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GLOSARIO

AGENTE OXIDANTE: en las reacciones de oxido-reduccion, un agente oxidante es
aquella sustancia que causa la oxidacion de otra sustancia, por lo cual recibe los
electrones liberados por la especie que se oxida disminuyendo asi su hiamero de
oxidacion, es por esto que es considerado como la especie que se reduce?.

AGUA POTABLE: se define como un agua que no posee contaminantes fisicos,
quimicos ni bioldgicos en cantidades que puedan llegar a afectar la salud del
consumidor y por lo cual se le puede considerar como un agua apta para el consumo
humano?.

AGUA SINTETICA: agua preparada en el laboratorio de acuerdo a las necesidades
experimentales.

CLORO RESIDUAL LIBRE: es aquella cantidad de cloro que puede llegar a estar
presente en un agua después de realizar un proceso de desinfeccidn, se encuentra
en forma de acido hipocloroso o ion hipoclorito mediante reacciones de tipo quimico
0 biolégicos.

COLIFORMES: son bacterias Gram negativas de morfologia bacilar de tipo aerobio
0 anaerobio facultativo las cuales no forman espora y presentan entre si ciertas
caracteristicas bioquimicas en comun, se utilizan como indicadores microbiologicos
de contaminacién para las aguas de consumo humano#.

ELECTROLISIS: es un proceso en el cual se impulsan las reacciones de 6xido-
reduccién que no son espontaneas mediante una fuente externa de energia
eléctrica que facilite el intercambio de electrones entre los atomos de las sustancias
presentes en el proceso y de esta forma poder separar las moléculas en forma de
iones®.

Escherichia coli: es una bacteria aerobia Gram negativa de corto tamafio, no
esporulada, perteneciente al grupo de bacilos, la cual esta presente en el tracto
intestinal de humanos o animales, pertenece a la familia de bacterias entéricas

L ATKINS, Peter y JONES, Loretta. Chemical Principles. The quest for insight. 5 ed. New York: W.
H. FREEMAN AND COMPANY. 2009. p. F81.

2 COLOMBIA. MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL. Decreto No. 1575 de 2007. (9, mayo,
2007). Por el cual se establece el sistema para la proteccion y control de la calidad del agua para
consumo humano. Bogota D.C., 2007. p. 1.

3 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Resolucién 2115. (22, junio, 2007). Por medio de la cual se
sefialan caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para
la calidad del agua para consumo humano. Bogota D.C., 2007. p. 1.

4 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Op. cit., p. 1.

5 BROWN, Theodore, et al. Quimica. La ciencia central.11 ed. México: PEARSON EDUCATION,
2009. p. 851. ISBN 978-607-442-021-0.

17



(Enterobariaecae) y es el principal indicador microbiolégico de contaminacion fecal
en las muestras de agua para consumo humano®’.

INHIBICION: hace referencia a detener el crecimiento y las funciones vitales de los
microorganismos con el fin de evitar su desarrollo y proliferacion.

INOCULACION: se refiere a la incorporacion de microorganismos dentro de un
medio de cultivo que posee las caracteristicas adecuadas y se puede encontrar en
estado solido o liquido, por mecanismos artificiales con el objetivo de dar inicio a un
cultivo bacteriano que se desarrolle y multiplique®.

ISOTONICO: es aquel medio donde la concentracién de soluto es la misma a ambos
lados de la membrana de una célula.

MICROORGANISMOS ENTERICOS: son bacterias aerobias, Gram negativas de
forma bacilar que habitan en la flora intestinal de los mamiferos, aves, peces,
reptiles y humanos.®

6 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Op. cit., p. 2.

7 CAMACHO, A., et al. Método para la determinacién de bacterias coliformes, coliformes fecales y
Escherichia coli por la técnica de diluciones en tubo multiple (NGmero méas Probable o NMP) [en
linea]. Facultad de Quimica. UNAM. 2009 [citado 09 may., 2018]. Disponible: <
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/TecnicBasicas-Colif-tot-fecales-Ecoli-NMP_6529.pdf>.

8 SANTAMBROSIO, Eduardo. Catedra de biotecnologia. Siembra y recuento de microorganismos
[en linea]. Facultad Regional Rosario. 2009 [citado 09 may., 2018]. Disponible: <
https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras/quimica/5_anio/biotecnologia/practicolll.pdf>.

9 PACHON D. A.; PULIDO A. P. y MORENO C. A. Aislamiento e identificacion de microorganismos
entéricos en muestras ambientales y cloacales en Crocodylus intermedius y Testudines de la
estacion de biologia tropical Roberto Franco en Villavicencio, Colombia. En: Revista de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Febrero, 2010. vol. 57, p. 23.
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RESUMEN

La evaluacién de la inhibicion de Escherichia coli a partir del desinfectante obtenido
por electrdlisis de cloruro de sodio, corresponde a la segunda fase de un proyecto
de investigacion que se fundamenta en la “Obtencién de un agente desinfectante a
partir de la electrdlisis de cloruro de sodio para el tratamiento de agua potable”?, en
esta etapa investigativa, se busca determinar si el desinfectante obtenido tiene la
capacidad de inhibir la bacteria Escherichia coli, la cual es un indicador
microbiolégico de contaminacion fecal en aguas de consumo.

El desarrollo de este proyecto se llevé a cabo en tres fases, en la primera se realizo
una revision bibliografica que permitiera identificar las variables que afectan la
evaluacion de la capacidad de inhibicion que posee el agente oxidante obtenido,
con el fin de realizar una seleccion de los factores que tienen mayor incidencia en
el proceso. Esto permitié construir un disefio de experimentos factorial de orden 24,
el cual tiene como factores la concentracién del agente oxidante y el tiempo de
contacto de este con la muestra a tratar.

En la segunda fase, se obtuvo el agente oxidante replicando las condiciones
obtenidas en la fase |, concentracién de cloruro de sodio de 27 g/L, agitacién a 300
RPM, densidad de corriente de 4.84 A y un tiempo de operacion de 20 minutos
mediante el proceso de electrdlisis, alcanzando una concentracion de 3.87 g/L de
hipoclorito de sodio analizado como cloro residual libre!?.

En la tercera fase, se realizd la evaluacion de la capacidad de inhibicion del
desinfectante obtenido usando como bio-indicador la bacteria Escherichia coli. Se
aplicé el agente oxidante en muestras de agua sintética, inoculada con el
microorganismo hasta alcanzar el patron 2 de McFarland, mediante agitacién a 150
RPM. Empleando las técnicas de filtracibn por membrana y recuento en placa se
determind que el hipoclorito de sodio en concentraciones mayores a 80 ppm por un
tiempo minimo de 15 minutos, presenta un porcentaje de inhibicion de coliformes
fecales de 100%. Los resultados fueron evaluados mediante un analisis estadistico
de varianza de doble via donde se identifico la incidencia de la concentracion del
agente oxidante, el tiempo de contacto y la interaccién de estos factores, sobre la
capacidad de inhibicién que posee el agente clorado.

Palabras clave: electrolisis, desinfeccion, hipoclorito de sodio, inhibicion,
Escherichia coli.

10 HERNANDEZ SALAMANCA, Andrés Camilo; TAFUR LOGREIRA, Javier Santiago. Obtencién de
un agente desinfectante a partir de la electrdlisis de cloruro de sodio para el tratamiento de agua
potable. Tesis de grado Ingeniero Quimico. Bogota D.C.: Universidad de América. Facultad de
Ingenierias. 2017. 174 p.

11 1bid., p. 128.
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INTRODUCCION

El agua es una de las bases fundamentales de las economias a nivel mundial, en
concordancia con la UNESCO, es empleada en ocho grandes sectores que
dependen de su uso asi como de diversos recursos naturales, entre estos se
encuentran: agricultura, mantenimiento de bosques, pesca, energia, produccion con
uso intensivo de recursos, reciclaje, construccion y transportes. Un tratamiento de
agua, junto con la seleccion de la fuente y su distribucion mejoran notablemente la
calidad de vida de las personas, las economias sociales de los paises, las
condiciones laborales y la inclusién social*?. Actualmente en la poblacion mundial
se estima que 844 millones de personas carecen de un servicio basico de agua
potable y al menos 2.000 millones de personas utilizan fuentes de agua potable
contaminada con heces®3, en Colombia, hay 318 municipios que estan en riesgo de
desabastecimiento de agua a causa de factores como la gran contaminacion en
rios, la dificultad de extraer agua de los pozos subterraneos y el crecimiento
desmedido de la poblacién'4, de igual forma el 28% de la poblacién rural actual tiene
problemas criticos por falta de acueducto, adicionalmente, solo el 15,1% de la
poblacion Colombiana utiliza agua en las condiciones aptas de consumo, el 43,6%
usa agua con bajos estandares de calidad y el 23,3% utiliza agua cruda tomada
directamente de las fuentes?®.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se puede indicar que gran cantidad de la
poblacién mundial est4 expuesta al consumo de agua con bajos estandares de
calidad, la cual presenta contaminantes fisicos, quimicos y microbiolégicos que
representan un riesgo para la salud de los seres humanos, por tal motivo, se han
realizado diversos tratamientos mediante los cuales se logra la potabilizacion y
desinfeccién de aguas residuales, con el fin de llegar a obtener aguas potables que
cuenten con la calidad minima requerida de acuerdo a la normatividad estipulada
en cada pais. Si se analiza la contaminacién por agentes microbianos,
especificamente las bacterias, se puede determinar que son los causantes de
diversas enfermedades que afectan a los seres humanos, tales como la diarrea, el

12 WWAP (Programa Mundial de Evaluaciéon de los Recursos Hidricos de las Naciones Unidas).
Informe de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los recursos hidricos en el mundo 2016: Agua
y empleo. Paris: UNESCO; 2016. p. 2. ISBN 978-92-3-300035-3.

13 ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. Drinking-water [en linea]. 07 de febrero de 2018
[citado 09 may., 2018]. Disponible: <http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/drinking-
water>.

14 RUBIANO, Maria Paula. Colombia hace parte de la mitad del mundo amenazada por la escasez
de agua [en linea]. BLOGS EL ESPECTADOR: El rio. Bogota D.C., 26 de abril de 2017. parr. 6
[citado 09 may., 2018]. Disponible: <http://blogs.elespectador.com/actualidad/el-rio/colombia-parte-
la-mitad-del-mundo-amenazada-la-escasez-agua>.

15 AVILA JIMENEZ, Cristian. ¢,Cémo es el avance en la cobertura de acueducto en Colombia? [en
linea]. EL TIEMPO. Bogota D.C., 23 de marzo de 2015 [citado 09 may., 2018]. Disponible:
<http://www.eltiempo.com/archivo/documento/CMS-15445939>.
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colera, la hepatitis A, entre otras, las cuales atacan principalmente a niflos menores
de cinco afios y pueden llegar a causar la muerte?®,

Teniendo en cuenta esta problematica y sus efectos sobre la salud de los seres
humanos, el grupo de investigacion Ambiente y Habitat de la Fundacion Universidad
de Ameérica planted el desarrollo de dos proyectos que en conjunto permitiran
obtener un agente oxidante obtenido a partir de materias primas de bajo costo y de
facil acceso para personas que no cuentan con la disponibilidad del recurso hidrico
potable.

16 ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. Relacion del agua, el saneamiento y la higiene con la
salud [en linea]. Noviembre de 2004 [citado 09 may., 2018]. Disponible:
<http://www.who.int/water_sanitation_health/facts2004/es/>.

21



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inhibicién de Escherichia coli sp a partir del desinfectante obtenido por
electrdlisis de cloruro de sodio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Definir los factores que influyen en la accion antimicrobiana dentro el proceso de
desinfeccion.

e Obtener el agente clorado a partir de cloruro de sodio por el método de
electrélisis.

e Evaluar la capacidad de inhibicion de la bacteria Escherichia coli sp que posee
el desinfectante obtenido.
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1. GENERALIDADES

A lo largo de este capitulo se exponen los conceptos requeridos para el desarrollo
de este trabajo de investigacion, teniendo presente la definicion de electrdlisis, su
mecanismo Y las variables empleadas para el desarrollo de este proceso, de igual
forma, es necesario hacer una revision a la técnica de filtracion por membrana, las
bacterias, su uso como bio-indicadores en aguas potables y la destruccion
bacteriana por el desinfectante clorado; esto se realiza con el fin de tener las
herramientas necesarias para la correcta evaluacion antimicrobiana del agente
clorado producido.

1.1 POTABILIZACION DE AGUA

Durante décadas se ha tratado el tema de la correcta disposicion de residuos
liquidos, los cuales llegan a contaminar directamente las fuentes de agua potable
disponibles para el consumo humano, se han determinado diversos tratamientos
mediante los cuales es posible realizar una correcta desinfeccién y potabilizacion
de las aguas residuales, de tal forma que se logren cumplir con las normas de
calidad de agua establecidas en cada pais.

Inicialmente, se cuenta con un pre-tratamiento, el cual de acuerdo con lo estipulado
en el RAS 2000 se describe como “sistemas de remocién de material flotante, como
rejillas, mallas y trampas de grasa y aceite, de los sistemas de remocion del material
suspendido, como desarenadores, sedimentadores, pre-sedimentadores, pre-filtros
y micro-tamices y de los procesos de oxidacion, como Aireacion y oxidacion
quimica”'’; es importante aclarar que de acuerdo con el nivel de contaminacion que
presente el agua a tratar se deben emplear ciertos pre-tratamientos y no
necesariamente se requieren todos a la vez.

La siguiente fase dentro del tratamiento consiste en la remocion de los sélidos
suspendidos y coloides dentro del agua a tratar, estd compuesta por los procesos
de sedimentacién, coagulacion, floculacion y filtracion y se conoce como tratamiento
primario’®. La sedimentacion es el proceso mediante el cual se logran decantar los
sélidos de gran tamafio por accion de la gravedad, mientras que la coagulaciéony la
floculacion son empleadas para remover las particulas coloidales presentes, las
cuales forman suspensiones estables que hacen que la sedimentacion natural de
estas no sea posible, son ademas las encargadas de la turbidez y el color del

17 COLOMBIA. MINISTERIO DE DESARROLLO ECONOMICO. RAS 2000. Titulo C. (17, noviembre,
2000). Por la cual se adopta el Reglamento técnico del Sector de Agua Potable y Saneamiento
Bésico. Bogota D.C., 2000. no. 1096. p. 25.
18 COLOMBIA. MINISTERIO DE DESARROLLO ECONOMICO. RAS 2000. Titulo A. (17, noviembre,
2000). Por la cual se adopta el Reglamento técnico del Sector de Agua Potable y Saneamiento
Bésico. Bogota D.C., 2000. no. 1096. p. 58.
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agua®®. El objetivo de la coagulacion es lograr desequilibrar las particulas que se
encuentran dentro del agua mediante coagulantes quimicos y agitacion, de tal forma
que se logren agrupar para su posterior remocion??; la floculacién es el proceso que
le sigue a la etapa de coagulacion, este favorece el contacto entre particulas
aglomeradas mediante agitacion leve, permitiendo asi que los fléculos generados
ganen masa y peso para su posterior remociéon mediante sedimentacién?t. Una vez
finalizados los anteriores procesos, se da paso a la filtracion, la cual puede ser lenta
o rapida y se encarga de terminar de remover las particulas ya sedimentadas y que
no hayan sido retenidas por los equipos utilizados en los pasos anteriores??. El agua
resultante continua con el tratamiento secundario, el cual basa su funcionamiento
en reacciones principalmente biolégicas, que son empleadas “para convertir la
materia orgénica fina coloidal y disuelta en el agua residual en floc biol6gico
sedimentable y sélidos inorganicos que pueden ser removidos en tanques de
sedimentacion”?,

Finalmente, dentro de los procesos avanzados de tratamiento de agua, se
encuentra la desinfeccién, mediante la cual se logra la inhibicion completa de
agentes microbianos patégenos que pueden causar enfermedades que afectan la
salud del consumidor; existen métodos tanto fisicos como quimicos a través de los
cuales se pueden remover estos agentes contaminantes, entre los métodos fisicos
se encuentran: ultrafiltracion, ultrasonido, Osmosis inversa, calor, radiacion
ultravioleta, radiacion gamma, entre otros, y dentro los métodos quimicos a aplicar
se pueden reconocer: el cloro y sus derivados, yodo, bromo, peroxido de hidrégeno,
sales metdlicas, ozono, plata, permanganato de potasio, entre otros. Estos métodos
de desinfeccion deben ser répidos, efectivos, faciles de manipular, transportar,
aplicar y controlar, evitando que afecten el olor, sabor y apariencia del agua, de igual
forma, deben ser solubles para las concentraciones requeridas y tener un efecto
residual que evite la re-contaminacion®.

