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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se ha realizado dentro del proyecto
CONSOLIDER-TRAGUA, formado por 24 grupos de investigacion en diferentes
areas que abordaron, de una manera integrada, el tratamiento y la reutilizacién
de aguas residuales urbanas depuradas. El objetivo del proyecto era obtener,
desarrollar y validar nuevos procesos de depuracion asi como metodologias
analiticas y de gestion, para conseguir una gestion sostenible del proceso

global de recuperacion del agua.

Los objetivos generales de esta tesis han sido: i) Analizar los métodos
disponibles comercialmente para el recuento de Escherichia coli en aguas,
seleccionar el mas adecuado y desarrollar un protocolo normalizado de
recuento, teniendo como criterio principal la minimizacion de la incertidumbre
asociada al recuento. ii) Desarrollar un modelo matematico general que permita
caracterizar, cuantificar y comparar la cinética de inactivacion de E. coli en
diferentes tipos de aguas. iii) Identificar los potenciales tipos de mecanismos
de inactivacion de E. coli en las aguas residuales tratadas y establecer las
relaciones entre los tipos de mecanismos fisiologicos de inactivacion y las
cinéticas de autodepuracidn observadas. iv) Analizar el efecto de los
tratamientos terciarios, disefiados para eliminar los patégenos u otras
contaminaciones quimicas aun presentes en los efluentes secundarios, sobre
la capacidad de autodepuracion de los efluentes tratados y su utilizaciéon
posterior.

La normativa 1620/2007 para la reutilizacion de las aguas residuales tratadas
establece las concentraciones maximas de Escherichia coli correspondientes a
los diferentes usos. El R.D. especifica que el recuento se debe basar en la
deteccion de las enzimas B-glucuronidasa; por este motivo en este trabajo se
han utilizado los métodos Chromocult y Colilert. Ambos métodos ha resultado
igualmente validos. Sin embargo recomendamos el uso de Colilert porque con
el uso simultaneo de bandejas con limite de deteccion diferente (2000 y 200
NMP/100mL) permite aumentar la precision sin aumentar las diluciones, una de
las mayores fuentes de error experimental (y por tanto de incertidumbre) en el

calculo del niumero de viables.



Otro resultado significativo de esta tesis es el desarrollo y validacion de un
modelo matematico, que puede ser empleado para describir las diferentes
formas cinéticas de inactivacién observadas en los distintos tipos de aguas.
Esta ecuacion, basada en la distribucién de Weibull es muy sencilla:

Log N = Log No- b* t"

El valor del parametro n, permite clasificar las cinéticas de inactivacion en dos
grandes grupos, segun su valor sea mayor o menor que 1. En el primer grupo
(n>1) se encuentran las cinéticas convexas que se observan en aguas limpias
o residuales con tratamientos terciarios en las que la poblacion responde de
forma bastante homogénea y en las que predominan los factores endégenos
(envejecimiento celular). En el segundo grupo (n<l) estan las aguas
contaminadas o residuales sin tratar o con tratamientos secundarios, en las que
la respuesta es heterogénea y en las que predominan los factores exégenos
(microbiota acompafante, toxinas, etc.).

Hay que resaltar que la heterogeneidad de la poblacién ha podido ser medida
por el andlisis del crecimiento de cultivos procedentes de una sola célula en
placas multipocillo utilizando el Bioscreen confirmando la validez de este
meétodo para este tipo de estudios. Los resultados confirman la hipétesis de que
en aguas limpias los factores de inactivacion son endbégenos, como el
envejecimiento, y toda la poblacién se ve igualmente afectada, mientras que en
aguas residuales la accion de los agentes inactivantes exdgenos es selectiva y
la heterogeneidad producida puede ser cuantificada con este meétodo.

Desde el punto de vista tecnolégico podemos destacar una conclusion
interesante de esta tesis ya que hemos comprobado que una regeneracion
exhaustiva elimina los factores de autodepuracién del agua, tornandola
indefensa antes potenciales recontaminaciones, lo que constituye un riesgo
potencial que debe ser tenido en cuenta, por ejemplo en el rellenado de
acuiferos cercanos a nucleos urbanos.

En términos generales podemos concluir por tanto que se han cumplido los
objetivos previstos ya que, tanto el sistema experimental disefiado para medir
la capacidad de depuracién natural de los efluentes, como el modelo
matematico desarrollado para describir cuantitativamente los resultados, son
cientificamente y tecnolégicamente validos.

-VI-
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SUMMARY

This research work is part of the project “CONSOLIDER-TRAGUA”, which
included 24 research groups in different areas. They developed an integrated
approach for the treatment and reuse of urban waste waters. The objective of
the project was to obtain, to develop and to validate new treatment processes,
as well as new analytical and management methodologies, taking into account
criteria such as chemical and biological quality of water and the assessment of
their impact on the environment, to get a sustainable management of the global

process of used water regeneration.

There were two main microbiological issues. The first one was to select a
counting method of E. coli viable cells, accurate and precise; those followed the
governmental rules and were also user-friendly both in the R&D labs and the
treatment plants. The second one was to study the integration of self-
regeneration, a natural process of pathogens inactivation in water, into an
integrated system of tertiary treatments which could be useful to the recovery

and reuse the effluents from secondary treatments.

For these reasons the general objectives of this thesis have been i) To analyze
the commercially available methods to count E. coli in waters, selecting the
most appropriate and developing a normalized protocol for its use, having as
the main criterion to minimize the uncertainty associated to the method. ii) To
develop a general mathematical model, which were able to characterize,
quantify and compare the inactivation of E. coli in different types of waters. iii)
To identify the potential types of inactivation mechanisms present in the waste
waters and to establish relations between those mechanisms and the observed
inactivation kinetics. iv) To analyze the effect of tertiary treatments, designed
to eliminate pathogens and other chemical contaminants present in the
secondary effluents, on the self-regeneration capacity of the treated effluents
and their use.

Those rules are include in the RD.1620/2007 for the reuse of treated waste
waters and establishes the maximum limits for the concentration of E. coli in
waters to be used in urban, agricultural or industrial zones. The rule specifies

that the method to be used for counting E. coli must be based on the detection
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of B-glucuronidase activity. For this reason we have selected the methods
Chromocult and Colilert as the most used commercial methods based on that

principle.

Our results make us to conclude that both methods are equally valid to quantify
the concentration of E. coli in waste waters. However we recommend the use of
Colilert because with the simultaneous use of several trays, with different
detections limits (2000 and 200 MPN/100 ml) it is possible to increase the
precision without increasing dilutions, one of the sources of experimental error
(and uncertainty) in the viable counts. To perform the calculations we have
develop a method that calculates the uncertainty of the MPN, from data
obtained with the simultaneous use of several Colilert trays that is available in
Excel.

Another significant result of this thesis is the development and validation of a
mathematical model, based on the Weibull distribution that can be used to
describe the inactivation kinetics of E. coli in waters. It has the advantage that
one single equation can be used to describe the different kinetics observed in

very different types of waters. The equation is very simple:
Log N = Log No- b* t"

The values of one of the parameters, n, classify the kinetics curves in two big
groups, depending on the relation of n with 1. The first group (n>1) includes the
convex kinetics that are observed in clean waters, from distilled water to
effluents with a tertiary treatment, and the second one (n<1) includes the
concave kinetics observed in contaminated natural waters, waste water and
effluents from primary and secondary treatments. It has been hypothesized that
the two types of kinetics curves observed (convex and concave) are due to the
differential action of two big groups of factors, endogenous and exogenous, that
are distributed unequally in the different types of waters. In natural, clean waters
or effluents with tertiary treatments, the endogenous factors, such as the
cellular aging, would be predominant. In these type of water, the bacteria would
affected in an homogeneous way by the endogenous factors, all the cells would
be similarly altered, the injured cells would accumulated in the population and,
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as the Weibull equation predicts, a convex inactivation kinetics (n>1), with an
initial period without apparent inactivation, and a late inactivation of all the
injured cells would be observed. In natural contaminated water or effluents
from secondary treatments, the exogenous factors (other microbiota, toxins,
etc.) would be predominant and the bacterial populations would be affected in a
selective way, which produces a sequential inactivation of the cells, beginning
with the more sensitive ones and accumulating the more resistant ones that
would be inactivated very slowly. This kind of process determines concave

kinetics (n<1) and produces the tails of resistant bacteria.

To support this hypothesis we have to able to measure these effects, that is, we
have to determine, quantitatively, if a E. coli population incubated in clean
waters was affected in an homogeneous way and, also that a similar population
incubated in affluent or naturally contaminated water showed the selective

effect of the exogenous factors present in those types of water.

This objective has been fulfilled in this thesis thanks to the analysis of the
growth of cultures coming from a single cell, in multiwall plates using the
Bioscreen C apparatus, with a methodology that is called “single cell

microbiology”.

Our results have confirmed the validity of this methodological approach for
these type of studies. The theoretical basis of this approach is i) The population
can be subdivided by dilution into aliquots with only one cell per aliquot. That
will be inoculated into the wells. ii) The cell of each well will initiate its growth
once it is in conditions to do so. The time needed to do so is the lag time. iii)
Lag time depends on two factors, the initial physiological state of the cell, that is
a consequence of its previous incubation conditions and the characteristics of
the new medium and conditions in which it will grow. iv) This physiological state,
has been quantify by Baranyi and other authors to oscillates between 0 (that of
the cells unable to grow) and 1 (that of the cells ready to grow immediately). v)
When the growth conditions are equal in all the wells for all the cells, the lag
time of each cell is a direct estimation of its initial physiological state vi) The
Bioscreen C does not enable the direct measurement of the lag time but

produces an estimation from the detection times, which are the times needed
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for each cells to reach a predetermined population value which is measured
espectrofotometrically. vii) It has been proved that the stochastic distributions of
the detection times that are obtained applying this methodology are related to
the distributions of the corresponding lag times and consequently to the
distribution of the initial physiological states of the individual cells. In this way,
the Bioscreen C results, expressed as detection times can be used to analyze
the initial physiological states of the cells after been subject to different

incubation conditions.

