
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Figura XXII. Ajuste de los cuatro modelos matematicos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp.
en el tratamiento peroxona 20 mg/L H20;

En las figuras XXIII-XXV se representan los valores experimentales observados de
inactivacién de Enterococcus sp. frente a los valores estimados por los distintos modelos.
Cuanto mds se aproximen estos datos a una linea recta, mejor es el ajuste.
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Figura XXIII. Representacién de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento de ozonizacién
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Figura XXIV. Representacion de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento peroxona 1’4 mg/L H,0..
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Figura XXV. Representacion de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento peroxona 20 mg/L H30.
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VILILiii. Tratamientos basados en luz UV /vis
En la Figura XXVI se representa el ajuste de los distintos modelos matematicos a los
datos experimentales observados durante el tratamiento de fotocatdlisis combinada con 680

mg/L HzOz.
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Figura XXVI. Ajuste de los tres modelos matematicos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp. en
el tratamiento fotocatalisis/ 680 mg/L H20;

En la Figura XXVII se representan los valores experimentales observados de
inactivacién de Enterococcus sp. frente a los valores estimados por los distintos modelos.
Cuanto mds se aproximen estos datos a una linea recta, mejor es el ajuste.
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Figura XXVII. Representacidn de los valores estimados frente a los valores observados en el
tratamiento fotocatalisis/H,0, (680 mg/L H203).
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