1.2 DESINFECTANTES A BASE DE CLORO

La cloracion ha sido una técnica ampliamente usada en la desinfeccion de aguas
residuales, evitando asi la transmision de enfermedades infecciosas por agentes
microbianos que puedan estar presentes en el agua potable, esto debido a que su
compuesto activo, el cloro, presenta un nimero atémico de 17 y una distribucion

19 ANDIA CARDENAS, Yolanda. Tratamiento de agua: coagulacion y floculacién. Lima: SEDAPAL,
2000. p. 5.

20 |bid., p. 9.

2! |bid., p. 33.

22 COLOMBIA. MINISTERIO DE DESARROLLO ECONOMICO. RAS 2000. Titulo C, Op. cit., p. 61.
23 COLOMBIA. MINISTERIO DE DESARROLLO ECONOMICO. RAS 2000. Titulo E. (17, noviembre,
2000). Por la cual se adopta el Reglamento técnico del Sector de Agua Potable y Saneamiento
Bésico. Bogota D.C., 2000. no. 1096. p. 57.

24 ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Guia para la seleccion de sistema de
desinfeccion. Lima, 2007. p. 6.
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electronica mediante la cual puede alcanzar diversos estados de oxidacion, es un
agente oxidante eficaz que se encuentra disponible como gas, liquido o granulos,
es de bajo costo, facil dosificacion, controla el sabor y el olor del agua, destruye
compuestos nitrogenados, tiene alta efectividad en la inhibicién de microorganismos
entéricos y deja un residual en solucién para evitar la re-contaminacion de las aguas
a tratar hasta que estas lleguen a su destinatario final?®.

Dentro de los compuestos que contienen cloro y actian como desinfectantes, se
pueden encontrar el cloro gaseoso, hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio,
compuestos organoclorados, entre otros; una vez estos compuestos entran en
contacto con el agua, se genera una reaccion de 6xido — reduccidon conocida como
desproporcion, donde se formara acido hipocloroso (HOCI), asi?®:

Cl, + H,0 - HOCI+ H" + CI" (1)

De acuerdo con el pH de la solucion el acido hipocloroso puede o no ionizarse para
formar el ion hipoclorito (OCI), generando asi las especies que conformaran el cloro
residual libre. La distribucion del cloro se puede observar en la figura 1:

Con base en lo anterior, es posible identificar tres categorias en las cuales el cloro
se distribuye de acuerdo con la funcién que este desarrolla dentro del agua a
desinfectar, de esta forma se tiene:

e Demanda de cloro: es conocida como la cantidad de cloro empleada
previamente a la desinfeccidén del agua a tratar y que cumple con la funcién de
oxidar algunos compuestos presentes, entre estos se encuentra el hierro,
manganeso, dioxido de azufre, sulfuro de hidrogeno, materia organica como
estructuras proteicas, aminoacidos, entre otros?’.

e Cloro residual combinado: se define como la proporcién de cloro que
reacciona con el nitrégeno presente en forma de amoniaco dentro del agua a
tratar, generando la formacion de cloraminas, las cuales a su vez se dividen en:
monocloramina (NH2Cl), dicloramina (NHCI2) y tricloramina (NCls). Estos tres
compuestos pueden formarse o no dependiendo de la dosis de cloro, el pH, la
cantidad de amoniaco, el tiempo de contacto y la temperatura.

25 ROMERO ROJAS, Jairo Alberto. Calidad del agua. 3 ed. Bogota D.C.: Escuela Colombiana de
Ingenieria, 2009. p. 273. ISBN 978-958-8060-83-5.

26 RANDTKE, Stephen. Chapter 2: Chemistry of Aqueous Chlorine. En: BLACK & VEATCH
CORPORATION. White’s handbook of chlorination and alternative disinfectants. 5 ed. Hoboken, New
Jersey: John Wiley & Sons, 2010. p. 87.

27 ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Tratamiento de agua para consumo humano.
Plantas de filtracién rapida. Manual I: Teoria. Coordinado por Lidia de Vargas. Lima. 2004. Tomo I.
p. 178.

28 ROMERO ROJAS, Op. cit., p. 275.
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e Cloro residual libre: es aquella proporcion de cloro que resulta después del
proceso de desinfeccidon y que queda presente en el agua para evitar una re-
contaminacion, reaccionando con las sustancias que puedan ingresar a la fuente
hidrica. Estd compuesto por el ion hipoclorito (OCI) y el acido hipocloroso
(HOCI), los cuales se distribuyen de acuerdo con el pH de la solucion, con esto
se tiene que, a pH bajo se inhibe la disociacién del HOCI, a pH igual o mayor a
nueve casi todo el residual es OCl" y a pH de 7,7 los residuales de HOCIl y OCI-
son casi similares?®.

Figura 1. Estados del cloro

Cloro (Cl,)
| : |
Residual Demanda
| l |
Libre Combinado
y—|—| \ I\ |
1 <pH< 7.7 9 <pH< 14 NH,CI NHCI, NCl,
| |
HOCI ocClI-

Fuente: BARRENECHEA MARTEL, Ada y de VARGAS, Lidia.
Capitulo 10. Desinfeccion [en linea] [citado en 9 mayo de 2018].
Disponible: <http://www.ingenieroambiental.com/4014/diez.pdf>.

Los anteriores términos se pueden representar en una grafica que relaciona la
cantidad de cloro residual total presente en el agua a tratar contra la dosis de cloro
gue se le suministra, tal como se puede observar en la figura 2. Analizando esta
figura se encuentra que esta compuesta por cuatro secciones que describen el
comportamiento del cloro en el proceso de desinfeccion, en la parte inicial (A - B),
el cloro reacciona con los agentes reductores presentes en el agua, y de (B — C)
reacciona con el amoniaco y las aminas organicas para producir el cloro residual
combinado, el cual estard compuesto por cloraminas®, las cuales seran removidas
mediante oxidacion en la seccion (C — D), el punto D es conocido como Breakpoint
0 punto de quiebre y es el que indica que la oxidacion de los productos del amoniaco
ya se ha completado y el nuevo cloro agregado pasara a conformar el cloro residual
libre. Cabe resaltar que la curva de demanda de cloro no sera igual para todos los
tipos de agua, la inclinacion y distribucion de las diferentes secciones dependera de

29 |pid., p. 274.
%0 |pid., p. 277.
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la cantidad y tipo de contaminante que estas contengan, asi como del tiempo de
contacto del cloro, el pH y la temperatura3?.

Por ultimo, es importante resaltar que todos los compuestos que conforman el cloro
residual tienen capacidad desinfectante, sin embargo, aun cuando los residuales de
cloro combinado son mas estables que los residuales de cloro libre, estos suelen
ser menos efectivos como desinfectantes y que comparando los compuestos que
conforman el cloro residual libre, el ion hipoclorito es inefectivo en comparacién con
el &cido hipocloroso y sus derivados®?.

Figura 2. Curva de demanda del cloro.
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Fuente: ROMERO ROJAS, Jairo Alberto. Calidad del agua. 3 ed. Bogota D.C.:
Escuela Colombiana de Ingenieria, 2009. p. 277. ISBN 978-958-8060-83-5.

1.2.1 Hipoclorito de sodio. El cloro fue un elemento descubierto en 1774 por el
Quimico Sueco Carl Wilhelm Scheele, desde un inicio este y sus derivados fueron
utilizados como blanqueadores principalmente empleados en la industria textil, afios
mas tarde, en 1785, el Quimico Claude Louis Berthollet decidié disolver el gas de
cloro en agua con el fin de preparar un agente blanqueador, en 1789 con el propésito
de mejorar este liquido, le adiciono una solucion de hidroxido de potasio para crear
la solucion conocida como agua Javelle, tiempo después, decidié reemplazar el
hidroxido de potasio con una soda caustica obtenida a partir de ceniza de sosa

31 |pid., p. 278.
32 |pid., p. 276.
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dando origen al hoy conocido como hipoclorito de sodio empleado en la
desinfeccion®3.

1.2.1.1 Estructura. Como tal, el hipoclorito de sodio (NaClO) es una sal conformada
por un enlace i6nico entre un ion positivo denominado cation, el cual es aportado
por el sodio (Na*) y un ion negativo llamado oxoanién, el cual se conoce como
hipoclorito (ClO"), la forma estructural de este compuesto se puede observar en la
figura 3.

Figura 3. Estructura hipoclorito de sodio.

. Cl) o
Na* | _Cl
C
9N

Fuente: BOLIVAR, Gabriel. Hipoclorito de
sodio (NaOCI): formula, usos y propiedades
[en linea]. Lifeder [citado 09 may., 2018].
Disponible:
<https://www.lifeder.com/hipoclorito-sodio/>.

1.2.1.2 Propiedades fisicoquimicas. El hipoclorito de sodio es un compuesto
inestable y de facil degradacion en estado sélido a condiciones ambientales, es por
esto que se comercializa como una solucién acuosa a concentraciones bajas de
cloro®*. En el cuadro 1, se resumen las propiedades caracteristicas de una solucién
de hipoclorito de sodio al 5 % y al 6,5 %.

Se puede concluir que las soluciones de hipoclorito de sodio se consideran de
caracter basico debido a su pH, mediante el cual logran mantener la estabilidad del
componente clave dentro de la solucién, de igual forma, a medida que aumenta su
concentracion, se degradan con mayor facilidad cuando aumenta la temperatura,
por tal motivo son solubles en agua fria. Por otro lado, el punto de fusion se relaciona
directamente con la cantidad de sal presente en la solucién, esto debido a la

33 LEWIS, Kenneth. Chapter 9. Hypochlorination - Sodium Hypochlorite. En: BLACK & VEATCH
CORPORATION. White’s handbook of chlorination and alternative disinfectants. 5 ed. Hoboken, New
Jersey: John Wiley & Sons, 2010. p. 452-453.

34 INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES DE COLOMBIA
— IDEAM. Hipoclorito de sodio [en linea]. p. 279 [citado 09 may., 2018]. Disponible:
<http://documentacion.ideam.gov.co/openbiblio/bvirtual/018903/Links/Guial8.pdf>.
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resistencia a la cristalizacion que genera la sal, lo cual afectara la temperatura a la
que se llevard el proceso de solidificacion.

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas del hipoclorito de sodio

Propiedad Valor al 5% Valor al 6,5 % NaOCI
NaOCI

Color Color amarillo Color amarillo
Olor Cloro Cloro
Estado fisico Liquido Liquido
Punto de ebullicién (°C) 40 120
Punto de fusion (°C) -6 8,6
Presion de vapor (mm Hg) a 20 °C 17,5 15
Densidad 1,07-1,14 1,11-1,2
Solubilidad en agua (%) 100 Soluble en agua fria
Limites de inflamabilidad (% vol) No combustible No combustible
pH 9-10 12

Fuente: INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES
DE COLOMBIA — IDEAM. Hipoclorito de sodio [en linea]. p. 279 [citado 09 may., 2018].
Disponible:
<http://documentacion.ideam.gov.co/openbiblio/bvirtual/018903/Links/Guial8.pdf>.

Dentro de las caracteristicas mas relevantes que tienen las soluciones de hipoclorito
de sodio se encuentra su baja estabilidad y su facil descomposicién por factores
como el contacto con &cidos, la luz de dia, la temperatura, el pH, la presencia de
ciertos metales y venenos tales como gases corrosivos®®, conllevando asi a una
rapida descomposicion en sub-productos no deseados como el cloruro de sodio,
clorato de sodio y oxigeno, los cuales se pueden producir mediante dos diferentes
reacciones de descomposicion; la primera de ellas se da por una reaccion de
desproporcion en dos etapas, la cual esta influenciada por la concentracion inicial
de hipoclorito, la temperatura y el pH de la solucién?¢, asi:

Paso 1: 2 NaOCl —» NaCl + NaClO, (2)
Paso 2: NaOCI + NaCIO, — NaCl+ NaCIO; (3)
Mediante los pasos anteriores se obtiene la reaccion global, la cual esta descrita

por:
3 NaOCl — 2 NaCl + NaCIO; (4)

35 |bid., p. 280.
86 LEWIS, Op. cit., p. 463.
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La segunda reaccién de descomposicion es lenta pero puede ser catalizada por
algunos iones metalicos o por la luz solar haciendo que se degrade a mayor
velocidad el hipoclorito para formar oxigeno gaseoso®’, asi:

2 NaOCl — 2NaCl+0, (5)

Finalmente, se puede concluir que el hipoclorito de sodio es un compuesto
reconocido en el campo de desinfeccion de agua y purificacién de superficies, de la
misma forma, es ampliamente utilizado en trabajos de blanqueo, desinfeccion,
control de olor, cloracién de aguas de proceso y eliminacion de microorganismos en
diferentes areas; a nivel industrial se emplea en sectores como el agricola, pinturas,
textil, a nivel farmacéutico y en diversas industrias como la quimica, de alimentos,
sintética, de disposicion de residuos, entre otras®. Su uso representa ventajas a
nivel de transporte y almacenamiento, asi como efectividad en el campo de la
desinfeccidn, en contraste se debe tener presente que es una sustancia corrosiva y
peligrosa que requiere medidas de seguridad adecuadas para su manipulacion®.

1.3 PRODUCCION ELECTROQUIMICA DE HIPOCLORITO DE SODIO

El proceso de obtencién del agente oxidante, hipoclorito de sodio, a partir de cloruro
de sodio se fundamenta en la electroquimica, donde segun Brown, se utiliza
“energia eléctrica para conseguir que se lleven a cabo ciertos procesos quimicos no
espontaneos™?, este fundamento se aplica a las reacciones de 6xido-reduccién
cuyo caracter natural no es espontaneo. Se pretende lograr que los electrones se
movilicen de un lado a otro dentro de una celda electrolitica, la cual esta constituida
como se observa en la figura 4.

Las celdas electroliticas estdn compuestas de tres partes, los electrodos, mediante
los cuales se conduce la corriente eléctrica y donde se generan las reacciones de
oxido — reduccion, estdn subdivididos en anodo, en donde se lleva a cabo la
reaccion de oxidacion y catodo, donde se realiza la reaccion de reduccion,
provocando asi un movimiento de electrones desde el &nodo hacia el catodo!, una
segunda parte esta constituida por un electrolito, el cual es una disolucién acuosa
constituida por los iones de la materia prima y los productos resultantes del

87 |bid., p. 464.