The results obtained applying this methodology have shown the clear
differences existing between bacterial populations incubated in clean water or
in waters with exogenous, inactivating agents. In the first case it has been
observed that the distribution of the detection times at the beginning of the
incubation is symmetric, with a low dispersion, indicating that the population is
relatively homogenous with all the cells showing a similar initial physiological
state. After incubation in clean water, this homogeneity is maintained during a
long time; what changes is the mean of the population, which increases along
the incubation time, indicating that the all the cells of the whole population are
being affected displaying a worse physiological state. However these
physiological alterations are not enough to inactivate the cells and the
inactivation curve is a plateau. After about one month of incubation, when in the
inactivation curve shows that some cells are dying, it can be observed that
groups of cells with very long detections time, that is, with very bad
physiological states begin to appear in the distribution plot.

A complete different pattern occurs with the contaminated water. To begin with,
the initial distribution is only partially equivalent to that of clean waters because
there are some instantaneous effects that can be observed. Just after
inoculation, a more asymmetrical distribution, with a wider dispersion can be
observed. This is the consequence of the action of the exogenous factor,
affecting with different intensity each of the cells, in such a way that, although
some resistant ones maintain the initial and normal physiological state, some
groups of injured cells begin to appear. The asymmetry and dispersion increase
with the incubation time in such a way that, at the end of incubation time the
dispersion of the distribution is ten times greater than the initial one. This
-X]-



pattern is observed both in pond water as in the effluent, but the effects are
stronger and occur earlier after incubation in the effluent. The analysis of the
distributions after a fortnight, when the inactivation curve shows that most of the
cells are already inactivated, shows that a small group of resistant cells with
detection times and physiological states similar to those of the control cells are
still present, but the great majority of the population is included in groups with
very high detection times and very bad physiological states. Taken together
these results support the hypothesis sustained by Peleg and others authors
relating the differences in shape among inactivation kinetics with the different

mechanisms underlying inactivation.

From a technological point of view, we can highlight a conclusion of this thesis:
Our results show that a complete regeneration, for example after a tertiary
treatment, eliminates the inactivating factors present originally in the water.
Consequently the water became defenseless against potential
recontaminations. This is a risk that has to be taken into account specially in the
refilling of aquifers close to urban zones where this kind of recontamination is

possible.

In general terms we can conclude that the objectives of this thesis have been
fulfilled because, both the experimental methodology developed to measure the
self-regeneration capacity of water and the mathematical model used to
describe quantitatively the results are scientifically valid and technologically

useful.
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1. INTRODUCCION
1.1. AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales pueden definirse como las aguas que provienen de las
diversas actividades humanas (1) y que poseen materiales que no son propios
de un agua en condiciones normales, denominados contaminantes, que
provocan el deterioro de los cuerpos de agua y la recontaminacioén de aquellos

gue puedan llegar a ser vertidas sin un tratamiento previo.

Estas aguas por lo general son canalizadas hasta las estaciones depuradoras
donde por varios procesos son eliminados o retirados los elementos no

pertenecientes originalmente a ellas.

Los tipos de contaminacion de las aguas residuales se clasifican en fisicos, que
son los que alteran los factores fisicos y a la biota acuatica pero que por si
MismMos no son toxicos, como son los tensoactivos, los solidos en suspension y
la temperatura; los contaminantes quimicos cambian la concentracién de los
componentes quimicos naturales del agua causando niveles anormales de los
mismos. Generalmente los de tipo industrial, introducen sustancias extrafias al
medio ambiente acuatico, mucho de las cuales pueden actuar en detrimento de
los organismos acuaticos y de la calidad del agua en general. Algunos de estos
son la salinidad, el pH de las sustancias marcadamente toxicas, la
desoxigenacion, y la contaminacion por agentes bidticos, que son los efectos
de la descarga de material biogénico que cambia la disponibilidad de nutrientes
del agua, y por tanto, el balance de especies que pueden subsistir. También el
aumento de materia organica origina el crecimiento de especies heterotrofas en

el ecosistema, que a su vez provoca cambios en las cadenas alimentarias (2).

1.1.1. Clasificacion de las aguas residuales segin su origen urbano o
industrial:

La clasificacion que describimos a continuacion es una version resumida de la

publicada por Seoanez (3)



1.1.1.1. Aguas residuales urbanas

Se puede denominar aguas residuales urbanas a los liquidos procedentes de
las actividades domésticas diarias que tienen en su composicion gran parte de

agua.

1.1.1.1.1. Origen de las aguas residuales urbanas

Las aguas residuales pueden ser originadas por las siguientes causas:
excretas principalmente heces; residuos domésticos tales como detergentes,
pesticidas, sales, grasas, aceites, etc. (4); arrastre de lluvias como el hollin,
polvo, cemento, restos vegetales, etc. y por ultimo infiltraciones (fuga de

tuberias en mal estado o conexiones defectuosas).

1.1.1.1.2. Composicion de las aguas residuales urbanas

a. Composicién quimica:

Las aguas residuales domésticas contienen principalmente proteinas, luego
hidratos de carbono, seguido por los lipidos (grasas y aceites), y por ultimo
compuestos que incluyen fenoles, insecticidas, metales, etc. (5). Los solidos
pueden ser organicos e inorganicos. También contienen gases tales como,
acido sulfhidrico, anhidrido carbonico, y otros gases (acidos grasos volatiles,
derivados del nitrogeno), todos en diferentes concentraciones. Por dltimo, las
aguas residuales proximas a una industria pueden contener liquidos volatiles

como gasolinas, alcoholes, etc.

b. Composicion biolégica:

Las aguas residuales urbanas contienen wuna gran cantidad de
microorganismos vivos incluyendo patdégenos (E. coli , Salmonella, Giardia,
Enterovirus, etc.), que en éste ultimo caso de no eliminarse en forma correcta
puede contaminar el medio ambiente y ser un riesgo para la salud humana (4).
La actividad biolégica de algunos organismos presentes produce

fermentaciones, descomposiciéon y degradacion de la materia organica e



inorganica. Estos microorganismos pertenecen a diferentes grupos tales como

hongos, algas, bacterias, protozoarios, entre otros.
1.1.1.2. Aguas residuales industriales:

Son las que provienen de cualquier tipo de actividad industrial ya sea de
produccion, transformacién o manipulacion de un producto determinado, en las
que se utilice el agua. Por lo tanto, el vertido de estas aguas si un tratamiento
previo, en la mayoria de las ocasiones puede generar un grave problema
ambiental no solo debido a la carga de contaminantes que llevan, sino también
por la gran cantidad de agua que deben liberar (6). Por ejemplo, en el caso de
las industrias quimicas, las metallrgicas, las papeleras, etc., debido a que las
sustancias toxicas presentes en sus vertidos no son facilmente biodegradables
y requieren de un tratamiento previo intenso. Por este motivo, para poder
realizar un tratamiento o una adecuada gestion de los distintos vertidos, es
conveniente realizar una clasificacion de éstos en funcion de sus
caracteristicas, tales como propiedades fisicas y quimicas, y en funcion de

estas va a depender el tipo de sistema de tratamiento que se decida aplicar.
1.1.1.2.1. Clasificacionsegun la naturaleza de sus constituyentes

a) Residuos industriales liquidos con constituyentes minerales, que son
efluentes que contienen fundamentalmente metales (zinc, hierro, cobre,
cadmio, etc), compuestos halogenados y otra serie de sustancias inorganicas
que presentan un elevado indice de toxicidad y peligrosidad. b) Residuos
industriales liquidos con constituyentes organicos: como la celulosa, los
taninos, los compuestos azufrados y clorados, etc.,, que resultan
particularmente dificiles de biodegradar. c) Residuos industriales liquidos con
constituyentes minerales y organicos, que consiste en una mezcla de los casos
anteriores y por ende requieren tratamientos mixtos. d) Residuos liquidos
industriales con caracter radiactivo, que incluyen a efluentes que presentan
sustancias radiactivas que son el resultado de procesos en los que se utilizan
materiales radiactivos tales como reactores nucleares, laboratorios de
investigacion, etc. e) Residuos liquidos industriales que producen

contaminacion térmica, comprenden a los efluentes que provocan cambios de
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temperatura una vez que entran en contacto con el cuerpo de agua (lago,

arroyo, rios, etc.), afectando a la flora o fauna de la misma.

1.2. MICROORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACION F ECAL

Para la identificacion y cuantificacion de bacterias patdgenas y quistes de
protozoos pardasitos requieren no solo de un buen entrenamiento del personal
del laboratorio o responsable de una planta de tratamiento de aguas residuales,
sino también implica tener un equipamiento y materiales basicos de alto costo.
En 1914, el Servicio de Salud Publico de Estados Unidos (U.S.P.H.S.) adopto
al grupo de los coliformes como indicadores de contaminacion fecal en aguas
de bebidas (5). Existen otros microorganismos como Clostridium perfiringens,
Giardia lamblia, Entoamoeba histolitica, etc. que han sido usados para indicar
contaminaciones de origen fecal (7) en la eficiencia del tratamiento de agua
potable, piscinas, jacuzzis, plantas de tratamientos de aguas residuales y en el
deterioro y posterior contaminacion del sistema de distribucién de aguas, etc.

(8).
1.2.1. Criterios que definen un organismo indicador ideal

Muchos microorganismos se han propuesto como buenos indicadores de
calidad de aguas y se siguen buscando indicadores ideales, pero en cualquier

caso deben reunir los siguientes requisitos (5, 8):

* Debe ser un miembro de la microbiota intestinal de animales de
sangre caliente (heces).

» Debe estar presente cuando los patégenos lo estan (aguas
residuales, aguas de desecho, etc.) y ausente en muestras no
contaminadas.

» Debe estar presente en gran cantidad que los patdgenos.

 La capacidad de supervivencia debe ser al menos igual a los
patdgenos (estrés ambiental, desinfecciones en agua potable y
plantas de tratamientos de aguas residuales).

» Tienen gue tener la capacidad de crecer y multiplicarse en el agua.

» Debe ser detectable por métodos faciles, rapidos, de poco costo y
tener un programa de monitorizacion.

* El microorganismo indicador no debe ser un patégeno.