38 INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES DE COLOMBIA
— IDEAM. Hipoclorito de sodio. Op. cit., p. 284.

39 ROMERO ROJAS, Op. cit., p. 294.

40 BROWN, Op. cit., p. 876.

4L AVERILL, Bruce y ELDREDGE, Patricia. General chemistry — principles, patterns, and applications
[en linea]. p. 1715 [citado 09 may., 2018]. Disponible: <
https://www.saylor.org/site/textbooks/General%20Chemistry%20Principles,%20Patterns,%20and%
20Applications.pdf>.
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proceso*?. La terceray Ultima parte es una fuente de energia que aporte el potencial
eléctrico necesario para llevar a cabo la reaccion.

Figura 4. Esquema de una celda
electrolitica

cathode

electrolyte

Fuente: AVERILL, Bruce y
ELDREDGE, Patricia. General
chemistry — principles, patterns, and
applications [en linea]. p. 1715
[citado 09 may., 2018] Disponible: <
https://www.saylor.org/site/textbook
s/General%20Chemistry%20Princip
les,%20Patterns,%20and%20Applic
ations.pdf>.

Para obtener hipoclorito de sodio a partir de cloruro de sodio, se requieren diversas
reacciones y semi-reacciones de o6xido — reduccién, mediante las cuales se
transformara la materia prima en el agente oxidante deseado con la ayuda de un
potencial eléctrico. El paso inicial de este proceso consiste en separar los iones que
conforman el cloruro de sodio, de forma que el electrolito contenga cationes de sodio
(Na*), aniones cloruro (CI) y moléculas de agua (H20)*3, tal como se indica en la
siguiente reaccion:

NaCl — Na* +CI"  (6)
Una vez realizado este proceso, se requiere el uso de corriente eléctrica con el fin

de iniciar la transferencia de electrones entre los electrodos, de tal forma que se
produzcan reacciones en la superficie de estos, las cuales estan descritas por:

42 BROWN, Op. cit., p. 120.
43 PONZANO, Gian Piero. Sodium hypochlorite: history, properties, electrochemical production. En:
CONTRIBUTIONS TO NEPHROLOGY. 2007. vol. 154. p. 10.
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e Mediante el uso de la corriente se logra atraer los aniones de cloro hacia el
anodo, donde se produce una semi-reaccion gracias a la interaccién de dos de
estos iones con el fin de producir cloro gaseoso y un par de electrones*, asi:

2CI & Cl, +2&” (7)

e Los electrones resultantes de la formacion de cloro gaseoso se desplazan hacia
el catodo de la celda para que al combinarse con dos cationes de hidrogeno, se
produzca hidrogeno gaseoso mediante una semi-reaccion de reduccion®®, asi:

2H,0+2e < Hy, +20H (8)

Por otro lado, los iones disueltos en el electrolito interactian entre si mediante
enlaces idnicos con el fin de formar hidréxido de sodio.

Na“+ OH — NaOH (9)

Finalmente, ocurre la formacién del hipoclorito de sodio, el cual actuara como
agente oxidante, este se produce mediante la reaccion entre una molécula de cloro
gaseoso producido en el &nodo, con dos moléculas de hidréxido de sodio disueltas
en el electrolito, obteniéndose asi una mezcla de hipoclorito s6dico*®.

Cl, + 2 NaOH <> NaOCI + NaCl + H,0  (10)
1.4 MICROORGANISMOS EN EL AGUA

El agua es un compuesto clave para la preservacion de todas las formas de vida
existentes en el planeta, cuenta con las minimas fuentes nutricionales requeridas
para el crecimiento de diversos microorganismos, los cuales pueden llegar a ser
transmisores de enfermedades para el ser humano, entre estos se encuentran
algunos virus, las células eucariotas, como las algas, los protozoos y los hongos y
células procariotas, como las bacterias*’.

e Virus: son los agentes infecciosos mas pequefios que se pueden encontrar en
la naturaleza, no pueden ser considerados seres Vvivos, estan compuestos por
un acido nucleico, ya sea ADN o ARN, el cual esta rodeado por una cubierta de
proteinas que a su vez puede estar recubierta por una membrana con lipidos;

44 |bid., p. 10.

45 |bid., p. 10.

46 GRATACOS, Jorge Marco. Generadores de cloro por electrolisis de salmuera con tecnologia de
célula con membrana [en linea]. Hispagua. Barcelona, Espafia. 2014. p. 108 [citado 09 may., 2018].
Disponible: <http://hispagua.cedex.es/sites/default/files/hispagua_documento/procesos-y-sistemas-
generadores-cloro-electrolisis-salmuera-tecnoaqua-es.pdf>.

47 APELLA, Maria C. y ARAUJO, Paula Z. Capitulo 2: Microbiologia de agua. Conceptos basicos.
En: Microbiologia. México, D.F: McGraw-Hill Interamericana, 2004. p. 45.
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son incapaces de sobrevivir en un medio extracelular, por lo cual requieren de
una célula hospedadora donde pueda llevar a cabo sus funciones de replicacion
actuando como parasitos a nivel genético, durante la replicacion no solo se
produce el acido nucleico viral, también se constituyen las cubiertas proteinicas,
las cuales se ensamblan con el fin de formar una capside la cual “rodea y
estabiliza el acido nucleico viral y lo protege del entorno extracelular y facilita la
unién y penetracion del virus hasta que hay contacto con una nueva célula
susceptible™8.

Algas: son microorganismos que producen Oz una vez realizan el proceso de
fotosintesis, por esto contienen clorofila en la membrana fotosintética de su
cloroplasto, pueden ser unicelulares o pluricelulares, algunas cepas pueden
producir toxinas que podrian llegar a afectar al ser humano?.

Protozoos: son organismos unicelulares no fotosintéticos pertenecientes al
reino protista, se alimentan de compuestos organicos y viven en medios
acuaticos o como parasitos, se pueden dividir en flagelados, amebas,
esporozoos Yy ciliados®°.

Hongos: son organismos eucariotas no fotosintéticos los cuales crecen en
condiciones aerobicas y obtienen su energia mediante la oxidacion de la materia
organica, estan compuestos por una serie de filamentos conocidos como hifas,
los cuales estan formados por una pared celular compuesta del polisacéarido
quitina, la unién y el entrelazamiento de las hifas se conoce como micelio®.
Poseen dos tipos de reproduccion, la sexual, la cual se realiza mediante la unién
de dos nucleos y la asexual mediante la formacién de esporas, excepto las
levaduras, las cuales se reproducen por gemacion®2,

Bacterias: Son los organismos procariontes unicelulares mas abundantes del
planeta y los cuales pueden estar presentes en diferentes tipos de habitat sin
importar las condiciones extremas a las que se les someta, estan caracterizadas
por su diminuto tamafio por lo cual solo pueden ser vistas mediante la formacion
de colonias, se reproducen mediante fision binaria, pueden tener caracteristicas
patdgenas y causar enfermedades o hasta la muerte en el ser humano, son
empleadas en procesos de descomposicion, reciclaje, fijacion de nitrégeno,
obtencion de energia asi como estan presentes en la flora bacteriana.

48 BROOKS, Geo. F., et al. Jawetz, Melnick y Adelberg. Microbiologia médica. 25 ed. México, D.F:
McGraw-Hill Interamericana, 2011. p. 373. ISBN 978-607-15-0503-3.

49 |bid., p. 6.

50 |bid., p. 665.

51 SCHLEGEL, Hans G. y ZABOROSCH, Christiane. Microbiologia general. 2 ed. Barcelona, Espafia:
Ediciones Omega, 1997. p. 169. ISBN 84-282-1030-6.

52 |bid., p. 170.
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1.5 BACTERIAS EMPLEADAS COMO BIO-INDICADORES DE CALIDAD DE
AGUA

Gracias a la necesidad de realizar determinaciones rapidas, econdémicas y
confiables de agentes patdégenos en las aguas de consumo, se recurrié al uso de
indicadores microbioldgicos, los cuales se consideran como una herramienta que
ayuda a evaluar la calidad del agua®3, se caracterizan por poseer comportamientos
similares a los patdgenos en términos de concentracion y reaccion frente a factores
ambientales, con la excepcion de que son mas rapidos, economicos y faciles de
identificar, con la confirmacién de la presencia de microorganismos indicadores en
el agua a evaluar se puede asegurar que también se encuentran presentes agentes
patébgenos en la misma concentracion y que su comportamiento frente a factores
como pH, temperatura, presencia de nutrientes, entre otros es similar al del
indicador®4.

Un microorganismo que se vaya a utilizar para la determinacion de contaminacion
fecal en el agua, debe cumplir con las siguientes caracteristicas principales®®:

e Debe ser facil de aislar y cuantificar.

¢ No debe ser patdgeno.

Su tiempo de supervivencia, asi como su resistencia a factores ambientales
debe ser igual o superior al de las bacterias patdgenas.

Debe ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.
Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.
Estar presente cuando los microorganismos patdégenos intestinales lo estan.
Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.
Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales
homeotérmicos.

No existe ningun microorganismo capaz de cumplir todos los requisitos
anteriormente mencionados, por lo cual se eligen para la determinacién aquellos
gue mas se aproximen>b.

Se utiliza principalmente como indicador de contaminacion bacteriana el grupo de
microorganismos coliformes ya que se encuentran en grandes cantidades dentro

53 VAZQUEZ SILVA, Gabriela, et al. Bioindicadores como herramientas para determinar la calidad
del agua. En: UAM-X. Mayo, 2006. p. 41.

5% LARREA MURRELL, Jeny Adina, et al. Bacterias indicadoras de contaminacion fecal en la
evaluacion de la calidad de las aguas: revision de la literatura. En: REVISTA CENIC: CIENCIAS
BIOLOGICAS. Enero, 2013. vol. 44, no. 3, p. 25.

% ARCOS PULIDO, Mireya del Pilar, et al. Indicadores microbiolégicos de contaminacion de las
fuentes de agua. En: NOVA-PUBLICACION CIENTIFICA. Diciembre, 2005. vol. 3, no. 4, p. 71.

% ROBLES GARCIA, Marina. Reutilizacién de aguas residuales. Aplicacion al riego de campos de
golf. Tesis de Maestria en Tecnologia y Quimica Ambiental. Madrid: Escuela Técnica Superior de
Ingenieros, 2013. p. 9.
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del tracto intestinal tanto de humanos como de animales de sangre caliente, en
comparaciéon con los patégenos sobreviven mayor cantidad de tiempo en agua y
presentan un comportamiento igual o similar a estos en los sistemas de
desinfeccidn, este grupo de bacterias se divide en coliformes totales (Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter) y coliformes fecales
(Escherichia) ®, su principal diferencia radica en el origen de la bacteria ya que las
coliformes fecales son de origen exclusivamente fecal de caracter humano o animal,
mientras las coliformes totales se pueden encontrar en diversos medios como el
suelo y el agua °8. La presencia de coliformes en aguas tratadas indica que hubo
una falla en el procedimiento de desinfeccion, en la distribucion o en las fuentes
domiciliarias y por ende se puede decir que ocurrid contaminacion sin identificar el
origen por lo cual es necesario recurrir a los mecanismos mediante los cuales se
controla la calidad en el agua y su procesamiento asi como vigilar la red de
distribucion®®.

El uso de bio-indicadores presenta diversas ventajas relacionadas al empleo de
microorganismos ya que gracias a estos se pueden identificar las condiciones del
sistema y por ende otro tipo de contaminacion de caracter fisico, biolégico, quimico
y ecoldgico de forma econdmica a comparacion con analisis fisicoquimicos, de la
misma forma, la informacion obtenida puede expresarse mediante escalas
numeéricas las cuales son de facil comprensién, por otro lado, existen limitaciones
referentes al uso de bio-indicadores, entre las cuales se tienen que: la toma de la
muestra implica mayor cantidad de tiempo, se requiere experiencia para la
identificacion taxondmica de cada especie y si se desea realizar una evaluacion
completa se requieren andlisis fisicoquimicos adicionales o pruebas de toxicidad®°.

1.6 DESTRUCCION BACTERIANA AL CONTACTO CON UN DESINFECTANTE
CLORADO

El cloro es un agente oxidante que cuenta con la capacidad de remover
completamente la carga bacteriana de un agua residual, logrando asi un tratamiento
microbiolégico que cumpla con la normatividad requerida para aceptar un agua
como agua de consumo. Con base en investigaciones realizadas por diversos
autores se logra estipular el comportamiento del cloro cuando entra en contacto con
las bacterias y definir cual es su mecanismo de accion para realizar el proceso
antimicrobiano y procurar la eliminacion de los componentes organicos presentes.

Inicialmente, el cloro se difunde a través de las paredes celulares bacterianas, en
donde oxida los grupos amino N-terminal de las proteinas que la constituyen, dando
como resultado una alteracion en la fuerza de la pared y produciendo la muerte de

57 ARCOS PULIDO, Op. cit., p. 72.

58 CARRILLO ZAPATA, Eliza Marcela y LOZANO CAICEDO, Aura Maria. Validacién del método de
deteccion de coliformes totales y fecales en agua potable utilizando agar chromocult. Tesis de
Microbidlogo Industrial. Bogotéa D.C.: Pontificia Universidad Javeriana, 2008. p. 7.

59 ARCOS PULIDO. Op. cit., p. 73.

60 VAZQUEZ SILVA. Op. cit., p. 42.
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la célula®l, continta destruyendo la integridad de la membrana celular dafiando sus
lipidos y acidos grasos mediante una disolucion organica por la reaccion de
saponificacion. De igual forma, el desinfectante inhibe la produccion de ATP, dafa
los é&cidos nucleicos, neutraliza los aminoacidos presentes, inactiva
irreversiblemente los sitios enzimaticos esenciales de la bacteria a través de los
iones hidroxilo y la reaccion de cloraminacion y finalmente, mediante reacciones
oxidativas dafia las enzimas respiratorias que contengan grupos sulfihidrilo®2-63,
Cabe resaltar que una vez se logra la ruptura de la membrana se genera la salida
del material celular produciendo lisis en la bacteria y que de acuerdo a lo estipulado
por Wang, la integridad de la membrana es un buen indicador para la eficiencia de
un agente clorado en la desinfeccion®4.

Asi mismo, en un estudio realizado por Diao y consignado en su articulo Electron
microscopic investigation of the bactericidal action of electrochemical disinfection in
comparison with chlorination, ozonation and Fenton reaction®®, se logra determinar
mediante la técnica de microscopia electrénica de barrido que el cloro al hacer
contacto directo con la bacteria logra causar deformaciones en su superficie.

Igualmente, Wang en su articulo Effects of chemically and electrochemically dosed
chlorine on Escherichia coli and Legionella beliardensis assessed by flow
cytometry®®, enuncia que las bacterias pierden su capacidad de crecimiento en
medio sélido a medida que la concentracion de cloro va aumentando, logrando que
la célula se despolarice gradualmente.

Aungque los mecanismos de inactivacidbn que se especifican anteriormente son
importantes, también se precisa enunciar los factores que influyen en la velocidad y
el grado de inactivacion que el agente clorado pueda tener, entre estos se tiene: el
tipo y la concentracién del microorganismo a inactivar, el tipo de desinfectante a
emplear, la concentracién del desinfectante, el tiempo de contacto, la temperatura,
el pH y la interferencia de particulas o sustancias que consuman la demanda de
cloro®.