1.2.2. Indicadores microbianos usados cominmente
1.2.2.1. Coliformes totales:

Los coliformes totales son las Enterobacteriaceae lactosa-positivas y
constituyen un grupo de bacterias que se definen mas por las reacciones
bioquimicas o forma de sus colonias caracteristicas en medios selectivos y
diferenciales para su aislamiento que por criterios taxondmicos (8). Este grupo
incluye las bacterias aerobias y anaerobias facultativas, gran-negativas, no
formadoras de esporas, de morfologia bacilar y que fermentan la lactosa con
produccion de gas cuando son incubadas durante 48 h a 30-37°C. A éste grupo

pertenecen Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter (5).

Estos coliformes son eliminados a través de las heces humanas en nameros
altos, pero no todos ellos son de origen fecal. Estos indicadores son muy utiles
para determinar la calidad del agua potable, aguas de recoleccién de mariscos
(shellfish-harvesting waters) y aguas de recreacion. Ellos son menos sensibles
que los virus y quistes de protozoos a factores de estrés ambientales y
tratamientos de desinfeccibn. En las plantas de tratamientos de aguas
residuales los coliformes totales son considerados uno de los mejores

indicadores de la eficiencia de la planta de tratamiento (5).
1.2.2.2. Coliformes fecales:

Los coliformes fecales o coliformes termotolerantes incluyen todos los
coliformes que pueden fermentar la lactosa a 43,5-45,5°C y con capacidad de
crecer en presencia de sales biliares (9). El grupo de los coliformes fecales
comprende las bacterias como E. coli o Klebsiella pneumonae. La presencia
de coliformes fecales indica la presencia de materia fecal procedente de
animales de sangre caliente. Sin embargo los humanos y animales como
fuente de contaminacion no se pueden diferenciar. Algunos investigadores han
sugerido el uso exclusivo de E. coli como un indicador de contaminacion fecal,
ya que puede ser facilmente distinguido de otros miembros del grupo de
coliformes fecales por indicadores enzimaticos como la ausencia de ureasa o la
presencia de B-glucuronidasa (10, 11). Los coliformes fecales muestran un

patrén de supervivencia similar al de las bacterias patégenas, pero su utilidad



como indicadores de contaminacion por protozoos o virus son muy limitados ya
gue son mucho menos resistentes que los quistes de protozoos y virus en los
procesos de desinfeccion. Por tanto la utilizacion de los coliformes como
estandares de calidad de agua es poco fiable en ambientes acuaticos
contaminados con virus y quistes de protozoos, que luego podrian volver a
crecer en agua potable y aguas residuales bajo condiciones apropiadas. Varias
modificaciones metodologicas han sido propuestas para mejorar la
recuperacion de los indicadores, especialmente los coliformes fecales que

hayan sufrido dafios (5).

1.2.3. Escherichia coli

Para la reutilizacion de las aguas residuales tratadas existen unos parametros
que deben ser tenidos en cuenta en el momento de hacer uso de éstas. Dentro
de estos parametros esta la contaminacion fecal y para medirla la legislacion
ha seleccionado la especie indicadora E. coli. La concentracidon en el agua
tratada de esta especie determina el uso a que puede ser destinada,
incluyendo usos urbanos, agricolas, industriales, recreativos o ambientales. Los
valores limite estan fijados en Espafia por una normativa con rango de Real
Decreto (12). En el apartado 1.4 se explican algunos valores que, segun

normativa oficial, se deben cumplir para la reutilizacion de las aguas residuales.

1.2.3.1. Caracteristicas generales:

A pesar de que E. coli ha sido muy estudiada a nivel fisioldgico, genético y
bioquimico, aun se desconoce bastante de su comportamiento en los diferentes
habitats donde puede encontrase. van Elsas, et. al. (13) divide los habitats de
E. coli en primarios, que serian el hombre y los animales de sangre caliente,
encontrandose, por lo tanto, en sus heces; y secundarios, que incluye todos los
demas. Como ya hemos avanzado anteriormente, por su especificidad, esta
bacteria esta considerada como el mejor indice de contaminacién fecal (14-16).
Estos microorganismos se encuentran en todo el mundo, y se han aislado
cepas patogenas de E. coli no solo de enfermos, sino también de agua
corriente, fuentes de agua potable y corrientes de montafia. Los actuales
tratamientos hacen poco probable que E. coli pueda provocar una enfermedad

a través de su transmision por agua potable adecuadamente tratada.



E. coli, pertenece a la familia Enterobacteriaceae y forma parte del grupo
denominado coliformes totales. Desde el punto de vista metodologico E. coli es
considerado tradicionalmente como un coliforme fecal que ademés da positivo
a la prueba del Indol. Aproximadamente el 0,1% de las bacterias intestinales
del ser humano esta representada por esta especie. Su nombre proviene de su
descubridor “ Theodore von Escherich”, quién lo aislo por primera vez en 1885

y lo describi6 como Bacterium coli (15).

1.2.3.2. Supervivencia de £. coli en aguas

Las bacterias se encuentran en diferentes tipos de ambientes y cada especie
se desarrolla de forma Optima en condiciones abidticas y bioticas
determinadas. Sin embargo, las condiciones ambientales en las que viven las
bacterias sufren, en general, grandes cambios tanto estacionales como
circadianos. Algunos de estos cambios que ocurren como en la temperatura, la
irradiacion solar, la disponibilidad de nutrientes hacen que se alternen
situaciones de abundancia y hambruna (feast and famine); por lo general las
variaciones de estos parametros se producen con mayor frecuencia en los
medios acuaticos. Otro motivo por el cual una bacteria debe enfrentarse a
cambios de su entorno es cuando, es transportada desde su habitat natural, es
decir de su estatus de bacteria autdéctona, a uno diferente donde pasa a un
estatus de bacteria aléctona. Un ejemplo, es el caso de E. coli que se
encuentra en forma natural en el intestino grueso del ser humano (15, 17) y

luego de su eliminacion termina en las aguas residuales.

Por lo tanto, la perdurabilidad de las bacterias depende, en gran medida, de su
capacidad supervivencia en condiciones adversas. En el caso de las bacterias
su ciclo de vida esta constituido por dos estados morfogenéticos; un estado
“activo” o fase de crecimiento y un estado “de latencia” (stand-by) o fase de
supervivencia. La alternancia entre estos dos estados les permite crecer
cuando las condiciones son Optimas y permanecer “dormidas” a la espera de
nuevas condiciones favorables (18). Por lo tanto, es muy importante conocer
cudles son los factores que afectan la fase de supervivencia en éste caso de
E. coli en las aguas sobre todo residuales.



Las aguas dulces muestran una marcada actividad bactericida hacia las
bacterias entéricas. Asi también se han realizado una gran cantidad de
estudios de factores fisicoquimicos tales como la luz, la temperatura, el pH y la
toxicidad por metales pesados, que se cree tienen un alto impacto en la
mortandad bacteriana (19-21). Ademas de éstos factores, recientemente se
han centrado en los mecanismos biocendticos tales como la competicion,
alelopatia, infeccion por fagos y predaciéon, que estan involucrados en los

fendmenos bactericidas en las aguas naturales (2, 22, 23).

Muchos autores han deducido que la luz visible tiene un efecto negativo en las
células de E. coli en aguas dulces (19, 24, 25). Esto fue demostrado por la
disminucién en el nimero de células de E. coli activos metabdlicamente.
Algunos estudios sugieren que la luz visible provoca una disminucion en el
transporte activo de aminoacidos marcados en bacterias entéricas. Otra
explicacion, del dafio subletal inducido por la luz solar es la acumulacion de
peréxidos y otros toxicos debido a foto-oxidacion UV-B de la materia organica.
También la temperatura tiene un efecto sobre la supervivencia de E. coli en
agua de rio, que fue inversamente proporcional para temperaturas de 5°C a
15°C (22).

En relacion a las interacciones entre las bacterias aléctonas y la microbiota
natural son complejas y poco comprendidas. Aunque la competicion con las
bacterias autdctonas por sustratos y antibiosis presentes en el medio podrian
afectar la reduccion de la poblacién de coliformes, hay casos en que se ha

observado estimulacion.

Tampoco en el caso de los bacteriéfagos es muy claro el efecto de los mismos
sobre las poblaciones bacterianas. Varios trabajos han descripto la fuerte
correlacion entre E. coli y el nimero de colifagos (26, 27), sin embargo también

hay investigaciones que indican lo contrario (22, 28).

Varios estudios contemporaneos hacen hincapié en la importancia del rol de los
protozoos en el control de la poblacion bacteriana. Se ha demostrado usando

marcadores fluorescentes para bacterias, que los protistas flagelados y ciliados



ingieren y digieren las bacterias entéricas tanto en muestras de agua dulce

como marina (28).

Dafos Descripcion

Estructura Dafios en la estructura enzimatica
Dafios en el material genético
Dafios en los componentes estructurales de la membrana
Dafios en los componentes estructurales de la pared
celular
Dafio estructural de fibrilas celulares
Actividad Inhibicidn de la actividad enzimatica
Interferencia en la sintesis de carbohidratos
Interferencia en la sintesis de lipidos

Interferencia en la sintesis de proteinas

Tabla 1.1- Dafios de los compuestos téxicos sobre la s estructuras y
actividades esenciales de una bacteria. Fuente: Ger  ardi (16).

En relacion de los compuestos solubles toxicos Gerardi (16), en el 2006 hizo un
esquema de los posibles dafios que podrian causar a las estructuras

bacterianas y actividades esenciales de una bacteria (ver Tabla 1.1).

1.3. DEPURACION DE LAS AGUAS RESIDUALES

Entre los afios 1866 y 1872 en Inglaterra las enfermedades transmitidas por el
agua como el coélera produjeron miles de victimas, especialmente en Londres
(29). A medida que se tuvo mas conocimiento y conciencia de la importancia
del papel de los microorganismos relacionados con estas enfermedades, llevd
a un aumento de la demanda por el tratamiento de las aguas residuales.
Después de que 1849 Snow (30) demostro la transmision del colera a través de
aguas contaminadas por aguas residuales, se tomO conciencia de que las
aguas residuales eran transmisoras de enfermedades y por lo tanto un
problema que resolver. Luego, la aprobacién de proyectos de ley tendientes a
paliar esta situacion alenté la construccion de plantas de tratamientos de aguas
residuales. Para finales del siglo XIX la Comision Real Britanica sobre la
eliminacion de aguas residuales (British Royal Commission on Sewage
Disposal) propuso fijar unos parametros y limites que las aguas residuales

tratadas debian tener tales como, menos de 30 mg/L de sélidos suspendidos y
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20 mg/L para la demanda bioquimica de oxigeno (DBO). La utilizacién de las
plantas de tratamiento de aguas residuales empez6 a comienzos del siglo XX
(5, 29).

En la actualidad es conocido que los principales contaminantes de las aguas
residuales son los compuestos organicos biodegradables y volatiles,
xenobidticos recalcitrantes, metales toxicos, solidos suspendidos, nutrientes
(nitrégenos y fosforos), microorganismos patdgenos y quistes de
parasitos (5, 16).

1.3.1. Procesos del tratamiento de las aguas residuales

En muchos paises desarrollados, casi todos los desechos que se propagan en
las aguas provenientes de los hogares, empresas, fabricas y la afluencia de las
tormentas, fluyen por una red de conductos de alcantarillado hacia las plantas
de tratamiento de aguas negras o aguas residuales. Las aguas negras basicas
que llegan a una planta de tratamiento suelen ser sometidas a diferentes
niveles de tratamientos (31). Con el tratamiento de las aguas residuales se
busca la eliminacion, degradacién o modificacion de los contaminantes que

presentan para su posterior retorno al ciclo hidrico (32).

El tratamiento fisico incluye cribado (screening), sedimentacion, filtracion o
flotacion; mientras que los métodos quimicos incluyen desinfeccion, adsorcion
0 precipitacion. El tratamiento biologico incluye la actividad microbiana, la cual
es responsable de la degradacién de la materia organica, reduccion de la DBO

y eliminacién de nutrientes (1, 33).

El caso de los vertidos industriales es diferente a la linea convencional de
tratamientos de aguas residuales urbanas porque, con mucha frecuencia, la
materia organica no es el contaminante clave ni estd muy presente en los
vertidos. Sin embargo, el paralelismo entre ellas se mantiene en los

tratamientos mas completos.

Algunos de los vertidos industriales so6lo requieren una neutralizacién. En el
caso de la salinidad remanente no constituye en la mayoria de las situaciones
un problema fundamental para los cauces receptores del efluente. Para la

mayoria de aguas diluidas y no toxicas, es suficiente un proceso que incluya
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tratamiento primario y secundario. En otros casos es preciso afadir un
tratamiento terciario que lleve la calidad del agua a una mayor calidad genérica
o bien que elimine algin contaminante remanente. En el caso de aguas
residuales conteniendo compuestos tdxicos es preciso un pretratamiento
especifico antes de pasar el agua al proceso convencional. Esto es
especialmente asi cuando las aguas industriales pueden ser aceptadas para su
tratamiento en una planta colectiva o0 municipal, no preparada para recibir estos

compuestos.

Los tratamientos especificos son necesarios para efluentes ricos en metales
pesados, pesticidas y otras sustancias que atravesarian facilmente el
tratamiento primario e inhibirian el tratamiento bioldgico. También es razonable
su aplicacion para efluentes de poco volumen, ricos en materias no
degradables, ya que es mucho mas econdémico eliminar un contaminante
especifico de un efluente de poco volumen y concentrado que de uno
voluminoso y diluido. Los procesos especificos incluyen precipitaciones,
absorciones en carbén activo, oxidaciones, “stripping” con aire 0 vapor,

intercambio i6nico, 6smosis inversa y electrodialisis (34).
1.3.2. Las etapas del tratamiento de las aguas residuales
1.3.2.1. Tratamiento preliminar:

El objetivo de esta parte inicial del procesamiento de un efluente es la
eliminacion de los residuos y materiales gruesos que pueden obstruir los

equipos utilizados en una planta de tratamiento (ver Fig. 1.3).

Los procesos especificos en el pretratmiento incluyen la utilizacion de distintos
tipos de equipos: rejas, tamices autolimpiantes, microfiltros, que retienen los

sélidos de mayor tamario (34).
1.3.2.2. Tratamiento primario:

Este tratamiento es realizado mediante procesos fisicos tales como el cribado y
la sedimentacion. Durante el tratamiento primario de las aguas residuales se
emplean filtros y un tanque de piedra que tiene por objetivo la eliminacion de

los objetos flotantes de gran tamafo y permitir la decantacion de sélidos como
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la arena y la roca (ver Fig. 1.3). A continuacion fluye la corriente de desechos a
un tanque de asentamiento primario, en donde los sélidos organicos

suspendidos sedimentan como lodo (31, 33).
1.3.2.3. Tratamiento secundario:

Incluyen procesos biolégicos tales como, el lodo activado, filtro percolador y
lagunas de oxidacion; y quimicos como la desinfeccion (ver Fig. 1.3). La
eliminacion de los nutrientes se realiza durante este tratamiento de las aguas

residuales.

Consiste en un proceso biologico en el cual las bacterias eliminan el 90% de
los desechos organicos disueltos y biodegradables con consumo de oxigeno.
El objetivo principal en el caso del agua residual doméstica o urbana es la
reduccion fundamentalmente de la materia organica y DBO (32), asi como la
eliminacion de nutrientes como el nitrogeno y el fosforo (33). La eliminacion de
compuestos a nivel de traza que puedan resultar toxicos también puede

constituir un objetivo de tratamiento (5, 16).
1.3.2.3.1. Biodegradabilidad

Se sabe que gran parte de las sustancias que transporta el agua residual, ya
sea disuelta, suspendida o coloidal, es materia organica (como carbohidratos,
lipidos y proteinas), la cual en una parte importante es biodegradable (5, 30).
La biodegradabilidad de estas sustancias es la propiedad que permite que las
aguas residuales puedan ser depuradas por medio de microorganismos, que
utilizan estas sustancias como alimento y fuente de energia para su

metabolismo y reproduccion.

Dependiendo de las caracteristicas de los compuestos organicos y de la
capacidad de que éstos puedan ser degradados por los microorganismos,
determinan o condicionan en gran medida la viabilidad de un tratamiento
biolégico de un efluente determinado (ver Fig. 1.1). La materia organica

biodegradable puede dividirse en dos grupos: rapidamente biodegradable y
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lentamente biodegradable, tanto la primera como la segunda pueden
presentarse en estado soluble o particulas (30). Aunque un agua residual
presente materia organica natural no significa que la biodegradacién sera facil,
porque hay elementos como las grasas y aceites que en ocasiones son dificiles

de degradar.

Agua Residual

Biodegra-
dabilidad
No Si
Parcialmente
Oxidaciones Biodegradable Tratamientos
Avanzadas Bioldgicos

Requerimiento
No g ®
para

reutilizacion

Si

Efluente

Fig. 1.1- Posible estrategia para seleccionar el mé todo adecuado para
obtener un agua con caracteristicas de reutilizaci6  n. Fuente: Osorio (30).

Mediante el proceso biologico que ocurre en una planta de tratamiento en
funcion de que la materia sea facil o lentamente biodegradable da como
resultado final la materia inerte (ver Fig. 1.2).

La materia facilmente biodegradable estaria formada por las moléculas de
pequefio tamafio (acido acético, glucosa, etanol, etc.) que a medida que son
degradadas por los microorganismos, da como resultado final el aumento de la
poblacién al ser utilizadas como fuente de alimentacion. La materia lentamente
biodegradable esta formada por moléculas de gran tamafio en cuyo proceso de

degradacion estan involucradas las enzimas extracelulares liberadas por los
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microorganismos que las hidrolizan convirtiendolas en materia de facil

degradacion.

Materia lentamente biodegradable
Hidrolisis
Materia facilmente biodegradable

Crecimiento biologico

Biomasa

Desaparicion de biomasa

Materia inerte

Fig. 1.2- Proceso bioldgico en una planta de tratam iento de aguas
residuales. Fuente: Osorio (30).

1.3.2.4. Tratamiento avanzado o terciario:

Durante este proceso se usan procesos fisicos y quimicos para disminuir la
DBO, eliminar patdgenos, parasitos y a veces sustancias téxicas (ver Fig. 1.3).
Con este tratamiento se busca la reduccién de un 85% de la concentracion del

agente contaminador (32).

Antes de realizar la descarga de un efluente tratado (primario, secundario o
mas avanzado) se suele someter a un blanqueo por cloracion por dos motivos:
uno para aclarar el agua y el otro para realizar una desinfeccion que tiene por
objetivo la eliminacion de las bacterias y algunos virus. Sin embargo, en la
actualidad ya se usan otros desinfectantes, como el ozono, la luz ultravioleta,
osmosis inversa y otros (5, 30, 35). Son mas costosos y sus efectos no duran

tanto como el clorado.
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Fig.1.3- Esquema de tratamientos de aguas residuale s. Fuente: Bitton (5).

1.3.2.4.1. Microfiltracion:

La microfiltracion, la ultrafiltracion y la ésmosis inversa (que se desarrollara
mas adelante) son métodos parecidos que difieren sélo en el tamafio de las
particulas a separar y en el tipo de membrana usada (ver Fig. 1.4). La
membrana consiste en una pelicula delgada que separa 2 fases y actia como
barrera selectiva al transporte de la materia (30). Los compuestos liquidos son
conducidos sobre la superficie de la membrana y bajo la accidén del gradiente
de presion algunas particulas o especies permean la membrana, mientras otras

son mas o menos retenidas (36).

El término microfiltracion se usa cuando particulas de diametros 0,1 a 10 um
se separan de un disolvente, otros componentes de bajo peso molecular y
patdogenos de gran tamafo (32). Por lo tanto el tamafio de los poros de las
membranas microporosas simétricas son de 0,1 a 10um y se usan diferencias
de presion de 0,1 a 2 bars (36).

El mecanismo de selectividad es anélogo a un efecto tamiz; es decir, existe un
tamafo aproximado de moléculas o particulas a partir del cual las moléculas
mayores son retenidas por la membrana (rechazo), mientras aquellas de
tamafio inferior la atraviesan acompafadas por el disolvente (filtrado o
permeado). Es preciso destacar que la selectividad cambia cuando una capa

dindmica se deposita sobre la membrana. Esta capa puede ser mucho mas
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selectiva que la propia capa activa, por lo que es comun operar con una

membrana de microfiltracién con una selectividad de ultrafiltracion.