61 DIAO, H. F., et al. Electron microscopic investigation of the bactericidal action of electrochemical
disinfection in comparison with chlorination, ozonation and Fenton reaction. En: PROCESS
BIOCHEMISTRY. Junio, 2003. vol. 39, p. 1423.

62 \WWANG, Yingying, et al. Effects of chemically and electrochemically dosed chlorine on Escherichia
coli and Legionella beliardensis assessed by flow cytometry. En: APPLIED MICROBIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY. Junio, 2010. vol. 87, no. 1, p. 337.

63 ALBA TORRES, Nathalia Elvira y ARAUJO ESTRADA, Fanny Lucia. Evaluacién de los
desinfectantes utilizados en el proceso de limpieza y desinfeccion del area de fitoterapéuticos en
laboratorios PRONABELL LTDA. Tesis de grado Microbiélogo Industrial. Bogota D.C.: Pontificia
Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. 2008. p. 21.

64 WANG. Op. Cit., p. 337.

65 DIAO. Op. cit., p. 1425.

66 WANG. Op. cit., p. 338.

67 LEWIS. Op. cit., p. 463.
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1.7 FILTRACION POR MEMBRANA

Es una técnica directa de recuento de microorganismos la cual de acuerdo a la
resolucién 2115 de 2007, esta avalada para la determinacion de coliformes totales
y Escherichia coli en aguas de consumo humano®®; consiste en hacer pasar la
muestra de agua a analizar a través de un filtro de membrana el cual con la ayuda
de una bomba de vacio ejerce una presion diferencial para lograr la filtracion. El
montaje de este procedimiento se puede observar en la imagen 1. Se deben tener
en cuenta ciertos parametros que permitiran el correcto desarrollo de la técnica,
entre estos se tiene:

e Lacantidad de agua a filtrar debe ser tal que el nUmero de colonias visibles sobre
el filtro sea cuantificable, es decir, no sobrepase las 200 colonias.

e EIl material asi como el tamafio de poro del filtro de membrana deberéa retener
por completo las bacterias coliformes, generalmente se utilizan filtros de celulosa
con un tamafo de poro de 0.45 um; este filtro se puede observar en la imagen
2.

e Los filtros deben estar libres de quimicos que inhiban el crecimiento y desarrollo
bacteriano, tampoco deben influir sobre el pH del medio de cultivo.

e Los filtros deben estar debidamente esterilizados evitando que sus propiedades
intrinsecas se vean afectadas.

Una vez la muestra es filtrada, se procede a sembrar el filtro sobre un medio de
cultivo sélido para realizar la lectura de unidades formadoras de colonia presentes
en el agua, en caso de que no se observe crecimiento de colonias, se debe expresar
el resultado como <1 coliforme/100 mL®°.

68 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Op. Cit., p 6.
69 ROMERO ROJAS. Op. cit., p. 222.
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Imagen 1. Equipo de filtracion por
membrana.

Fuente: elaboracion propia.

Imagen 2. Filtro de membrana.

Fuente: elaboracion propia.

Esta técnica se encuentra dentro de los métodos directos de conteo de
microorganismos, ya que permite realizar un conteo real y no estadistico mediante
el cual se pueden obtener resultados mas exactos y rapidos (24 a 48 horas) en
comparacion con otras técnicas. Cabe resaltar que la filtracion por membrana no es
util para todas las clases de aguas, ya que presenta limitaciones en el andlisis de
aguas turbias o que contengan grandes proporciones de bacterias no coliformes’.

70 |bid., p. 222.
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2. METODOLOGIA

2.1 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACCION ANTIMICROBIANA DENTRO
DEL PROCESO DE DESINFECCION

Para evaluar la capacidad de inhibicion de la bacteria Escherichia coli dentro de un
agua sintética, a partir de hipoclorito de sodio producido por electrélisis de cloruro
de sodio, es necesario determinar y parametrizar las variables que establecen el
comportamiento y condicionan la eficiencia del desinfectante, asi como estipular los
factores requeridos para el crecimiento bacteriano; esto se realizé mediante una
revision de experimentaciones similares realizadas por otros autores, las cuales se
encuentran resumidas en una matriz de seleccion disponible en el Anexo A de este
documento; a continuacién se encuentran los factores mas relevantes para el
desarrollo de este trabajo investigativo.

2.1.1 Temperatura del agente oxidante. La temperatura es una magnitud que esta
relacionada con la energia cinética de los atomos, posee la capacidad de alterar las
propiedades de los materiales y modificar en diversos sentidos las reacciones
quimicas’?.

Con base en los datos térmicos obtenidos de la produccion del hipoclorito de sodio
por un proceso electrolitico y junto con lo descrito por Ponzano en su a, se puede
deducir que durante la puesta en marcha de la electrolisis con un anodo de grafito,
la temperatura de la celda aumenta a medida que transcurre el tiempo, produciendo
una degradacién lenta del agente oxidante hasta temperaturas inferiores a 40 °C,
una vez se supera esta temperatura, se evidencia una disminucién mayor en la
concentracion de cloro activo del desinfectante, promoviendo la formacién de
cloratos en la celda electrolitica mediante la reaccion 4, este comportamiento se
puede observar en la figura 5; cabe resaltar que las condiciones a las cuales se
describe el comportamiento que tendré la electrdlisis son, catodo de titanio, relacion
de areas de 1.33, tiempo de una hora, densidad de corriente de 10 A/dm? y un
electrolito compuesto por una solucién 2 M de cloruro de sodio”.

Al momento de finalizar la electrélisis es necesario evaluar la temperatura adecuada
a la cual se debe almacenar y suministrar el desinfectante, con el fin de evitar una
disminucién rapida de la concentracién del mismo, por lo tanto, de acuerdo con

L KANE, Joseph y STERNHEIM, Morton. Fisica. 2 ed. New York: John Wiley & Sons, 2007. p. 225.
2 PONZANO. Op. cit., p. 15.
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diversos autores como Wang’3, Aieta’4, Rasheed’®, Wilhelm®, LeChevallier’” y
Romero Rojas’®, el rango de temperatura sugerido en el cual el hipoclorito de sodio
debe ser suministrado a las fuentes de agua que se quieren desinfectar, es de 20 a
25 °C, en donde se asegura la inhibicibn completa de los microorganismos
presentes y se evita la degradacion del hipoclorito de sodio en forma de cloratos.
Por otro lado, Lewis recomienda almacenar el agente oxidante a temperaturas
bajas, demostrando que a 5 °C y sin metales pesados presentes en el agua, la
degradacion del desinfectante se detiene por completo’®.

Figura 5. Efecto de la temperatura en el proceso de electrdlisis.
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Fuente: PONZANO, Gian Piero. Sodium hypochlorite: history,
properties, electrochemical production. En: CONTRIBUTIONS
TO NEPHROLOGY. 2007. vol. 154. p. 15.

2.1.2 pH del agente oxidante. Es uno de los pardmetros mas importantes en el
proceso de electrdlisis, ya que brinda estabilidad a la reaccion y define los productos
que se obtendran de esta, esto debido a que mantiene un equilibrio entre el cloro
gaseoso, el acido hipocloroso y el ion hipoclorito, donde de acuerdo a la basicidad

8 WANG. Op. cit., p. 332.

74 AIETA, Marco, et al. Comparison of Chlorine Dioxide and Chlorine in Wastewater Disinfection. En:
JOURNAL (WATER POLLUTION CONTROL FEDERATION). Abril, 1980. vol. 52, no. 4, p. 811.

5 RASHEED, Sajida; HASHMI, Imran y CAMPOS, Luiza. Inactivation of Escherichia coli and
Salmonella with Chlorine in Drinking Waters at Various pH and Temperature Levels. En: LIFE AND
ENVIRONMENTAL SCIENCES. Junio, 2016. vol. 53, no. 2, p. 91.

6 WILHELM, Natalie, et al. Sodium hypochlorite dosage for household and emergency water
treatment: updated recommendations. En: JOURNAL OF WATER AND HEALTH. Febrero, 2017. vol.
16, no. 1, p. 5.

7T LECHEVALLIER, M.; EVANS, T. y SEIDLER, R. Effect of turbidity on chlorination efficiency and
bacterial persistence in drinking water. En: APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY.
Julio, 1981. vol. 42, no. 1, p. 160.

8 ROMERO ROJAS, Op. cit., p. 274.

9 LEWIS, Op. cit., p. 468.
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0 acidez de la solucion, se da paso a la formacion de alguno de estos compuestos,
tal como se describe en la reaccion 11.

Cl, + H,0 <> HOCI < OCI' (11)

Las reacciones mediante las cuales se logra la distribucion de estas especies,
inician con la disociacion del hipoclorito de sodio en solucion, donde se forma el
catiéon sodio y el anién hipoclorito, tal como se puede observar en la reaccién 128,

NaOCl — Na*+ OCI" (12)

A su vez, el ion hipoclorito reacciona con los iones hidrégeno presentes en el
electrolito y conforman el acido hipocloroso, siguiendo la reaccién 1381,

OClI'+ H" «~ HOCI (13)

Cuando el pH disminuye desde 11.5 hasta 5, se favorece la presencia de los iones
hidrogeno y por lo tanto, el equilibrio tendera a la formacién de acido hipocloroso, el
cual reaccionara con los iones hipoclorito presentes a través de la reaccion 14,
conocida como descomposicién acida catalizada, en cambio si el pH aumenta a 13
0 mas, el agente oxidante tendera a degradarse aumentando la velocidad de
descomposicion mediante la formacién de cloratos, siguiendo la reaccion 4. Cabe
resaltar que por debajo de pH 4 se produce cloro gaseoso mediante la reaccion de
destruccion acida, en donde se mezcla el hipoclorito de sodio con un &cido fuerte®?,

2 HOCI+ OCI — CIO3+ 2H'+ 2CI (14)

Estos rangos de distribucion de compuestos clorados se pueden observar en la
figura 6.

Con base en lo anterior y de acuerdo con las investigaciones de los autores
Ponzano®, Romero Rojas® y Lewis®®, se estipula que el pH Optimo para la
desinfeccién y almacenamiento del hipoclorito de sodio se encuentra en un rango
entre 11.86 y 13, dado que a estos valores se logra mantener la estabilidad de la
solucion, por lo cual sugieren almacenar el desinfectante con un exceso de hidroxido
de sodio que logre mantener esta condicion.

80 |bid., p. 469.

81 |bid., p. 470.

82 |bid., p. 470.

83 PONZANO, Op. cit., p. 22.

84 ROMERO ROJAS. Op. cit., p. 275.
85 LEWIS, Op. cit., p. 470.
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Figura 6. Distribucion del cloro a diferentes pH.
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Fuente: PONZANO, Gian Piero. Sodium hypochlorite: history, properties,
electrochemical production. En: CONTRIBUTIONS TO NEPHROLOGY.
2007. vol. 154. p. 20. Modificado por el autor.

2.1.3 Concentracion del agente oxidante. La concentracion es la variable sobre
la cual se basa la efectividad del andlisis de la inhibicion de la bacteria Escherichia
coli en un agua sintética, bibliograficamente se encuentra una gran variedad de
datos que indican la concentracion adecuada de una solucion de hipoclorito de sodio
para remover efectivamente los microorganismos coliformes del agua, los autores
Ponzano®, Wang?®’, Lin®8, Rasheed®®, Lechevallier®® y Costa Miranda® aseguran
que se requiere una solucién con concentraciones de 0.5 a 1 mg/L, Wilhem?,
Aieta®3, la Organizacion Panamericana de la Salud®, Lewis® y Diao® estiman
valores de 2 a 10 mg/L de este agente oxidante en solucion, mientras Barrenecha

8 PONZANO. Op. cit., p. 21.

87 WANG. Op. cit., p. 339.

88 LIN, Huirong, et al. Viable but non-culturable E. coli induced by low level chlorination have higher
persistence to antibiotics than their culturable counterparts. En: ECOLOGY, ENVIRONMENT &
CONSERVATION. Noviembre, 2017. p. 244.

8 RASHEED. Op. cit., p. 91.

% LECHEVALLIER, Op. cit., p. 165.

%1 COSTA MIRANDA, Andreza, et al. Surface water disinfection by chlorination and advanced
oxidation processes: Inactivacion of an antibiotic resistant E. coli strain and cytotoxicity evaluation.
En: Science of the Total Environment. Febrero, 2016. p. 5.

92 WILHELM, Op. cit., p. 13.

93 AIETA, Op. cit., p. 817.

% ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Guia para la seleccién de sistema de
desinfeccion. Op. cit., p. 14.

% LEWIS, Op. cit., p. 466.

% DIAO, Op. cit., p. 1423.
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Martel®” y Coronel-Olivares®® reportan que se requieren soluciones de hipoclorito de
sodio a concentraciones de 15 y 30 mg/L respectivamente, por Ultimo, Crump®°,
Munakatal® y Romero Rojas?! hablan del cloro residual libre que debe permanecer
en el agua una vez se ha realizado la desinfeccion, estimando valores de 0.2 mg/L
para pH menor a 9.2, 0.6 mg/L para pH de 10 y en general 1mg/L para aguas de
baja turbidez y bajo contenido organico, también es necesario tener en cuenta el
parametro de maximo cloro residual libre aceptado por la Resolucion 2115 de
2007192, el cual indica un rango de 0.3 a 2 mg/L para aguas de consumo. Cabe
resaltar que todos los valores anteriormente mencionados son aplicables a un agua
de baja turbidez.

De igual forma, es indispensable tener en cuenta la relacion entre la concentracion
del agente oxidante y su velocidad de degradacion, en donde la mayor
descomposicion se produce justo después de que se fabrica la solucién, con la
generacion de cloratos, a partir de ahi, la concentracion disminuye durante el
transcurso del tiempo; esta condicion se evidencia en mayor proporcién cuando el
agente oxidante presenta altas concentraciones iniciales, en la figura 7 y 8 se
muestran las curvas de degradacion del hipoclorito de sodio a diferentes
temperaturas por un periodo de 100 dias, variando la concentracion inicial en 12.5%
y 15% respectivamentel®,

97 BARRENECHEA MARTEL, Ada y de VARGAS, Lidia. Capitulo 10. Desinfeccion [en linea] [citado
en 9 mayo de 2018]. Disponible: <http://www.ingenieroambiental.com/4014/diez.pdf>.

9% CORONEL OLIVARES, Claudia, et al. Chlorine disinfection of Pseudomonas aeruginosa, total
coliforms, Escherichia coli and Enterococcus faecalis: revisiting reclaimed water regulations. En:
WATER SCIENCE AND TECHNOLOGY: A JOURNAL OF THE INTERNATIONAL ASSOCIATION
ON WATER POLLUTION RESEARCH. 2011. vol. 64, no. 11, p. 2156.

%9 CRUMP, J. A, et al. Effect of point-of-use disinfection, flocculation and combined flocculation—
disinfection on drinking water quality in western Kenya. En: JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY. Julio, 2004. vol. 97, no. 1, p. 228.

100 MUNAKATA, Naoko y KUO, Jeff. Disinfection Processes. En: WATER ENVIRONMENT
RESEARCH: A RESEARCH PUBLICATION OF THE WATER ENVIRONMENT FEDERATION.
Octubre, 2015. vol. 87, no. 10, p. 1127

101 ROMERO ROJAS, Op. cit., p. 285.

102 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD, Op. cit., p. 5.

103 | EWIS, Op. cit., p. 466.
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Figura 7. Degradacion a diferentes temperaturas de una
solucion de NaOCI al 12.5%.
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Fuente: LEWIS, Kenneth. Chapter 9. Hypochlorination -
Sodium Hypochlorite. En: BLACK & VEATCH CORPORATION.
White’s handbook of chlorination and alternative disinfectants.
5 ed. Hoboken, New Jersey: John Wiley & Sons, 2010. p. 466.

Figura 8. Degradacion a diferentes temperaturas de una
solucion de NaOCI al 15%.
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Realizando una comparacion en el dia 60 y el dia 120, a una temperatura de 100
°F, es facilmente observable que la solucidbn con mayor porcentaje de cloro activo
presenta una mayor degradacion a través del tiempo, por lo tanto no siempre una
solucion con alta concentracion sera la mejor opcion para lograr una desinfeccion
efectiva.
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Otro aspecto a considerar para preservar la estabilidad y conservacion del
desinfectante es la relacion de la concentracion con la temperatura de la solucion,
en donde, tal como se definié anteriormente, a una baja concentracién y una
temperatura moderada aumentan los dias de vida media que puede tener el agente
oxidante; de acuerdo con lo expuesto en White’s Handbook of Chlorination and
Alternative Disinfectans, se puede asegurar que aumentar la temperatura en 10 °C
producira un incremento de 3 a 4 veces en la velocidad de degradacion cuando la
concentracion de la solucién es de 5 % a 16 % de cloro y que una solucion de
hipoclorito de sodio a 15 °C se degradara 14 veces mas lento que una almacenada
a 35 °C194,

2.1.4 Tiempo de contacto. Esta es una variable que junto con la concentracién del
agente oxidante definen la efectividad de la desinfeccién de un agua potable, se
entiende como el tiempo que tarda el hipoclorito de sodio en remover por completo
una carga bacteriana de Escherichia coli, sin embargo, no hace referencia al tiempo
gue una concentracion de cloro debe permanecer en el agua a tratar, ya que para
mantener la calidad potable del agua es necesario que se mantenga una porcion de
cloro residual libre dentro de esta.

La parametrizacion de esta variable esté ligada a la eleccién de la concentracion de
hipoclorito de sodio que se requiera aplicar, no obstante, mediante una revision
bibliografica, se ha encontrado que el tiempo de desinfeccion promedio es de 30
minutos para soluciones de hipoclorito de sodio que presenten una concentracion
de 1 a 10 mg/L, aunque autores como Wang? y Diao!% recomiendan un tiempo de
contacto de 40 y 60 minutos respectivamente, mientras que Barrenecha Martel'°’ y
Costa Miranda'®® estipulan 2 minutos como tiempo requerido para lograr una
desinfeccion completa a concentraciones de 1 mg/L.

2.1.5 Concentracion de la bacteria. El nUmero de bacterias que se encuentra en
un agua residual varia de acuerdo a las caracteristicas propias de la fuente de
recoleccion del agua, entre estas se encuentra, la temperatura, el pH, la cantidad
de materia organica, el contenido de sal, entre otras. Su cuantificacion es importante
para el desarrollo experimental ya que condicionan la cantidad y concentracion de
la solucion de hipoclorito de sodio a emplear asi como el tiempo de contacto
requerido para una desinfeccion completa, esto debido a que entre mayor cantidad
de bacterias estén presentes, se requiere una mayor concentracion de
desinfectante; cabe resaltar que esta experimentacion se basa en la inhibicion de la
bacteria Escherichia coli, la cual de acuerdo a la Resolucién 2115 de 20071 es un
indicador de contaminacion fecal para aguas potables, no obstante, un agua

104 |bid., p.467.

105 \WANG, Op. cit., p. 336.

106 DIAO, Op. cit., p. 1423.

107 BARRENECHEA MARTEL, Op. cit., p. 181.

108 COSTA MIRANDA, Op. cit., p. 1.

109 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD, Op. cit., p. 2.
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residual presenta diversos tipos de microorganismos en diferentes concentraciones,
por lo cual aumentaran las necesidades requeridas del agente oxidante para lograr
un agua apta para el consumo humano.

En los tratamientos de aguas no se reconoce un valor estandar que estime la
cantidad de microorganismos que deben ser removidos de un agua residual, sin
embargo, autores como Diao!!?, Lin''!, Rasheed!'!?, WilheIm!!® y Costa Miranda!4
estipulan un rango aproximado de 107 — 10° UFC/mL de coliformes fecales.

2.1.6 Agitacion. Se emplea para realizar una buena distribucion del agente clorado
y mejorar la incorporacion entre este y la carga microbiana, de forma que se asegure
la inhibicion completa de las bacterias; con base en experimentaciones de otros
autores se puede estipular un rango de agitacién entre 150 rpm'> a 180 rpm?*16
empleando agitadores magnéticos, se debe tener en cuenta que una agitacion
excesiva 0 agresiva puede incrementar la temperatura de la solucién o romper la
pared de algunas bacterias provocando lisis celulart!’; por lo tanto, la velocidad de
agitacion optima del proceso se estipula en 150 rpm.

2.1.7 Degradacion del hipoclorito de sodio. Aunque no es una variable a
parametrizar, es importante considerar cuales son las causas que aumentan la
velocidad de degradacion del hipoclorito de sodio en solucidén, empezando por las
anteriormente mencionadas, como, una alta temperatura, alta concentracion y
rangos extremos de pH, asi mismo se encuentra que la exposicion a la luz
ultravioleta promueve la degradacién del hipoclorito de sodio mediante un proceso
llamado fotdlisis, el cual depende de la cantidad de luz absorbida por la solucién y
del pH que esta presente; a un pH basico predomina la presencia del ion hipoclorito,
el cual causa un incremento en la velocidad de degradacion mediante la produccion
de oxigeno (reaccion 5) y la catalisis de la reaccion de produccién de cloratos, esto
reduce el tiempo de vida media de la solucién de dias a horas!!8. Esta incidencia de
la luz ultravioleta depende de la profundidad de la solucién, dado que la mayor
cantidad de luz es absorbida por la superficie del liquido, concluyendo que grandes
volimenes de solucion no presentaran una gran degradacion por la dificultad con la

110 DIAQ, Op. cit., p. 1422,

111N, Op. cit., p. 243.

112 RASHEED, Op. cit., p. 85.

13 WILHELM, Op. cit., p. 3.

114 COSTA MIRANDA, Op. cit., p. 2.

115 GARZON RUIZ, Astrid Xiomaray GOMEZ GUERRERO, Julieth Andrea. Evaluacion de la cinética
de crecimiento para Escherichia coli ATCC 25922, y estandarizacion de un método alternativo de
preservacion a corto plazo empleado buffer fosfatos. Tesis de grado Microbiélogo Industrial. Bogota
D.C.: Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. 2007. p. 34.

116 1IN, Op. cit., p. 243.

117 GARZON RUIZ, Op. cit., p. 23.

118 | EWIS, Op. cit., p. 463.
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que los rayos de luz tendrian que penetrar, sin embargo, deben permanecer
alejados de las fuentes de luz intensa durante su almacenamiento*°.

Otra causa de desintegracion de la solucion de hipoclorito de sodio es la presencia
de impurezas, referidas a metales pesados como hierro, niquel, cobre, cobalto y
manganeso, las cuales también catalizan la reaccion de produccion de oxigeno y
bajo ciertas condiciones estimulan la produccion de cloratos; de igual forma, el
grafito empleado como anodo en la celda electrolitica desprende particulas que
causan contaminacién asi como la degradacion de la solucion?°.

2.2 SELECCION DE VARIABLES Y DISENO DE EXPERIMENTOS

2.2.1 Seleccién de variables. Con base en los factores que influyen en la accién
antimicrobiana en el proceso de desinfeccion, es posible realizar una seleccion de
aguellos que tendrian una mayor incidencia sobre la capacidad de inhibicion del
agente oxidante obtenido por electrdlisis de cloruro de sodio, de tal forma que se
logre establecer un disefio de experimentos que permita desarrollar y evaluar el
objetivo de investigacion planteado. La clasificacion de estas variables se puede
encontrar en el diagrama 1.

Diagrama 1. Seleccién de las variables del proceso de inhibicion.

Variables de evaluacion Variable de control

» Concentracion del » Concentracion de la
agente oxidante bacteria

« Tiempo de contacto

Fuente: elaboracion propia.

2.2.1.1 Variables de evaluacion. Se estipulan como variables de evaluacién
aguellos factores que presentan una incidencia real sobre la variable respuesta,
estos fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios:

e La concentracion del agente oxidante es un factor que determina la capacidad
de inhibicidbn bacteriana que presenta el desinfectante obtenido, su valor
depende del volumen de agua a tratar asi como de la cantidad de agentes
guimicos y la carga microbiana que esta contenga.

e Eltiempo de contacto entre el agente clorado y el agua que contiene compuestos
guimicos y microbiolégicos esta directamente relacionado con la concentracion
gue se emplee del desinfectante, sin embargo, es una variable que condiciona

119 | EWIS, Op. cit., p. 471.
120 PONZANO, Op. cit., p. 22.
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la eficiencia del proceso, ya que no se cuenta con un tiempo estandar estipulado
para la inhibicién de todas las especies microbianas!?!, este es un factor que se
debe evaluar y estimar para alcanzar una desinfeccién microbiol6gica completa.

2.2.1.2 Variable de control. Es aquella a la cual se le ha asignado un valor fijo
dentro de un proceso y que es necesaria para lograr determinar la incidencia de las
variables de evaluacion sobre la variable respuesta. Su seleccion debe realizarse
con base en revisiones bibliogréaficas o referentes tedricos.

e La concentracion bacteriana se establece como una variable a parametrizar en
este proyecto investigativo, de acuerdo a lo estipulado por algunos autores se
establece en el patron 2 de McFarland, correspondiente a 6 x 108 UFC/mL.

2.2.2 Disefio de experimentos. Con base en lo expuesto anteriormente se plantea
un disefio de experimentos 24, donde los factores tratamiento son la concentracién
del agente oxidante y el tiempo de contacto y la variable respuesta es la capacidad
de inhibicion del agente oxidante obtenido por electrdlisis de cloruro de sodio, la
cual fue determinada en términos de porcentaje de inhibicién. Los niveles de
variacion de los factores tratamiento fueron seleccionados bajo los siguientes
criterios:

e Los niveles de la concentracion de la solucién de hipoclorito de sodio se estiman
de acuerdo a datos encontrados bibliograficamente, en donde el valor
experimental mas empleado fue 1 mg/L'??2, teniendo en cuenta esta
concentracion y el rango de cloro residual libre que debe permanecer en la
solucion estipulado por la Resoluciéon 2115 de 2007'2%, se designaron
aleatoriamente para esta variable los valores de 1 ppm, 10 ppm, 80 ppm y 100

ppm.

e El tiempo de contacto entre el desinfectante clorado y la muestra a tratar se
estipula de acuerdo a valores tedricos encontrados bibliograficamente donde el
menor tiempo de contacto fue de 15 minutos!?4, el tiempo 6ptimo fue de 30
minutos, el tiempo requerido para una inhibicion completa de Escherichia coli fue
de 45 minutos!?® y el tiempo maximo encontrado fue de 60 minutos'?®, quedando
esta variable especificada a los niveles de 15, 30, 45 y 60 minutos.

El resumen de este disefio de experimentos se encuentra en el cuadro 2.

121 CORONEL OLIVARES, Op. cit., p. 2155.

122 | ECHEVALLIER, Op. cit., p. 165.

123 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Op. cit., p. 5.
124 COSTA MIRANDA, Op. cit., p. 4.

125 RASHEED, Op. cit., p. 88.

126 DIAQ, Op. cit., p. 1423.
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Cuadro 2. Disefio de experimentos.

Factores (2) Niveles (4)
Concentracion del 1 10 80 100
agente oxidante (ppm)

Tiempo de contacto 15 30 45 60

(minutos)
Fuente: elaboracion propia.

2.3 METODOLOGIA DE LA OBTENCION DEL AGENTE CLORADO POR
ELECTROLISIS DE CLORURO DE SODIO

La produccion del agente clorado mediante electrélisis de cloruro de sodio
corresponde a la fase | de este proyecto de investigacion, fue desarrollado en el
grupo de investigacion de Ambiente y Habitat, por Andrés Camilo Hernandez
Salamanca y Javier Santiago Tafur Logreira bajo el nombre de “Obtenciéon de un
agente desinfectante a partir de la electrodlisis de cloruro de sodio para el tratamiento
de agua potable”?’, en donde se obtuvieron los resultados estipulados en cuadro
3. La metodologia para la obtencion y posterior evaluacion de este desinfectante
recopila y replica las condiciones y resultados obtenidos en la fase anteriormente
mencionada.

Cuadro 3. Resultados fase I.

Cloruro de sodio 212 %
gastado
Cloro residual libre
obtenido 3.8713 g/L
Concentracion de NaCl inicial 27 g/lL
Condiciones de Agitacion 300 RPM
., Densidad de corriente 4.84 A
operacion > ~ .
Tiempo de operacion 20 min
Temperatura del proceso 19.5-43°C

Fuente: HERNANDEZ SALAMANCA, Andrés Camilo y TAFUR LOGREIRA, Javier
Santiago. Obtencion de un agente desinfectante a partir de la electrdlisis de cloruro
de sodio para el tratamiento de agua potable. Tesis de grado Ingeniero Quimico.
Bogota D.C.: Universidad de América. Facultad de Ingenierias. 2017. p. 128.
Modificado por el autor.

Para el desarrollo del proceso electrolitico se empled una fuente de alimentacion
marca BAKU de referencia BK-305D, la cual se utiliza para transformar el voltaje
alterno proveniente de un tomacorriente en un voltaje continuo y reducido con el fin
de suministrar la intensidad de corriente requerida por el proceso; de igual forma,
se emplea una celda electrolitica en donde se llevan a cabo las reacciones de oxido-
reduccion para la obtencibn del agente oxidante, esta disefiada en

127 HERNANDEZ SALAMANCA. Op. cit. 174 p.
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polimetilmetacrilato (PMMA) y funciona como un sistema Batch con agitacion poco
abrasiva que mantiene constante la concentracién dentro de la celda, contiene un
electrolito compuesto por una solucion de 27 g/L de cloruro de sodio en agua
destilada, asi como un anodo de grafito y un catodo de acero inoxidable que
funcionan como los electrodos del proceso'?8, el montaje de la celda electrolitica se
puede observar en la imagen 3.

Imagen 3. Celda electrolitica.

-

O e S I8

[/

-
Fuente: elaboracion propia.

Inicialmente, se deben preparar 250 cm?® de la solucién de cloruro de sodio
empleada como electrolito, la cual se adiciona a la celda electrolitica una vez se
encuentran ubicados el anodo y el catodo dentro de las ranuras dispuestas para tal
fin; dado que el proceso requiere de agitacion constante, es necesario ubicar la
celda sobre una plancha de agitacion evitando cualquier roce del agitador magnético
con los electrodos y establecer la velocidad de agitacion requerida. Los electrodos
deben ser conectados a la fuente de poder teniendo presente su polaridad para
finalmente, estipular la intensidad de corriente que esta proporcionara. El montaje y
el protocolo de este proceso se puede observar en la imagen 4 y el anexo B,
respectivamente.

Después de transcurrido el tiempo de electrélisis se procede a determinar la
concentracion de cloro residual libre presente en el agente clorado obtenido
mediante el método colorimétrico de la DPD, la cual es una técnica avalada por la
American Water Works Association (AWWA) en su manual “Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater” en el método 4500-CI-G'?°, del cual se
deriva el procedimiento aplicado en el presente trabajo investigativo. El resumen de

128 HERNANDEZ SALAMANCA, Op. cit., p. 128.
129 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). Standard Methods for the examination of
water and wastewater. 20 ed. American Water Works Association. 1999.
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los parametros de operacion empleados en la electrolisis se encuentra en el cuadro
4.