El desarrollo industrial de la microfiltracion en el tratamiento de aguas esta
intimamente ligado al valor del flujo especifico de permeado y al grado de
dificultad que presente la regeneracion de la membrana. La principal limitacion
reside en los problemas de colmatacion dificilmente reversibles que dependen
a la vez del tipo de membrana utilizada y de la naturaleza de las aguas a tratar
(27).

La filtracion a través de membranas es empleada en la actualidad a gran
escala, para clarificar efluentes fisiolégicos (eliminacion de precipitados en
suspensién o retencion de microorganismos), fraccionar, concentrar o purificar
las soluciones macromoleculares en las industrias alimenticia y farmacéutica, y
tratar efluentes industriales (produccién de agua potable, separacion de aceite-

agua, recuperacion de pinturas).

1.3.2.4.2. Osmosis inversa

Cuando el disolvente de una solucion pasa a travées de una membrana
semipermeable, mientras que los demas componentes o solutos quedan

retenidos (ver Fig. 1.4) se denomina a éste fendmeno ésmosis inversa (37).

Por lo tanto, para que exista flujo a través de una membrana deber haber una
diferencia del potencial quimico a ambos lados. Por ejemplo, si se tuviera agua
a ambos lados de una membrana, para que exista un flujo a uno de los lados
se deberia afadir sales para formar una solucion, de esta manera el agua
circulara del lado del agua pura hacia el de mayor concentracion, intentando
igualar los potenciales quimicos por el efecto de la diferencia de presiones.
Este flujo terminaré una vez que llegue al equilibrio entre ambos lados. En este
momento, la diferencia de altura entre las dos columnas liquidas

corresponderia a la presiéon osmatica de la solucion.

Posteriormente si uno ejerce una presion sobre la columna mas elevada, el
agua circulara en sentido inverso al anterior. El flujo inverso creado a través de

la membrana mediante la sobrepresion, hard aumentar el volumen de agua
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pura a expensas de la solucion. Es por este motivo que a este ultimo fenémeno

se le llama 6smosis inversa.

Por lo tanto, el poro debe tener unas caracteristicas fisicoquimicas
determinadas para que permita el paso selectivo del agua y el rechazo de las
sales disueltas. El flujo de agua se puede aumentar incrementando la presiéon
exterior aplicada, sin que esto represente mayor paso de sales. Por
consiguiente, con mayor presion se obtiene una mayor calidad del agua
producida. Sin embargo, la mayor presion significa un mayor coste de energia
y de disefio de la instalacion para conseguir y resistir esta mayor presion (34).

Con la 6smosis inversa se logra una eliminaciéon completa de sales (30), iones
tales como nitratos, sulfatos, fosfatos, etc., asi como también la presencia de

microorganismos presentes en un agua (37).

Macromoléculas Solidos suspendidos

Solides Suspendidos Microorganismos Patogenos

Membrana (0,2 pm) Membrana (0,005-0,1 um)
Agua Sales Macromoléculas Virus Bacterias Agua Sales
MICROFILTRACION ULTRAFILTRACION

Sales Macromoléculas Microorganismos

Membrana (<0,0001 um)

Agua

OSMOSIS INVERSA

Fig.1.4- Comparacion de diferentes tipos de filtrac iones a través de
membranas. Fuente: Murillo, et. al. (32).

1.3.3. Autodepuracion

La autodepuracion es un fendmeno biologico conocido desde los albores de la
microbiologia (38) y su utilizacion para regenerar aguas tiene una serie de
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ventajas pero también inconvenientes. Entre las primeras se encuentra la
eliminacion o supresién de los contaminantes, gracias a la interaccion de
compuestos organicos e inorganicos y los seres vivos que se encuentran en el
agua residual, siendo un proceso en el cual se requiere escaso control
operacional (sencillez tecnoldgica), con bajo coste econdémico y reducido
impacto ambiental. Entre los segundos pesa mucho su escasa fiabilidad,
debida a la complejidad bioldgica de los procesos subyacentes que tornan muy

imprecisas las predicciones sobre sus resultados.

Por todo ello, la utilizacion de la autodepuracién como proceso Unico a emplear
en la regeneracion de aguas desde el punto de vista microbiano esta
descartada en la mayoria de los casos y Unicamente se suele considerar su
aplicaciébn como proceso complementario que puede mejorar los resultados de
los tratamientos terciarios de forma barata y sencilla. En cualquier caso, una
utilizacién racional de la autodepuracién dentro de un proceso industrial de
regeneracion de aguas residuales requiere la elaboracion de un modelo
matematico predictivo que permita integrarlo dentro del proceso de tratamiento
terciario integral, de forma que aprovechemos sus ventajas superando sus
limitaciones. Para ello es necesario obtener un conocimiento de cuales son los
mecanismos bioldgicos subyacentes al fendmeno, evaluar cuantitativamente
cual es la aportacion de cada uno de ellos al proceso global y cuantificar
también el efecto de las condiciones ambientales mas relevantes sobre su

actividad depuradora.

A pesar que la descontaminaciéon a lo largo de una retencion en un tiempo-
espacio posibilita que un agua con condiciones de contaminacion recupere sus
caracteristicas originales, aunque no en su totalidad, el proceso de la
depuracion es complejo y en él participan mecanismos biolégicos vy
fisicoquimicos muy diversos. Los mecanismos que se consideran mas
relevantes son la predacion, competicion por nutrientes, toxinas bacterianas y
el envejecimiento y eventual lisis celular. Los microorganismos responsables

son los protozoos bacterivoros, las bacterias heterétrofas, bacteriéfagos, otras
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bacterias competidoras, hongos y factores fisicoquimicos como el pH,

temperatura, la luz, los metales pesados, entre otros (3, 22, 39).

Un método para observar y medir la capacidad de autodepuraciéon vy
supervivencia de E. coli de un agua con tratamiento secundario, consiste en
inocularla con una poblacion de E. coli o cualquier otra especie que queramos
ensayar, hasta alcanzar una poblacién inicial cercana a las 10’ UFC/mL. La
inoculacién se realiza para elevar la poblacién inicial de los efluentes
secundarios, que no suele superar las 10° UFC/mL (40), y poder estudiar la
cinética de desaparicion con mayor precision, ya que el analisis microbiolégico
de poblaciones pequefias, cercanas al limite de deteccién de los métodos

empleados, implica una mayor incertidumbre de los datos.

A pesar de ser la clave para la optimizacién del rendimiento, hasta la fecha, la
comunidad biolégica —motor de la autodepuracion de las aguas residuales- ha
sido objeto de poca investigacion. Algunos autores han desarrollado estudios
sobre la autodepuracion de aguas residuales, utilizando microorganismos

encontrados en las mismas aguas como indicadores de la calidad (41-44).

1.4. LEGISLACION ESPANOLA PARA USOS DE AGUAS REGENE RADAS

Desde hace 6 afios ha entrado en vigencia el RD 1620/2007, que establece el
régimen juridico aplicable a estos procesos. En él se incluyen con detalle los
criterios de calidad, quimicos y microbioldgicos (E. coli) que debe cumplir el
agua regenerada para ser reutilizada en los diferentes ambitos, urbanos (0-200
UFC/100mL), agricolas (100-10.000 UFC/100mL), industriales (0-10.000
UFC/100mL), recreativos (200-10.000 UFC/100mL), ambientales (0-100
UFC/100mL) y la metodologia de analisis que debe ser seguida para asegurar
el cumplimiento de dichos criterios (12). EI Real Decreto con los valores

detallados para el caso E. coli se puede leer en el anexo 1.

Desde luego, la regeneracidon no es el Unico proceso que se puede utilizar para
disminuir el déficit hidrico. Otras alternativas, como la desalacion o los
trasvases, ya estan siendo utilizadas con ese fin. No obstante, son procesos

gue aungque econdémicamente puedan resultar competitivos, presentan otros
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problemas medioambientales, energéticos y estructurales, que pueden ser
bastante significativos, y que hay que tener en cuenta. Todas estas
consideraciones han debido pesar en la fijacidn de objetivos en politica hidrica
por el Gobierno espafiol, que ha decidido promover la regeneracién y
reutilizacion de aguas residuales. Asi queda explicitamente afirmado en el texto

refundido de la Ley de Aguas (12).

1.5. MODELOS MATEMATICOS

La aplicacion de modelos mateméticos no solo ayuda en la organizacién de
grandes cantidades de datos obtenidos de los experimentos, sino ademas
permite interpretar y comprender mejor el comportamiento en forma general o
individual de las poblaciones bacterias. Si los modelos pueden ser
desarrollados para predecir adecuadamente la inactivacion bacteriana, también
podria predecir que carga bacteriana puede eliminarse en un determinado

tiempo de un sistema.

En el caso de la microbiologia predictiva, ésta permite anticipar el efecto del
cambio de determinados factores medioambientales sobre el crecimiento o
inactivacion de los microorganismos, y se sustenta en el desarrollo de modelos

matematicos o probabilisticos de segunda generacion.

En ésta disciplina se combinan elementos de microbiologia, matematicas y
estadistica para desarrollar modelos que describan y predigan
matematicamente el crecimiento o muerte de los microorganismos, cuando se
les somete a condiciones medioambientales especificas (45). Se basa en la
premisa de que las respuestas de poblaciones de microorganismos a factores
medioambientales son reproducibles y que por lo tanto es posible, interpolando
entre puntos, predecir el comportamiento de esos microorganismos para

condiciones que no han sido ensayadas (46).
1.5.1. Clasificacion de los modelos microbiolégicos

Para la microbiologia predictiva el concepto de modelo primario es

fundamental. EI modelo primario tiene por objetivo definir y describir con
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precision las distintas etapas de crecimiento microbiano teniendo en cuenta los
factores posibles, es decir la respuesta de los microorganismos a un Unico
conjunto de condiciones particulares de entorno y cultivo en el tiempo. En
general los modelos primarios permiten diferenciar las tres fases de una curva
tipica de crecimiento bacteriano (Fig. 1.5) que se denominan, fase de latencia,
fase exponencial, y fase estacionaria que eventualmente puede acabar en una
fase de muerte (47). Durante la dltima década se ha desarrollado una nueva
generacion de modelos para describir curva de crecimiento de bacterias, tales
como el modelo de Baranyi, el modelo de Buchanan (Trifasico), y el modelo de

in6culo heterogéneo (48), entre otros.