Cuadro 4. Parametros de operacién para la electrdlisis.

Propiedad Pardmetro
Anodo Grafito
Cétodo Acero inoxidable
Concentracion de sal (g/L) 27
Densidad de corriente (A/dm?) 4.84
Agitacion (RPM) 300

Ancho: 12 cm

Dimensiones celda Alto: 6 cm

Profundidad: 5 cm
Ancho: 12 cm

Dimensiones del anodo Alto: 6 cm
Profundidad: 3 mm
Ancho: 12 cm
Dimensiones del catodo Alto: 6 cm
Profundidad: 2 mm
Distancia entre electrodos 1.5cm
Volumen del electrolito 250 cm?®
Tiempo de operacion 20 min

Fuente: HERNANDEZ SALAMANCA, Andrés Camilo y TAFUR
LOGREIRA, Javier Santiago. Obtencion de un agente
desinfectante a partir de la electrélisis de cloruro de sodio para
el tratamiento de agua potable. Tesis de grado Ingeniero
Quimico. Bogota D.C.: Universidad de América. Facultad de
Ingenierias. 2017. 174 p. Modificado por el autor.

Imagen 4. Proceso de el

Fuente: elaboracién propia.
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2.3.1 Método colorimétrico de la DPD. Consiste en la oxidacién del compuesto
N,N-dietilfenileno-1,4 diamina (DPD) en un radical semiquinénico que varia su
tonalidad a rosado por la presencia de un agente oxidante, en este caso, el
hipoclorito de sodio, la intensidad de la tonalidad presentada tendra una relacion
directa con la concentracion del oxidante dentro de la muestra, la cual se evalla a
través de una curva de calibracion por medio de la relacién entre la absorbancia de
la solucién y la concentracién de cloro en mg/L que esta posea. Para determinar la
absorbancia se emplea un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm con
celdas de 1 cm de espesort<°,

Este es un método que sirve para distinguir las diversas especies que el cloro puede

conformar, teniendo la capacidad de diferenciar el cloro libre del cloro combinado,

no obstante, la determinacion de cloraminas requiere de la adicién de iones de
31

yodo®3L,

2.3.1.1 Curva de calibracion. Se emplea para determinar la concentracion de cloro
activo presente en una solucién, su funcionamiento consiste en relacionar la
absorbancia de la muestra con la concentracion de cloro en mg/L de la misma;
tedricamente su construccion deberia realizarse a partir de una solucion madre de
cloro cuya concentracion haya sido determinada por yodometria, y a partir de esta
preparar las diluciones requeridas que acoten un rango amplio de mg/L de cloro, no
obstante, el cloro presenta baja estabilidad cuando se encuentra en solucion, por lo
cual se requiere emplear un reactivo que presente el mismo comportamiento frente
a la DPD que este y que permita hacer una relacién adecuada entre los valores
obtenidos y la concentracion de cloro real de la muestra, adicionalmente, debe ser
un agente oxidante de facil manipulacién y control. Para esta experimentacion se
decidi6 emplear una solucién de yodato potasico yodurado, en donde el yodato
reacciona para formar yodo, el cual presenta el mismo comportamiento del cloro
frente a la molécula de DPD, de tal forma que 1 mol de yodato producira tres moles
de yodo las cuales representan tres moles de cloro, tal como se puede observar en
la reaccion 15.

I03+51+6H" — 31, +6H,0 (15)

Para construir la curva de calibracidn se requiere la preparacién de soluciones que
contengan diferentes concentraciones de una solucion patrén de yodato potasico
yodurado, a las cuales se les adiciona acido sulfarico e hidroxido de sodio de
acuerdo a lo estipulado en el cuadro N° 5.

130 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). Op cit., p. 1105.
131 ROMERO ROJAS, Op. cit., 290.
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Cuadro 5. Soluciones curva de calibracion.

SOt eyl o3| s 10250
Solucién acido sulfurico 2N 1mL

Esperar 1 minuto
Solucién hidroxido sodio 2N 1mL
Agua desionizada Hasta 100 mL
Corresponde a mg CI/L 0 |03|05| 1 25| 5

Fuente: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA).
Standard Methods for the examination of water and wastewater. 20 ed.
American Water Works Association. 1999. Modificado por el autor.

La solucién tampodn fosfato y la solucion indicadora de DPD son adicionadas una
vez se tengan las diluciones correspondientes a cada punto de la curva de
calibracion; posteriormente, se procede a medir la absorbancia a una longitud de
onda de 510 nm en un espectrofotometro marca JENWAY de referencia 6320D,
teniendo presente que para la medicién de cada muestra se debe preparar un nuevo
blanco, el cual esta constituido por 1mL de una solucion 2N de acido sulftrico y 1
mL de una solucion 2N de hidréxido de sodio diluidos en 100 mL de agua
desionizada. El procedimiento de construccion de la curva de calibracién se
encuentra consignado en el anexo C de este documento.

Dado que el método colorimétrico de la DPD posee un rango definido de
determinacion de cloro, es necesario realizar una dilucién de 1 a 1000 de la muestra
tomada, es decir 100 uL de hipoclorito de sodio para analizar, para esto se requiere
tomar 5 mL de la solucién tampon fosfato y 5 mL de la solucion de DPD, a los cuales
se les adicionara la muestra de 100 uL de hipoclorito de sodio diluida en 100 mL de
agua desionizada, posteriormente se procedera a determinar la absorbancia de la
muestra en el espectrofotometro, por consiguiente se requiere preparar el blanco
empleado en la curva de calibracién con el fin de ajustar el equipo dentro de los
rangos de medicion requeridos. El espectrofotometro empleado se puede observar
en la imagen 5.

53



Imagen 5. Medicion espectrofotometro.

V| Vi WV /

Fuente: elaboracion propia.

2.4 METODOLOGIA EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE INHIBICION DE LA
BACTERIA Escherichia coli

2.4.1 Duplicacion bacteriana. La cepa empleada en la experimentacion fue
Escherichia coli ATCC 25922, inicialmente se procedié a regenerar y duplicar el
cultivo bacteriano, para lo cual se emplearon 200 mL de solucion salina estéril, la
cual fue inoculada a partir del cultivo original de bacteria, posteriormente, se
procedi6 a realizar una siembra por estria en cinco cajas de Petri servidas con agar
nutritivo previamente esterilizado, una vez realizado este procedimiento se llevaron
las cajas a incubacién a 37 °C por 24 horas. La informacion correspondiente al agar
nutritivo se puede encontrar en el anexo D.

2.4.2 Patrén de McFarland. Son patrones que permiten cuantificar el nimero de
UFC presentes en una suspension bacteriana mediante la determinacién de su
turbidez, se preparan a partir de una solucién de cloruro de bario al 1.175%
adicionada a una solucion de acido sulftrico al 1%, generando un precipitado de
sulfato de bario que pueda ser comparable con la suspensién a evaluar. La
cuantificacion de la carga bacteriana se realiza empleando una plantilla con lineas
a través de las cuales se puede comparar la nitidez de las rectas, al enfrentar una
alicuota del patrén seleccionado contra una alicuota de la suspension del inéculo.
Si la solucion bacteriana no cuenta con la suficiente turbidez se requerira adicionar
mayor cantidad de colonias, en cambio, si es demasiado turbia, se podra diluir con
mas diluyente, buscando siempre igualar la nitidez del patrén seleccionado®®?, este
procedimiento puede ser observado en laimagen 6. Los volimenes requeridos para

132 CENTROS PARA EL CONTROL Y PREVENCION DE ENFERMEDADES Y ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD (OMS). Apéndice 2. Medios, reactivos y control de calidad. En: Medicina
& laboratorio. 2009. vol. 15. no. 11-12. p. 557-558.
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preparar la escala de patrones se encuentran consignado en la tabla 1. Cabe
resaltar que las soluciones pueden preservarse hasta seis meses en buenas
condiciones de almacenamiento!33,

Tabla 1. Patrones de McFarland.

N° Turbidez C!oruro de Agido Densidad de bacterias
bario (1.175%) sulfarico (1%) aprox. (UFC/mL)
1 0.1 mL 9.9 mL 3x108
2 0.2 mL 9.8 mL 6 x 108
3 0.3 mL 9.7 mL 9x108
4 0.4 mL 9.6 mL 12 x 108
5 0.5mL 9.5mL 15 x 108
6 0.6 mL 9.4 mL 18 x 108
7 0.7 mL 9.3 mL 21 x 108
8 0.8 mL 9.2mL 24 x 108
9 0.9 mL 9.1 mL 27 x 108
10 1.0 mL 9.0 mL 30 x 108

Fuente: CENTROS PARA EL CONTROL Y PREVENCION DE ENFERMEDADES Y
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (OMS). Apéndice 2. Medios, reactivos y
control de calidad. En: Medicina & laboratorio. 2009. vol. 15. no. 11-12. p. 559. Modificado
por el autor.

Imagen 6. Comparacion de turbidez.

Fuente: CENTROS PARA EL CONTROL Y
PREVENCION DE ENFERMEDADES Y
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD
(OMS). Apéndice 2. Medios, reactivos y
control de calidad. En: Medicina &
laboratorio. 2009. vol. 15. no. 11-12. p. 559.

133 CENTROS PARA EL CONTROL Y PREVENCION DE ENFERMEDADES Y ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD (OMS). Op. cit., p. 558.
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2.4.3 Preparacion inéculo. Para realizar la evaluacion de la capacidad de inhibicion
de Escherichia coli que posee el desinfectante clorado, se requirio la preparacion
de una muestra a base de solucion salina estéril al 0.85%, inoculada con
Escherichia coli hasta alcanzar el patron N° 2 de McFarland, posteriormente, se
adicionaron volumenes iguales de 100 mL de la solucion salina con bacteria en
cuatro recipientes &mbar a los cuales se les agregd la solucién de hipoclorito de
sodio, previamente obtenida por electrolisis de cloruro de sodio, a una concentracion
de 1 ppm. El volumen de 100 mL empleado para la evaluacion de la capacidad de
inhibicion del agente oxidante esta determinado de acuerdo a la Resolucion 2115
de 2007%%4. Una vez se obtienen las muestras con microorganismo y desinfectante
se llevan a un shaker para su agitacion a 150 RPM, estéas fueron retiradas conforme
pasaban los tiempos de contacto estipulados en el disefio de experimentos, el
montaje de este procedimiento se puede observar en la imagen 7. Con la finalidad
de asegurar la homogeneidad del cultivo bacteriano dentro de las muestras, se
realizaron coloraciones de Gram a las soluciones salinas antes de ser distribuidas
en los diferentes recipientes. Cabe resaltar que este procedimiento también fue
realizado para las concentraciones de 10, 80 y 100 ppm.

Imagen 7. Agitacion de muestras.
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Fuente: elaboracion propia.

2.4.4 Neutralizacion del cloro con tiosulfato de sodio. Al momento de finalizar
los tiempos de contacto estipulados en el disefio de experimentos se procedid a
retirar las muestras del shaker para su evaluacion. Una vez retirados los recipientes
se les adiciond una solucién de tiosulfato de sodio, el cual es un compuesto
comunmente empleado para frenar la accion del cloro en una muestra ya sea parcial

134 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. Op. cit., p. 6.
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o totalmente, esto con el fin de asegurar que los resultados microbioldgicos reflejen
el estado real del agua al momento del monitoreo de calidad; de acuerdo a lo
estipulado por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM)'3 |a concentracion adecuada de este agente declorante es de 10%. Cabe
resaltar que se han realizado investigaciones previas que aseguran que adicionar
soluciones de tiosulfato de sodio a muestras cloradas y no cloradas, no afecta la
supervivencia de la bacteria Escherichia coli y si neutraliza el cloro residual libre
presente dentro de estas!,

Para determinar la cantidad de solucién de tiosulfato de sodio al 10% requerida para
frenar la accion del cloro a las concentraciones estipuladas en el disefio de
experimentos, se realizé una titulacion a una solucion de 100 mL de agua
desionizada que contenga el agente oxidante a una concentracion de 100 ppm con
el indicador ortolidina, el cual toma una coloracion amarilla en presencia de cloro y
es incoloro en su ausencia. Esta titulacion se llevé hasta el viraje del indicador
perdiendo su tonalidad. Para determinar el volumen de decloracién requerido para
las concentraciones de 1, 10 y 80 ppm se realiz6 una relacion entre los mililitros
gastados de la solucién de tiosulfato de sodio al 10% y la concentracion a 100 ppm.

2.4.5 Filtracion por membrana. Una vez declorinada la muestra se realizo la
filtracion por membrana de acuerdo al procedimiento estipulado por la American
Water Works Association (AWWA) en su manual Standard Methods'®’. Este
procedimiento requiere armar el montaje estipulado en la seccién 1.7 de este
documento. Una vez realizado el montaje del equipo se procede a filtrar la muestra
declorinada con ayuda de una bomba de vacio, cuando finaliza la filtracion se
recoge el filtro y se siembra en cajas de Petri que contienen el medio de cultivo
Endo-Agar, tal como se puede observar en la imagen 8, estas cajas se llevaron a
incubacion por 24 horas a 37 °C. Para este procedimiento se emplearon filtros de
membrana hechos de nitrocelulosa con un tamafo de poro de 0.45 pm, los cuales
se pueden observar en la imagen 9.

El equipo de filtracidbn por membrana fue sumergido en una solucién de hipoclorito
de sodio por cinco minutos y posteriormente en una solucion de tiosulfato de sodio
al 10% después de cada filtracion, con el fin de poder evaluar exactamente la
cantidad de microorganismos presentes en la muestra después de la desinfeccion.

135 INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES (IDEAM).
Determinacién de coliformes totales y E. coli de aguas mediante la técnica de sustrato definido,
colilert por el método del Nimero mas Probable [en linea]. TP0423. 2 ed. 2007. p. 6. Disponible:
<http://www.ideam.gov.co/documents/14691/38155/Coliformes+totales+y+E.+coli+en+agua+NMP+
M%C3%A9todo+Colilert.pdf/463a6c8d-122¢-4f75-8572-81bd64baa2d2>.

136 1pid., p. 3.

137 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). Op. cit., p. 1427.
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en 8. Caja sembrada.

Fuente: elaboracion propia.

Imagen 9. Filtro de membrana.

Fuente: elaboracion propia.

2.4.6 Recuento en placa. Después de las 24 horas de incubacion se tomaron las
cajas de Petri para realizar el recuento en placa, la cual es una técnica que permite
determinar el nimero de bacterias presentes en una muestra mediante el conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC) y de esta forma por poder determinar la
eficiencia del agente clorado obtenido por electrdlisis de cloruro de sodio. Cuando
la suspension bacteriana esta muy concentrada, se requieren de diluciones seriadas
de la muestra con el fin de reducir la poblacién y facilitar el conteo de células en el
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agar'®®. La diluciéon consiste en tomar 1 mL de una muestra original del caldo
bacteriano y trasvasar 1 mL de esta solucion a un nuevo tubo que contenga 9 mL
de agua estéril, con el fin de lograr una dilucion de 1 en 10 del numero de células
presentes, este procedimiento se debe repetir las veces que se considere necesario
y se ejemplifica en la figura 9. Es recomendable sembrar en cajas de Petri las dos
ultimas diluciones realizadas.

Figura 9. Diluciones seriadas.

1.0mi 1.0ml 10ml 1.0mi

TN N N N

Muestra 9 ml de H,O 9 mil de H,O 9 ml de H,0 9 mi de H,O
original (dilucién 1077) (dilucién 107%)  (dilucion 107) (dilucién 107%)

Mezcla con agar tibio

la cual se vierte 1.0ml

Fuente: BROOKS, Geo. F., et al. Jawetz, Melnick y Adelberg.
Microbiologia médica. 25 ed. México, D.F: McGraw-Hill
Interamericana, 2011. p. 72. ISBN 978-607-15-0503-3.

138 BROOKS, Op. cit., p. 73.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
3.1 OBTENCION DEL AGENTE CLORADO

3.1.1 Curva de calibracion. A partir de la metodologia propuesta en la seccion
2.3.1.1 se construyo la curva de calibracion requerida para esta experimentacion,
dando como resultado los datos consignados en la tabla 2, los cuales fueron
obtenidos de un promedio de cuatro replicas con el fin de obtener la minima
desviacion posible. Los valores resultantes fueron graficados y linealizados para
determinar la ecuacion que relaciona la concentracion de cloro libre de una muestra
en mg/L con su absorbancia. La curva de calibracion obtenida se muestra en la
grafica 1.

Tabla 2. Datos curva de calibracion.
Concentracion Absorbancia
cloro libre (mg/L) Promedio

0 0.000
0.300 0.055
0.500 0.113
1.000 0.213
2.500 0.461
5.000 0.738

Fuente: elaboracion propia.

Gréfica 1. Curva de calibracion.

Curva de calibracién
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Absorbancia

y = 0,1474x + 0,0347
0,2 R2=0,982

0,1

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion de cloro libre (mg/L)

Fuente: elaboracion propia.
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De la linealizacion de la curva de calibracion se obtuvo un coeficiente de
determinacién de 0.982 y la siguiente ecuacion:

y=0.1475x + 0.0347 (1)

3.1.2 Concentracién del agente clorado. Mediante el método colorimétrico de la
DPD fue posible determinar las concentraciones de hipoclorito de sodio resultantes
de las electrdlisis de cloruro de sodio realizadas en esta etapa experimental,
obteniendo asi una concentracién promedio de 3.069 g/L; comparando con la fase
| de este trabajo investigativo, donde se obtuvo una concentracion de hipoclorito de
sodio promedio de 3.8713 g/L*%°, se procede a analizar el porcentaje de error entre
estas dos mediciones, asi:

e Porcentaje de error

Concentracion fase | - Concentracion fase Il
Concentracion fase |

% Diferencia = |

) , 3.8713 g/L -3.069 g/L , ,
% Diferencia = 3.8713 g/L — % Diferencia =20.72%

Es facilmente apreciable que en la fase | de esta etapa investigativa se obtuvo un
agente oxidante con mayor concentracion de cloro residual libre, dando un
porcentaje de diferencia del 20.72% con respecto a la fase actual, esto se pudo dar
por cambios experimentales relacionados con el método colorimétrico de la DPD,
para el cual se construydé una nueva curva de calibracibn empleando celdas
espectrofotométricas diferentes a las utilizadas en la fase |, de igual forma, se debe
considerar el tiempo de vida util de los reactivos empleados dado que la solucion de
DPD se oxida muy facilmente, lo que produce un valor de absorbancia diferente del
valor real. También es importante considerar el desgaste del anodo de grafito a
medida que se realizaron los procesos de electrdlisis y las fallas estructurales que
pudo presentar la celda electrolitica.

En la imagen 10 se pueden apreciar las soluciones resultantes del método
colorimétrico de la DPD para la determinacion de cloro residual libre después de un
proceso de electrilisis.

139 HERNANDEZ SALAMANCA. Op. cit., p. 128.
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Imagen 10. Blanco y solucién para determinacion de

Fuente: elaboracion propia.

3.2 EVALUACION DE LA INHIBICION DE E. coli

3.2.1 Volumen de hipoclorito de sodio. El volumen de la solucion de agente
oxidante requerido para alcanzar las concentraciones estipuladas en el disefio de
experimentos de 1, 10, 80 y 100 ppm en una muestra de 100 mL, se determin6 a
partir de la absorbancia al finalizar el proceso de electrélisis de cloruro de sodio y la
ecuaciéon dada por la curva de calibracion. A continuacién se realizara una muestra
de célculo para determinar el volumen requerido de la solucién de hipoclorito de
sodio para la evaluacion de la concentracion de 100 ppm. Se empleara un valor de
absorbancia de 0.487 el cual se obtiene de un promedio de mediciones de los
procesos de electrolisis realizados.

y=0.1475x+0.0347
0.487=0.1475x+ 0.0347

0487 -0.0347 Ca07 alL
X= 701475 - x=3079/

Inicialmente se determina la concentracion a la cual se obtiene la solucion de
hipoclorito de sodio empleando la ecuacion dada por la curva de calibracion, donde
Y es la absorbancia de la muestra y X es la concentracion de cloro residual libre en
g/L. Para una solucion cuya absorbancia sea de 0.487 se tendra una concentracion
de cloro residual libre de 3.07 g/L. Posteriormente se procede a determinar el
volumen de solucién requerido.
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CqVy = CyV, (2)

AV 100 mg/L * 100 mL
- - Vs 1000 mg
3.07 g/L * /1 g

V, = 3.257 mL

Se necesita un volumen de 3.258 mL de una solucion de hipoclorito de sodio a una
concentracion de 3.069 g/L para alcanzar la concentraciéon de 100 ppm en una
muestra de 100 mL. Este célculo fue realizado por cada proceso de electrdlisis con
el fin de determinar el volumen necesario del agente oxidante para cada una de las
concentraciones a evaluar.

3.2.2 Neutralizacion con tiosulfato de sodio. La titulacion de la solucion de
hipoclorito de sodio a una concentracién de 100 ppm gasté 0.6 mL de la solucion
declorante de tiosulfato del sodio al 10%, con base en este resultado se logré
determinar la cantidad de tiosulfato de sodio al 10% requerida para inactivar la
accion de cloro en las muestras empleadas en esta experimentacion a las
concentraciones de 1, 10 y 80 ppm. Se debe tener en cuenta que tanto para la
titulacién como para las muestras de evaluacién de la inhibicion del agente clorado
se emplearon 100 mL de solucion.

100 ppm — 0.6 mL
1 ppm — xmL

L= 1 ppm * 0.6 mL
X M-~ 7100 ppm
x mL =0.006 mL

Mediante la muestra de calculo anterior se puede determinar que se requieren 0.006
mL de tiosulfato de sodio al 10% para declorar una muestra de hipoclorito de sodio
a una concentraciéon de 1 ppm. En la tabla 3 se encuentran consignados los
volimenes requeridos para inactivar la accion del cloro a las diferentes
concentraciones de esta experimentacion.

Tabla 3. Volumen de tiosulfato de sodio al 10% requerido en la decloracion.
Concentracion de la solucion (ppm)  Volumen decloracion (mL)

1 0.006
10 0.06
80 0.48
100 0.6

Fuente: elaboracion propia.
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3.2.3 Recuento en placa. Después de las 24 horas de incubacion de las cajas de
Petri con los filtros resultantes de la filtracidbn por membrana se procede a determinar
las unidades formadoras de colonias mediante la técnica de recuento en placa para
cada experimento y su repeticion. Con base en los primeros resultados que se
obtuvieron de esta experimentacion fue necesario emplear el procedimiento de
diluciones seriadas, ya que el numero de colonias presentes en las cajas a las
concentraciones de 1 ppm y 10 ppm eran incontables. Los resultados del conteo
obtenidos estan consignados en el cuadro 6.

Cuadro 6. Unidades formadoras de colonia presentes.

Concentracion Ti . UFC/mL lera UFC/mL 2da
iempo (min) . .
(ppm) corrida corrida
15 3.40E+07 4.20E+07
1 30 1.36E+07 1.78E+07
45 6.00E+03 9.50E+06
60 2.99E+06 2.95E+06
15 2.70E+07 4.80E+07
10 30 1.00E+05 1.52E+06
45 6.00E+04 2.30E+04
60 1.00E+04 5.00E+04
15 0 0
30 0 0
80 45 0 0
60 0 0
15 0 0
30 0 0
100 45 0 0
60 0 0

Fuente: elaboracion propia.

3.2.4 Porcentaje de inhibicién. Para poder determinar el porcentaje de inhibiciéon
de la bacteria por el desinfectante clorado, se realiz6 un control positivo de la
solucion salina inoculada, para esto se prepard hasta la octava dilucion seriada a
partir de un mililitro de solucién con microorganismo, posteriormente se filtr6 y se
sembré el filtro para que después de 24 horas en incubacién se pudiera realizar un
conteo de las unidades formadoras de colonia presentes, encontrandose que
habian 2.79 x 10 UFC/mL. La presencia de colonias en este control positivo se
puede observar en la imagen 11.

El porcentaje de inhibicion es un indicador de la eficiencia que posee la solucion de
hipoclorito de sodio obtenida por electrdlisis de cloruro de sodio, se puede medir
con base en la férmula que sugiere Coronel Olivares en el articulo “Chlorine
disinfection of Pseudomonas aeruginosa, total coliforms, Escherihia coli and
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Enterococcus faecalis: revisiting reclaimed water regulations™4°, en donde se
determina el porcentaje de inhibicibn de microorganismos relacionando las
unidades formadoras de colonias al iniciar y al finalizar cada corrida experimental
siguiendo la ecuacién 2.

Imagen 11. Control positivo
de la experimentacion.

Fuente: elaboracion propia.

T,-T
%|=¥*100 (3)
(o]

En donde, | simboliza el porcentaje de inhibicion, To representa el nUmero de
unidades formadoras de colonias antes de empezar la desinfeccion, es decir 2.79 x
10! UFC/mL y T1 muestra el nimero de unidades formadoras de colonias
cuantificadas en los tiempos estipulados en el disefio de experimentos; los valores
de T1 estan consignados en el cuadro 6. A continuacién se realizara una muestra
de calculo del porcentaje de inhibicién calculado para una concentracion de 1 ppm
y un tiempo de contacto de 15 minutos. Los porcentajes de inhibicion de cada
experimento y su repeticion se encuentran en el cuadro 7.

T,-T
%|=¥*1oo
(o]

(2.79 x 10" UFC/mL - 3.40 x 10" UFC/mL)
% | = *100 — % |=99.988%

2.79x 10" UFC/mL

1490 CORONEL OLIVARES. Op. cit., p. 2152.
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Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion.

Experimento  Tiempo Concentracion (ppm)
(min) 1 10 80 100
15 99,988 99,990 100,000 100,000
12 corrida 30 99,995 100,000 100,000 100,000
45 100,000 100,000 100,000 100,000
60 99,998 100,000 100,000 100,000
15 99,985 99,983 100,000 100,000
22 corrida 30 99,994 99,999 100,000 100,000
45 99,996 100,000 100,000 100,000
60 99,998 100,000 100,000 100,000

Fuente: elaboracion propia.

3.2.5 Andlisis de resultados. Con base en los porcentajes de inhibicion
presentados en el cuadro 7 se realiza una comparacion ilustrada en la grafica 2,
construida a partir del calculo del promedio de los porcentajes de inhibicion para
cada experimento y su repeticion, donde se puede observar que aunque el
desinfectante clorado producido por electrélisis de cloruro de sodio presenta altos
porcentajes de inhibicion para todos los experimentos realizados, no inhibid
completamente el crecimiento de la bacteria Escherichia coli en concentraciones
bajas aun cuando su tiempo de exposicién fue el mayor, no obstante, en los
experimentos a concentraciones de hipoclorito de sodio de 80 y 100 ppm la
inhibicién fue completa, incluso frente al menor tiempo de exposicién. En la gréfica
se observa que el menor porcentaje de inhibicion fue de 99.9864% a una
concentracion de 1 ppm para el menor tiempo de exposicion, es decir 15 minutos.

En la imagen 12, se pueden observar las cajas resultantes de la experimentacion
después de 24 horas de incubacion a 37 °C, en donde es visible el crecimiento de
colonias a bajas concentraciones y la ausencia de microorganismos en altas
concentraciones. Se debe especificar que aunque en la tabla 4 se indiquen
porcentajes de inhibicion de 100% para la concentracién de 10 ppm en los tiempos
de 30, 45 y 60 minutos, hubo crecimiento microbiano en todas las cajas a esta
concentracion, este error sucede debido a que matematicamente el dato calculado
por la formula de inhibicién presenta muchos decimales, por lo tanto, el sistema lo
aproxima al 100%.

En la tabla 4 se presentan los porcentajes de inhibicion teéricos encontrados en
diversos articulos mediante la matriz de revision bibliografica con el fin de realizar
una comparacion entre los resultados de los autores y los de este trabajo
investigativo. Es posible observar que los porcentajes de inhibiciébn teoricos
expresados por Costa Miranda y Rasheed no concuerdan con los resultados
experimentales de esta investigacion ya que a la concentraciéon de 1 ppm vy al
maximo tiempo de contacto con el agente clorado se encuentra crecimiento
bacteriano en las cajas, por lo tanto la inhibicion no seria del 100%, sin embargo, Si
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existe similitud en los resultados estipulados por Diao y Lewis, ya que a medida que
aumenta la concentracion del agente clorado aumenta el porcentaje de inhibicion
de la bacteria Escherichia coli.

Gréfica 2. Porcentajes de inhibicion.

3

"
100,0000

100,0000 100

m 80

99,9866

ml

Tiempo (minutos)

1
= 99,9864

99,9750 99,9800 99,9850 99,9900 99,9950 100,0000 100,0050
% inhibicion

Fuente: elaboracion propia.

Imagen 12. Crecimiento bacteriano en las cajas resultantes.

80 ppm - 15 min
100 ppm - 15 min

1 ppm - 30 min
10 ppm - 15 min

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Comparaciéon % inhibicion.

Autor Concentracion Tiempo %
(mg/L) (min) Inhibicion

Wang!# 1 10 90%

Costa Mirandal#? 1 15 100%

Rasheed!4? 1 45 100%
Diaol4 5 30-60 99.94%

Lewis14® 10 30 99%
Coronel Olivares146 30 30 87.40%

Fuente: elaboracion propia.

Finalmente, comparando los resultados obtenidos con la Resolucion 2115 de
2007%7, donde se estipula que un agua para ser avalada como de consumo, debe
presentar 0 UFC/mL del indicador microbiolégico de contaminacion fecal,
Escherichia coli, se encuentra que solo las concentraciones de 80 ppm y 100 ppm
desde el minimo tiempo (15 min) cumplen con esta normatividad. Sin embargo,
deben realizarse andlisis mas profundos que confirmen la calidad de agua desde
otros parametros para ser aceptada como consumible para el ser humano.

3.2.6 Analisis estadistico. A partir de los valores obtenidos durante el desarrollo
de la experimentacion se procede a realizar un analisis ANOVA, el cual se emplea
para determinar la importancia que tienen la concentraciéon de la solucion de
hipoclorito de sodio, el tiempo de contacto o la interaccién de estas dos variables
sobre la variable respuesta, la cual es el porcentaje de inhibicién de la bacteria
Escherichia coli. Este método consiste en comparar las medias de la variable
respuesta asociadas a los diferentes niveles que posea un factor, de tal forma que
establezca el comportamiento del proceso y logre predecir los valores que tomara
esta variable respuesta bajo ciertas condiciones!*®. Los factores junto con sus
niveles fueron especificados en el cuadro 2 y este analisis se llevé a cabo con una
prueba gratuita de 30 dias en el software Design Expert. Los resultados del ANOVA
realizado se encuentran en la tabla 5, de la cual es posible inferir que los tanto los
factores principales asi como su interaccion poseen un efecto significativo en el
porcentaje de inhibicibn de la bacteria Escherichia coli, esto debido a que se
obtienen valores de P inferiores a 0.05, por lo cual se rechaza la hipoétesis nula de
la prueba, la cual estipula que el agente clorado producido por electrélisis de cloruro
de sodio no inhibe a la bacteria Escherichia coli.