A diferencia del modelo primario, el secundario describe los efectos de las
condiciones ambientales (fisicos, quimicos, bibticos), en los valores de los

factores de un modelo primario.

Por dltimo se encuentran los modelos terciarios. Historicamente comenzaron a
llamarse terciarios a los modelos secundarios que incluian mas de una
condicion ambiental, por ejemplo, a los modelos polinomiales que permitian
predecir el valor de pu a unos determinados valores de pH, T y actividad de
agua. Hoy en dia se suele considerar terciarios a los programas de ordenador
que tienen por objetivo la transformacion de los modelos de nivel primario y
secundario en programas de facil manejo para los usuarios finales del modelo.
Estos programas facilitan notablemente el calculo las respuestas de los
microorganismos a condiciones cambiantes, comparar los efectos de las
diferentes condiciones o0 contrastar el comportamiento de varios
microorganismos (48). En este sentido a base de datos Combase es un
excelente ejemplo de modelo terciario en ambos sentidos ya que es una
herramienta informatica basada en modelos matematicos terciarios (en sentido
historico). Por contraste “Dmfit web edition” es otra util herramienta informatica
disponible en la red, y en ese sentido podria considerarse un modelo terciario,

pero utiliza solamente los modelos primarios de Baranyi y el de Buchanan.
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Fig.1.5- Fases de una curva tipica de crecimiento bacteriano. Fuente:
Mckellar y Lu (48).

1.5.2. Modelos de supervivencia

En la actualidad existen varios modelos matematicos que pueden usarse para
modelar y comprender la capacidad de supervivencia de los microorganismos,
sobre todo aplicados en alimentos donde es fundamental conocer la seguridad
del suministro y consumo de los mismos. Asi también, estos modelos pueden
aplicarse para describir la capacidad de supervivencia de otros
microorganismos no patégenos como E. coli en otros tipos de medios como en

nuestro caso en muestras de diferentes tipos de aguas.

A continuacion se detallaran brevemente los diferentes modelos de
supervivencia desde el enfoque lineal hasta los mas complejos para describir

las curvas de inactivacion que se desvian de la linealidad.

1.5.2.1. Modelo Clasico Lineal

Para la descripcion de los modelos seguimos el formato desarrollado por
McKellar (48).

Este modelo se basa en que tras la exposicion de una poblacion bacteriana a
un factor inactivante uniforme como la temperatura, el nimero de células
bacterianas afectadas disminuye exponencialmente con el tiempo. Es decir, la
velocidad de inactivacion es proporcional al nimero de células que todavia

estan vivas.
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La cinética de inactivacion de primer orden viene dada por la siguiente

ecuacion:

dS; Ecuacién 1
— = —K'S
dt t

Donde S: es la relacion de supervivencia (Nt/No) y kK’ es la tasa especifica de

inactivacion.

Integrando esta ecuacion diferencial se obtiene la ecuacion general que

representa este modelo:
N = Nye Kt Ecuacion 2
Aplicando logaritmos se lineariza la ecuacion:
Log N = LogN, — (kLn)t Ecuacion 3

Obteniéndose la ecuacion:

Log N = LogN, — k't Ecuacion 4

Dénde:

No: Poblacion de bacterias en el tiempo O.
N: Poblacion de bacterias en el tiempo t.
k': Tasa especifica de muerte (para logaritmos decimales).

t: Tiempo
Cuando se expresa en logip y k=Kk'/Ln10, se obtiene la siguiente ecuacion:

ds .,
D¢ _ _kt Ecuacion 5
dt

Una ventaja de este modelo tan simple es que permite calcular el valor D, que
es el tiempo que hace falta mantener una poblacién a una temperatura letal

para que la poblacion disminuya una unidad logaritmica (Fig. 1.6).
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Fig. 1.6- Descripcion geométrica del valor de D. Fu ente: McKellar y Lu
(48).

D es un parametro ampliamente utilizado en la industria ya que permite calcular
muy facilmente el tiempo que hay que mantener la temperatura letal constante

para alcanzar uno objetivo de esterilizacién Nt a partir de una carga microbiana

inicial No:
t =D (Log N — LogN,) Ecuacion 6

La base teodrica para asumir el comportamiento logaritmico en la inactivacion
de las bacterias asume dos premisas (Ec. 1): 1) La muerte celular se debe a la
inactivacién de un solo sitio critico de la célulay 2) La poblacion bacteriana se
considera homogénea, es decir todas las células de la poblacion estan sujetas

al proceso inactivador con la misma probabilidad.
1.5.2.2. Modelos no lineales

1.5.2.2.1. Cinéticas de inactivacion no lineales

Los reportes de las curvas no lineales de supervivencia no son nuevos, ya que
se han descrito de algunas bacterias hace casi 100 afios. Por lo general,
existen dos clases de curvas no lineales, unas que tienen un hombro, es decir
una fase de aparente latencia antes de su inactivacion y la otra que presenta

una cola.

Estos dos casos pueden presentare juntos o con otras cinéticas tales como la

inactivacion bifasica.
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1.5.2.2.2. Modelos con hombros y colas.

a. Enfoque lineal

Muchos investigadores han reportado curvas de inactivacion que presentan
una fase de adaptacion o regidon hombro (shoulder) antes de entrar a una fase
de inactivacion exponencial. Para estos tipos de comportamientos fue

desarrollado por Whiting un modelo lineal simple (48):

log Ng Ecuacion 7

togN = {log No — (%) (t—ty)

Donde, ti. es la fase de adaptacion antes de la inactivacion.

La fase de adaptacion o la region hombro de las curvas de supervivencia son
muy variables, por lo que desarrollar modelos secundarios para describir la
influencia del medio ambiente sobre dichas fases es muy dificil.

b. Enfoque no lineal

Las cinéticas de inactivacion compleja requieren el uso de funciones
matematicas no lineales. Si bien es cierto que la regresion lineal se puede
realizar facilmente a través de programas de hojas de calculo o software que
incluyen la regresion lineal, la regresion no lineal también se puede realizar a
través de un proceso interactivo mas complejo, como el que utiliza la

herramienta Solver de Excel.

Una de las formas mas comunes de supervivencia, son las curvas
semilogaritmicas concavas, que no presentan una fase de adaptacion y tiene

una cola. Esta funcion puede ser representada por la siguiente ecuacion:

1 tP Ecuacién 8
0g— = —
8N, D

Donde p es la potencia. Una curva concava se produce cuando p<l y una

forma convexa cuando p>1.
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1.5.2.3. Distribuciones

Recientemente se ha introducido la nocion de distribucién estadistica en el
modelado de supervivencia de las bacterias. Este abordaje esta basado en la
idea de que los eventos letales son mas probabilisticos que deterministas, y
gue cuando se tiene una gran poblacion inicial de células, se puede usar una
funcién continua. En el caso de la curva de supervivencia de una célula, es una

funcién de paso, donde la célula puede estar viva 0 muerta:

1 (viva) t <t Ecuacion 9
0 (muerta) t=>t,

510 = |
Donde t. es el tiempo de inactivacion.
Como ya hemos dicho, la inactivacidon de microorganismos por calor y otros
meétodos fisicos ha sido tradicionalmente descrita por una cinética de primer
orden. Es un modelo de aproximacion donde se predice que el logaritmo de la
poblacion disminuye linealmente a medida que el tiempo aumenta. Por tanto, la
disminucion de las células viables en relacion al tiempo, dN/dt, seré igual al
namero de células vivas, N, multiplicando por la probabilidad de morirse, k
(Ec.2 y siguientes).
Cuando las curvas de supervivencias no son lineales, el valor k es usualmente
determinado teniendo en cuenta las partes lineales de la curva de
supervivencia. Esto obviamente no es un método conveniente y se traduciria
en mas o menos valores en funcibn de las formas de las curvas de
supervivencia. Con los afios se han propuesto varios modelos para describir las
curvas de supervivencias no lineales como las de Cerf, Gompertz (modificado),

log-logistic, Baranyi y el modelo Weibull (49).

1.5.2.3.1. Modelo de Weibull

El modelo matematico de la ecuacion exponencial negativa que asume la
cinética de primer orden no explica los numerosos casos en los que no hay
inactivaciéon en tiempos cortos ("offset”) o en los que ésta deja de ocurrir a
tiempos largos (“tailing”) que hemos observado en nuestros efluentes, en los
que la representacion del logaritmo de las bacterias supervivientes no es una

linea recta sino una curva con una larga cola que debe ser tenida en cuenta.
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Unos modelos matematicos que describen bien este efecto “cola” y que
ademas ofrecen una explicacion de este efecto, son los basados en el uso de
distribuciones estadisticas tipo Weibull que en los ultimos tiempos ha ganado
popularidad debido a su simplicidad y flexibilidad, cuya aplicacion implica que
consideramos que la poblacion es heterogénea en relacion al caracter
estudiado. En este caso, como lo que se mide es la supervivencia de las
bacterias a lo largo del tiempo, la premisa basica del modelo es que cada
bacteria tiene su propio tiempo de supervivencia en las condiciones
experimentales estudiadas, y que la variabilidad de ese tiempo puede ser
descrita por la distribucion de tipo Weibull (50). Este modelo, ademas, permite
describir tanto las cinéticas convexas, con un periodo inicial sin aparente
inactivacion, como las concavas en las que no se consigue una inactivacion
completa. En este trabajo de investigacion hemos aplicado una distribucién tipo
Weibull a nuestras curvas de depuracion. Se trata de una ecuaciébn muy

sencilla:

N = N,yeb*t" Ecuacion 10
Aplicando logaritmos:

N .
Log — = —b * t" Ecuacion 11
NO

Despejando LogN:

LogN = LogNy — b = t" Ecuacion 12

Donde:

No: Tamario del inéculo.