141 WANG, Op. cit., p. 339.

142 COSTA MIRANDA, Op. cit., p. 5.

143 RASHEED, Op. cit., p. 91.

144 DIAO, Op. cit., p. 1423.

145 LEWIS, Op. cit., p. 466.

146 CORONEL OLIVARES, Op. cit., p. 2156.

147 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD, Op. cit., p. 5.

148 MONTGOMERY, Douglas. Disefio y andlisis de experimentos. 2 ed. México: Limusa Wiley, 2004.
p. 25
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Tabla 5. ANOVA.

Source Sum of df Mean F-value p-value
Squares Square

Model 0.0006 15 0.0000 17.52 <0.0001 significant

A-Concentracién  0.0002 3 0.0001 24.10 <0.0001

B-Tiempo 0.0002 3 0.0001 30.68 <0.0001

AB 0.0002 9 0.0000 10.94 <0.0001
Pure Error 0.0000 16 2.460E-06
Cor Total 0.0007 31

Fuente: elaboracion propia. Programa: Design Expert

Adicionalmente, se obtuvo el valor de R?, el cual indica una buena proporcién de la
variable respuesta al ser descrita por las variables independientes y Adeq Precision
que proporciona una relacion sefal/ruido la cual es una medida que identifica los
factores de control que logran reducir la variabilidad del proceso minimizando el
ruido presente, es decir los factores que no se pueden controlar, por lo cual se puede
concluir que la relacion presenta una sefial alta disminuyendo la variabilidad del
proceso, tal como se observa en tabla 6.

Tabla 6. Estadisticas.

Estadistica Valor

Std. Dev. 0.0016
Mean 100.00
CV.% 0.0016
R? 0.9426
Adjusted R? 0.8888
Predicted R? 0.7704
Adeq Precision 12.3078

Fuente: Fuente: elaboracion propia.
Programa: Design Expert

De igual forma, es posible obtener la grafica de interaccion que correlaciona las dos
variables independientes, la concentracién de la solucién de hipoclorito y el tiempo
de contacto, la cual se puede observar en la figura 10, en donde se puede
determinar que el porcentaje de inibiciébn es de 100% en los maximos valores de
concentracion y de tiempo y que la variabilidad en la variable respuesta no es
significante cuando se encuentra a altas concentraciones y tiempos pequefios.

Si se analizan las variables independientes en gréaficos por separado, tal como se
ilustra en la figura 11, se puede evidenciar que la variable tiempo es co-dependiente
de la concentracion, ya que la inhibicion fue completa a las maximas
concentraciones estipuladas en este disefio de experimentos para todos los tiempos
de contacto, sin embargo no se presentaron inhibiciones completas a altos tiempos
de contacto cuando la concentracién fue la menor, es decir, 1 ppm.
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Figura 10. Interaccién de las variables.
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Figura 11. Comportamiento de las variables.

1000

oo

s

Warring! Factor imeobed in A8 mieraction 10000 Warning ! Factor imeokhed in AB nteractson

|

Rerrocion ()

IE o I

939 ]

I I ! I
0 an 100 15

A Concentracion (ppm)

B Tiempo {min]

Fuente

: Design Expert

70




4. CONCLUSIONES

Se definieron que los factores que determinan la accion antimicrobiana dentro el
proceso de desinfeccidén son la concentracion del agente oxidante y el tiempo de
contacto entre este y la muestra a desinfectar, por lo cual se decidio evaluar las
concentraciones a 1, 10, 80 y 100 ppm y el tiempo de contacto a 15, 30, 45y 60
minutos, de acuerdo con la revision de experimentaciones realizadas por otros
autores.

Se obtuvo el agente desinfectante con una concentracion promedio de cloro
residual libre de 0.396 g/L a partir de una solucion de 27 g/L de cloruro de sodio
por el método de electrolisis, empleando electrodos de grafito y acero inoxidable
como anodo y catodo respectivamente, bajo las siguientes condiciones, 4.84 A,
300 RPM, durante 20 minutos.

Se evalud la capacidad de inhibicion de la bacteria Escherichia coli sp que posee
el desinfectante obtenido mediante la técnica de filtracion por membrana
empleando filtros de nitrocelulosa de 0.45 um y soluciones de 100 mL inoculadas
hasta el patron N° 2 de McFarland, donde se obtuvo como resultado que a
concentraciones de 1 ppm y 10 ppm del agente clorado se inhibi6 el 99.9865%
del bio-indicador, mientras para las concentraciones de 80 ppm y 100 ppm el
porcentaje de inhibicién es del 100% para cualquier tiempo.

Mediante el analisis estadistico de varianza de dos vias se determind que las
variables de operacion estipuladas para este proceso, la concentracion del
agente oxidante y el tiempo de contacto, asi como su interaccién, presentan una
relacion directa con la efectividad del hipoclorito de sodio para remover la
bacteria Escherichia coli de una muestra de agua.
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5. RECOMENDACIONES

Determinar la concentracién de cloro residual libre presente en la muestra de
agua a tratar después de realizada la desinfeccion con el fin de evaluar una
concentracion adecuada en la cual se cumpla la normatividad vigente.

Probar el desinfectante en aguas naturales para evaluar su capacidad de
inhibicion de otro tipo de microorganismos asi como su efectividad en la
inhibicién y remocion de otros contaminantes.

Determinar las condiciones de concentracion de la solucién de hipoclorito de
sodio y el tiempo de contacto minimas en los cuales se realice una desinfeccion
efectiva.

Evaluar la produccién de hipoclorito de sodio por electrdlisis de cloruro de sodio
en lugares donde la temperatura ambiental sea mayor para determinar la
estabilidad de la solucion a estas condiciones.

Evaluar el agua de mar como electrolito para realizar el proceso de electrdlisis,
teniendo en cuenta el rendimiento del proceso, la capacidad desinfectante y la
posible formacion de sub-productos como los trihalometanos y los acidos
haloaceticos.
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Anexo A.

Matriz de revision bibliografica.

(Ver documento en el CD)
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Preparar la solucién de
NaCla 27 g/L

v

Agregar 250 mL de la
solucidn a la celda

v

Ubicar electrodos
dentro de las ranuras
dispuestas para tal fin

v

Situar la celda en el
centro de la plancha de
agitacion

v

Introducir agitador
magnético y evitar que
roce con los electrodos

Anexo B.

Protocolo electrélisis.

Si

-t

¢ El agitador roza
los electrodos?

NO—

Establecer agitacién a
300 RPM

t

Conectar los electrodos
a la fuente teniendo en
cuenta la polaridad

v

Encender la fuente y
establecer intensidad
de corriente en 4,84 A




Anexo C.

Construccion curva de calibracion.

Para la determinacion del cloro residual libre presente al finalizar el proceso de electrdlisis
de cloruro de sodio se requiere de la elaboracion de una curva de calibracion que permita
relacionar la absorbancia de una muestra del desinfectante producido, a una longitud de
onda de 510 nm, con la cantidad de cloro residual libre en mg/L presente en la misma.

e Elaboracion de la curva de calibracion

1.

Solucién tampdn de fosfato: Pesar 12 g de Na;HPO, anhidrido y 23 g de KH2PO4
anhidro y disolver en agua destilada. Aparte pesar 400 mg de EDTA y diluir en 100
mL de agua destilada, combinar con la preparacion inicial. Aiadir 10 mg de HgCl,
para impedir el crecimiento bacteriano y aforar hasta 500 mL.

Solucién indicadora de N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD): Disolver 200 mg de sal
disodica de EDTA dihidrato en 250 mL de agua desionizada. Afadir 8mL de acido
sulftrico 2N vy disolver 1,1 g de sulfato de DPD anhidro. Completar a 1 L. Esta
solucién debe conservarse en un frasco ambar con un tapén de vidrio y a la
oscuridad para maximizar su preservacion.

Solucién madre de yodato potasico (1,006 g/L): Disolver 1,006 g de yodato potasico
(KIO3) en agua desionizada hasta completar 1 litro.

Solucién patrén de yodato potasico yodurado (10,06 mg/L): Tomar 10 mL de la
soluciéon madre de yodato potasico anteriormente preparada, afiadir 1 g de yoduro
de potasio Kl y disolver en agua desinizada hasta completar 1 litro de solucion.

Realizacién de la curva de calibracién: En diferentes matraces aforados de 100 mL
afadir las cantidades indicadas de la solucién patrén de yodato potasico yodurada,
la cual brindara la concentracion de cloro residual equivalente en mg/L. Estas
cantidades se especifican en el cuadro 5 del presente documento.

Una vez se tengan las soluciones de 100 mL se debe transvasar a un Erlenmeyer
de 100 mL que contenga con anterioridad y por menos de un minuto, 5 mL de la
solucion tampon fosfato y 5 mL de la solucion indicadora de DPD. La medida se
realiza en un espectrofotobmetro a 510 nm en celdas de 1 cm.
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Anexo D.

Medio de cultivo - Agar nutritivo.

Britania”

B0212205 [REF]E0212208

Nutritivo Agar

uso

Medio da cultvo utilizado para propdsitos generales, para el sisla-
miente y recuento de microorgenismos con escasos reguerimien-
fos nutricionales.

5w uso estd descripte en procedimientos para el endlisis de sli-
mantos, aguas y ofros mabedales de importancia sanitana.

FUNDAMENTO

Medio de cultivo nutritva no selectivo, en el cusl e plunpeptona y
el axtracto de carne consfituyen |a fuente de carbono, nitrdge-
no y aporien nutrientes para el desamollo bacienano. El agregado
de cloruro de sodio mantiene el balence osmdtico y el agar es &
agenie solidificanie.

Puede ser suplementade con sangre ovina desfibrineda asiénl pa-
ra favorecer el crecimiento de microocrganismos esagenies en sus
reguerimientos nufncionales y pesmite una dare visuslizacidn de
las reacciones de hemdksis.

COMNTENIDD Y COMPOSICION
Cddigo BO212205: envase x 100 g
Cddigo BO212206: amvase x 500 g

FORMULA {en gramos por litra
FLURIPERTOMA
EXTRACTD DE CARNE
CLORURD OE 500K
AGAR
pH FINAL: 72 £ 02

E

[
A

B

—_
I
]

INSTRUCCIONES

Suspender 31 g del polvo en 1 Bro de agua pwificade. Mezcler y
dejar reposar & minutos. Calenfar sgitendo frecuentemente y hendr
1 0 2 minufos haste su disolucidn toiel Distibuir en recipiantes
apropigdos y estenlizer en sufocleve a 121°C durente 15 minutos.
Preparacidn de Agar Sangre: agregar 5-10 % de sangre oving
desfibrinada estdrl (Britasheep) al madio esfemlizedo, fundido y
enfriado a 45-60 "C. Homogeneizar y distribuir en placas de Petn
asigrnias,
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CARACTERISTICAS DEL PRODUCTD

Medio de cultive deshidratedo: color beige daro, homogéneo, likre
deslizamienio.

Mediz de cuftivo preparedo: color Ambar clare ligeramente opales-
cente.

Suplementeda con sangre: color rojo cersmm

ALMACENAMIENTO
Madio de cultwo deshidretedo a 10-35 *C.
Medio de cultvwo preparado & 3-8 °C.

PROCEDIMIENTO

Siembra

En superficie: inoculer directamenta la muastra por estria

En profundided: inocular una alicuota de la muesfre directa o de su
difucidn. Verter un volumen del medio de cultve fundido y enfrisdo
& 40 - 45°C. Homogeneizar mediante movimientos de vavén y ro-
tacitn. Dejar sofidificar.

Incubacion

El tiempo, la tamperatura, y la atmdsiera de incubacdn, dependarén
del microonganismo que 58 qUISTa recUperar.

En general se recomienda:

Becterigs de f8cil cracimients- en aercbiosis, & 35-37° C durante
18 a 24 hores.

Bectesias exinentes en sus reguerimientos nubicionales: en atmis-
fera con 5-10 % de CO,, & 35-37 °C durante 24-48 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Observar las carecterisficas de las colonias.

Parg el medio de cuftivo conteniendo =angre, chsarver |es resccio-
nes de hemdisis:

Hemdlisis alfa: Esis percial de los gldbulos rojos. Sa cbserva un
halo de color verdoso alrededor de |a colonia en estudio. Es debido
& la axidacién de la hemoghobina a metahemoglobina (compuesto
de color verdosao) por el perdeido de hidrdgeno generado por los

MiCToonganismos.
Hemidlisis beta: F=is toie! de los gldbulos rojos. Se ob=erve un helo



Britania”

Nutritivo Agar

dlarp, trillante aredador de la colonia en estudico.

Hemdlisis gamma: ausencia de E=is de los gldbulos rojos. El me-
dio de cultwe no presanta modificacionas de color y aspecto aire-
dedor de la colonia en estudio.

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMDS CRECIMIENTO
Escherichia ool Satisfactonia
ATCC 75077

Suaphydocooous aunus Satisfactoria
ATCC 75073

Entmincoons faecalls Safisfactora
ATCC 212

Psaudomonas acnuginosa Satisfactora
ATCC F7EEQ

Hufritive Agar suplementado con 5% de sangre ovina:

MICRODRGAMISMOE CRECIMIENTD HEMOLISIS
Srepinoocous progRneE Satisfactoeia Bata
ATCC 126156

Srepinooocus preumoniae Satisiacineia Mfa
ATCC B35

Srepincoccus praumoniag Satisfacteia Alfa
ATCT 49E10

CONTROL DE ESTERILIDAD REEULTADD
Macio =in inocul Sin cambsios

MATERIALES HECESARIOS WO PROVISTOS
Equipos y meterial de laborsiono, microorganismos pera control de
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calidad, reactvwos y medios de cultivo adicionales segin regueri-
miento.

PRECAUCIOMES

- Solemente para uso diagndstice in wiro. Uso profesional exclu-
SV,

- M uhilizar el producto =i & recibirlo su envase estd ebierto o da-
fiadao.

- Niy uftilizar el products 5 existen signos de contaminacidn o dete-
rioa, &sl como tampoco =1 ha expirado su fecha de vencmianbo.

- Ufiizar guanies y ropa proteciora cuendo se manipules el produc-
ba.

- Considerar las muestras como podencialmente infeccicsas y ma-
nipularias apropiademente siguiendo las normas de bicsegurided
establecidas por e leboratorio.

- Las ceractesisticas del producto pueden alierarse =i no se conser-
ve eproprademente

- Descartar &l producio que no ha sido utizedo y los desechos del
misma s=qin reglementaciones wigentes

REFEREHCIAS

- MecFaddin. 1885, Media for isolstion-cultwation-identification-
mesnfenance of medical bactena, vol. 1. Williams & Wilkins, Bafi-
micire, bd.

- Downes and o (ed). 2001 . Compendium of methods for the mi-
crobiciogical examination of foods, 4th ed. American Public Health
Association, Washington, DUC.

INDHCACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto haste su feche de vencimienio
Conservar el producto segdn las indicadiones del rdbubo.