N: Numero de sobrevivientes en el tiempo t.
b: Coeficiente de localizacion.

n: Coeficiente de forma.

t: Tiempo

La ecuacion tiene dos parametros, b, que suele ser llamado coeficiente de

localizacion, porque es una medida de la situacion de la curva de frecuencias
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en los ejes de coordenadas y =z, llamado coeficiente de forma, ya que la curva

correspondiente a la ecuacion toma formas convexas cuando n es mayor que 1
y coOncavas cuando es menor que 1. Cuando n es igual a 1 la ecuacion de
Weibull se convierte en la tipica ecuacion exponencial negativa. La convexidad
o concavidad de la curva puede aportar también informacion sobre los

mecanismos inactivantes subyacentes (50).

Una cinética céncava, es decir n menor que uno, muestra que la tasa absoluta
de inactivacion dN/dt disminuye con el tiempo, lo que se explicaria por la
rapida desaparicion de las células mas sensibles al principio del proceso y la
consecuente acumulacion de las mas resistentes que irian desapareciendo
cada vez mas lentamente a medida que fueran quedando las de mayor
resistencia individual. Eventualmente este proceso podria acabar con la
persistencia de una pequefia poblacién de células inmunes o inaccesibles al

proceso inactivador, que se mantendrian largo tiempo en el efluente.

Por otra parte cuando n es mayor que uno, la distribucion de frecuencias se
asemeja mas a la normal, las células por lo general son mas resistentes y la
curva de supervivencia es convexa, por lo que se puede apreciar un periodo
inicial sin muerte aparente, es decir que la tasa de muerte parece ser cero,
pero que va aumentando a medida que pasa el tiempo. La interpretacion desde
el punto de vista bioldgico que se suele dar en estos casos es que el efecto
inactivante va produciendo dafios progresivos en cada célula, que no son
letales pero que se van acumulando hasta alcanzar un namero suficiente de
ellos que provocarian la muerte. Por eso al principio parece que hay efecto
inactivador y sélo al cabo de un cierto tiempo, cuando se han acumulado dafios
suficientes en un numero significativo en las células, empieza a notarse la

disminucién de la poblacion viable.

Cuando n esigual a 1 la ecuacion de Weibull se convierte en la tipica ecuacion
logaritmica negativa que corresponde a la cinética de inactivacion de primer
orden que ya fue mencionada en el apartado 1.5.2.1. Por tanto, este caso se
puede considerar como un caso especifico de la ecuacion de Weibull cuando n

esigual a 1.
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1.5.3. Validacién y Evaluacion de los modelos

Los modelos para el crecimiento o la inactivacion se realizan normalmente en
medio de cultivo con factores controlados. Una vez obtenidos, los modelos
deben ser validados con nuevos datos obtenidos. Esto proporciona una
estimacion de la bondad del ajuste y pone de manifiesto cuando son
necesarios datos adicionales. Un segundo paso de la validacién consiste en
comparar las predicciones con el comportamiento real de los microorganismos

en el medio en estudio.

Un método para evaluar la exactitud de un modelo es la de McClure (51) que
consiste en cuantificar la exactitud en base a la suma de los cuadrados de las
diferencias del logaritmo natural (SCDLn) de los valores observados y
esperados. El uso del logaritmo se basa en que las diferencias por si solas
pueden ser engafiosas, ya que se puede dar mas peso a los valores mayores
de los esperados que a los valores por debajo de la prediccion. Por ello se
aplica el logaritmo, para limitar el peso de estos valores elevados, aproximando
el peso de los dos tipos de valores en la determinacion del promedio de la
desviacion. Cuando se obtiene la suma de las diferencias, cuanto menor sea su

valor, mejor es la prediccion del modelo (52).

Z(Ln(observado) — Ln(esperado))? Ecuacion 13

Donde: esperado es el valor que predice el modelo y observado es el valor del

observado experimentalmente.

Otra forma de evaluar la bondad de un modelo, puede ser a través de ciertos
indices que establezcan la relacion que existe entre los datos obtenidos
experimentalmente y los predichos (esperados) por el modelo. Basado en esto,
Ross en 1996 (52) sugirio la utilizacion de dos indices conocidos como el factor
de sesgo (Bf, por sus siglas en inglés, bias factor) y el factor de exactitud (Af,
accuracy factor). De estos indices, el factor de exactitud aporta una informacién
acerca de la bondad del modelo similar a la del indice de McClure (51), ya que

considera el promedio de las desviaciones entre los valores esperados y los
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observados, pero no analiza si las desviaciones del modelo sobrevaloran o

infravaloran los valores experimentales

1.5.3.1. Bias o factor sesgo (Bf)

El factor de sesgo mide la relacion entre los valores esperados y observados y

se calcula como (52):

(3 Log(Serado) ) Ecuacion 14

Factor de sesgo = 10 observado

Donde esperado es el valor que predice el modelo y observado es el valor
observado experimentalmente. Las diferencias se calculan en logaritmos por
las mismas razones ya explicadas en el indice de MacClure (51). En este caso
sin embargo se calcula después la media de estas diferencias, dividiendo por
n, que es el nimero de datos o valores y hallando el antilogaritmo con lo que el
indice se convierte en factor que puede ser utilizado para conocer el rango de
las desviaciones. Un factor del sesgo =1 indica un ajuste perfecto, sin sobre- ni
infravaloraciones. Si el factor es de sesgo es mayor que 1, por ejemplo 1,1
significa que en caso de utilizar el modelo para prediccidon o para ajuste a los
datos experimentales, las predicciones exceden a las observaciones en un
promedio del 10%. Por el contrario, un valor de sesgo menor que 1 indicaria
que el modelo hace predicciones menores que los valores observados. Tal
como en el caso anterior, un factor de sesgo de 0,9 indicaria que las

predicciones son menores a las observaciones en un promedio del 10%

1.5.3.2. Accuracy o factor de exactitud (Af)

Este factor es un promedio de la distancia entre cada punto y la linea de
equivalencia, como una medida de la proximidad del promedio entre las
predicciones y las observaciones, sin tener en cuenta cuél de ellas es mayor,
ya que se toman los valores absolutos del logaritmo de su cociente. El
antilogaritmo de estos valores siempre sera igual o mayor a uno. Por ello, el

factor de exactitud y se define como (52):

esperado e
Factor de la exactitud = 102|L0g(0bservad0)|/n Ecuacion 15
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Donde esperado es el valor de la prediccion del modelo y observado es el valor

observado experimentalmente; n es el nimero de datos o valores.

Un valor del factor de la exactitud igual a 1 definiria la perfecta exactitud de la
prediccidn, mientras que valores mayores que 1 indicarian la pérdida de
exactitud. Por ejemplo un valor de 1,7 indica que las predicciones en promedio

difieren un 70% de las observaciones.

1.6. IMPORTANCIA DE LAS CELULAS VIABLES NO CULTIVAB LES CON
RESPECTO A LA EVALUACION CUANTITATIVA DE LA SUPERVI VENCIA
BACTERIANA

La capacidad de crecimiento de un microorganismo en un medio de cultivo
general se considerd, hasta la década de los 80, como prueba suficiente para
considerarlo viable, mientras que si no lo hacia, se consideraba como muerta
(53). Sin embargo, en la actualidad se sabe que esta asuncion es simplista, y
gue existen muchas situaciones donde una célula pierde la capacidad de

crecimiento, pero permanece viable y potencialmente capaz de volver crecer.

Se ha comprobado mediante el empleo de técnicas microscopicas que
permiten detectar actividad en el ambito celular, que muchas de las células
muertas, de acuerdo con la definicion establecida por Postgate en 1976,
presentan actividad fisiolégica (53). En 1982, Xu reportd que E. coli
permanecia viable, pero no cultivable en un medio de agar o caldo (54). Luego,
esto fue confirmado nuevamente por Roszak y Colwell (55) al demostrar que a
lo largo de la supervivencia de E. coli en los sistemas acuéticos, el nimero de
bacterias que presentaron actividad metabdlica fue superior a las que lograron

crecer en un medio de cultivo.

En base a estos resultados estos autores describieron un nuevo estado celular,
el estado viable no cultivable (VNC). Esto significa que las bacterias en estado
VNC no crecen en un medio bacteriolégico convencional, en el cual
normalmente deberian crecer y desarrollarse en colonias, pero a pesar de esto,
las bacterias siguen vivas y con capacidad de reanudar su actividad
metabdlica. Las células que se encuentran en este estado se caracterizan por

tener baja actividad metabdlica, pero con capacidad de crecimiento (56).
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La definicion del estado vital de las células sigue siendo una controversia a
nivel cientifico, como lo demuestra la complejidad de las precisiones que hay
gue emplear en su caracterizacion (viables, no viables y viables no cultivables)
en comparacion con lo que deberia ser la simple divisidbn en vivas 0 muertas.
Algunos autores sostienen que la hipotesis de que no sean cultivables es la
culminaciébn de una ruta alternativa para generar formas de latencia de
supervivencia, similar a la formacién de esporas que se producen en bacterias

diferenciadas (57).

Pero al mismo tiempo existen otros autores que afirman que las células
expuestas a condiciones de estrés se vuelven no cultivables debido al deterioro
celular (58-60), que puede ser un fendmeno estocastico o genéticamente
programado (61, 62).

Algunos de los factores que se piensa inducen a que una célula entre en
estado VNC (viable no cultivable), son la temperatura, la presién osmébtica,
ausencia de nutrientes (63) incubacion fuera del rango de temperatura de
crecimiento, exposicion a la luz blanca (64) y la edad de la célula (64). A pesar
que se ha demostrado que durante la transicion de E. coli al estado de VNC se
excretan moléculas en el medio circundante, no se pudo establecer una

relacion entre éstas moléculas y la pérdida de capacidad de crecimiento (65)

Varios trabajos han reportado que las bacterias de origen intestinal que
terminan en un ecosistema acuatico muestran que una pequefia poblacion
tiene una capacidad de supervivencia con una densidad que oscila entre 10° y
10* cél/mL y que se mantiene viable cultivable (VC) frente a la desaparicion del
resto de la poblacion (24, 42, 66, 67). Esta situacion también hemos observado
en varias muestras de efluentes que mostraron a lo largo del tiempo de
incubacion la presencia de un pequefio grupo de bacterias resistentes. Una
posible explicaciébn para este caso es la heterogeneidad intrinseca de las
poblaciones bacterianas y que podria consistir en un mecanismo adicional para
asegurar la perdurabilidad de las especies. En 2002 Makinoshima et al. (68)
analizaron mediante la técnica de gradientes de Percoll, la densidad de las
células que componen la poblacion bacteriana de diversos cultivos y han

demostrado en cultivos aparentemente homogéneos de E. coli, la existencia de
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5 a 10 fracciones diferentes tanto en fase exponencial como en fase
estacionaria (68) . Una posible explicacion es que durante la division celular no
se produce un reparto simétrico de las proteinas y mRNA entre las células
hijas, lo que da como resultado una distribucion heterogénea a nivel protedémico
entre las células que componen la poblacion. Este reparto desigual, sobre todo
de las proteinas minoritarias daria lugar a diferentes fenotipos morfologicos o

fisiologicos (62).

El método tradicional utilizado para el recuento de las bacterias, solo permite
cuantificar las células que pueden crecer y formar colonias visibles en un
medio, y por tanto el nimero de organismos viables podria no representar el
valor real de la poblacion, existiendo bacterias que mantienen su integridad
celular y ciertas actividades metabdlicas y con capacidad de regeneracion en
condiciones adecuadas, las denominadas VNC, cuya deteccion no es sencilla.
Entre los métodos enzimaticos que se utilizan para poder determinar si una
célula es viable, destacan dos métodos de identificacion por reaccién con un
sustrato. El primero es un analisis de la hidrélisis de CTC o reduccion de INT,
ya que ambas actividades serian indicadores de actividad metabdlica (69). El
segundo es la medicion de la integridad de la membrana citoplasmatica, a
través del ioduro de propidio, integrado en el método BacLight, que hemos

utilizado para realizar nuestros experimentos.

Otra alternativa, también muy utilizada para realizar el estudio de las células
viables, es realizar el recuento por medio del citbmetro de flujo. La ventaja de
ésta técnica es que permite realizar un analisis individual de las particulas en
estudio, a parte que posibilita una cuantificacion fisica (forma y complejidad de
la célula) y bioquimica (contenido de ADN). Ademas tiene la ventaja adicional y
al parecer muy importante de que permite procesar una gran cantidad de
muestras en tiempo corto, proporcionando resultados estadisticamente fiables.
(70, 71). En este trabajo hemos optado por aplicar esta técnica para el estudio
de los mecanismos potenciales de inactivacion celular favoreciéndola sobre los
estudios con microscopia de fluorescencia. Este abordaje fue considerado
necesario ya que la aplicacién unica del método de recuento directo al estudio
de la supervivencia de las bacterias entéricas en los sistemas acuaticos ha

puesto de manifiesto importantes diferencias cuantitativas entre el nimero total
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de células y el numero de células cultivables (54, 55, 72) que deben ser tenido
en cuenta en el momento de evaluar la capacidad de autodepuracién de un
efluente, asi como en los casos que se utilicen para valorar los riesgos que

podria tener la reutilizacion de las aguas residuales tratadas.

1.7. ESTIMACION DE LA DENSIDAD DE MICROORGANISMOS Y SU
INCERTIDUMBRE ASOCIADA

1.7.1. Estimacion de la densidad bacteriana por medio Nimero Mas Probable
(NMP)

En 1915 McCrady introdujo el concepto de Numero Mas Probable para la
estimacion de la densidad bacteriana a través de los resultados de una serie
de diluciones. La estimacion del NMP se basa en varios supuestos: El primero
es que los organismos estan distribuidos al azar en todo el liquido. Esto
significa que es igualmente probable que un organismo se encuentre en
cualquier parte del liquido, y que no existe tendencia a formar parejas o grupos
(73). En la préactica esto implica que el liquido esta bien mezclado y que, si el
volumen no es lo suficientemente grande, se suele emplear algun tipo
dispositivo de agitacion adecuado. El segundo supuesto es que cada muestra
del liquido, si incluye un(os) organismos, cuando es inoculada en un medio de
cultivo adecuado, producird un crecimiento detectable de la poblaciéon. Si el
medio de cultivo es pobre, o si hay factores inactivantes del crecimiento, o si es
necesario mas de un organismo para el crecimiento inicial, el NMP da una
subestimacion de la verdadera densidad. El tercero es que la probabilidad de
que haya crecimiento en cada uno de los tubos inoculados con las muestras
correspondientes a la serie de diluciones puede ser calculada a partir de una
distribucion estadistica. Asumiendo estos supuestos, a partir del nimero de
tubos o pocillos totales inoculados y del nimero de pocillos en los que no se
detecta crecimiento se puede estimar la concentracion de células que ha sido
inoculada. En este trabajo hemos utilizado las bandejas Colilert que se basan

en la aplicacion de este método.
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1.7.2. Desarrollo de una metodologia especifica para el calculo de la
incertidumbre asociada al recuento de E. colipor el método Colilert

Existen diferentes maneras de calcular la incertidumbre asociada del estimador
de densidad del Numero Mas Probable (N.M.P.)

1.7.2.1. Error Estandar del logaritmo decimal del estimador de densidad
(N.M.P.)

El método de la dilucion serial para estimar la densidad bacteriana tiene una
baja precision en comparacion con el método del recuento directo. Ademas es
vital que cualquier tipo de estimacion este acompafada del error estandar y Si
es posible con los intervalos de confianza del 95%.

Debido a que la distribucion del log del NMP es més simétrica, se recomienda
gue para las pruebas de significacion y calculos de los limites de confianza sea
realizado a partir del logaritmo que de la densidad estimada en valores

absolutos.

Si se tiene n muestras por cada dilucion, el error estandar del Logio puede ser

calculado aplicando la siguiente ecuacion (73, 74):

Ecuacion 16
Logqp a
SE Logyo = 0,55 * |——

Donde a es el factor de dilucion. Esta ecuacién puede usarse para un rango de

dilucion de 5 o0 menos. En caso contrario se debe usar la siguiente ecuacion

(73):
1 Ecuaciéon 17
SE Log,, = 0,58 x [—

1.7.2.2. Error estandar del logaritmo neperiano del estimador de la densidad

=

Las dos férmulas anteriores desarrolladas por Fisher y Cochran son
frecuentemente usadas para derivar los limites de confianza del NMP a pesar
de que en algunos casos, dependiendo del tamafio de muestra, se
sobreestima el error estandar del NMP. La desventaja de esta formula es que

no se puede aplicar a un disefio general con nimero variable de volumen de
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muestra y diluciones. Sin embargo, existe otra férmula que permite calcular la
error estandar (SE) del NMP para los casos generales y que es la siguiente (ver

Materiales y Métodos):

Kk —1/2 Ecuacion 18

2d2
SE Ln NMP = | NMP? Z SVIGNMP ]
i=1

Esta formula fue desarrolla por Fisher en 1921 y Finney en 1964, y aunque no
es dificil de aplicarla, no se suele utilizar con mucha frecuencia (75). Es la que
se ha utilizado en este trabajo de investigacion porque nos ha parecido muy

atil.

En el caso de que solo se dispongan de los limites superior e inferior de los
logaritmos neperianos, como se asume que su distribucion se aproxima a una
normal, se puede calcular la desviacion estandar relativa mediante la aplicacion

de la siguiente ecuacion (76):

Ln (Limite superior NMP) — Ln(Limite inferior NMP) Ecuacion 19

SENMP =
4

Como segun el principio de Myrberg “El error relativo de una cantidad es
aproximadamente igual al error absoluto de su logaritmo neperiano” (77),
hemos utilizado las dos ecuaciones anteriores para calcular la incertidumbre

relativa de la poblacion.

1.8. EVALUACION DE LA HETEROGENEIDAD DE LA POBLACIO N
SOMETIDA A ESTRES

La mayoria de los contaminaciones empiezan con bajas concentraciones de
células, como ya fue mencionado por varios trabajos desde la década de los
noventa (78). Sin embargo casi todos los trabajos de laboratorio comienzan con
inoculos grandes, mas faciles de cuantificar. Esta caracteristica influye en los
resultados obtenidos ya que la poblacion resultante procede de células del
inéculo en mejor estado fisiologico, las que necesitan menos tiempo de latencia
para adaptarse y arrancar a crecer. El hacer un estudio individual de cada
célula en fase de adaptacién es importante para hacer una correcta evaluacién

de los riesgos correspondientes a poblaciones originadas a partir de indculos
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pequefios. Conocer el tiempo promedio de la fase de adaptacion de las células,
las propiedades del efluente y las condiciones ambientales del mismo, puede
ayudar a evaluar el riesgo de recontaminacion al cual est4 expuesta el agua
residual una vez tratada. Por tanto, es importante saber bajo qué condiciones
una célula individual pasa de un estado en que no crece a uno en el cual crece

exponencialmente.

En la actualidad se utilizan varios modelos que permiten describir el
comportamiento de las poblaciones bacterianas, consideradas como grupos
clonales, homogéneos, que no tienen en cuenta la variabilidad biologica de las
células individuales. Una excepcion de estos modelos matematicos son los
modelos tipo Weibull cuya aplicacion considera que la poblacion es
heterogénea en relacion al caracter estudiado. En pequefias poblaciones de
células la variabilidad puede ser muy importante sobre todo cuando se trata de
hacer predicciones exactas, particularmente cuando las células han sido

expuestas a un estrés (79).

La técnica basada en la medida espectrofotométrica del crecimiento de
poblaciones en placas multipocillo inoculados con una o muy pocas células,
tiene una serie de ventajas, ya que es una técnica rapida, fiable, no destructiva
y econdmica, ademas de ser facil de manejar a través de un software y permite
realizar el seguimiento simultdneo de gran numero de muestras. No obstante,
como inconvenientes se describen una baja sensibilidad, porque es necesario
una densidad de poblacion de 10°-10° cél/mL para obtener una sefial de
medida (80) y la relacion entre las medidas de densidad Optica y los recuentos
en placa no es directamente proporcional cuando las densidades celulares son

elevadas.

Una de las limitaciones de las lecturas de absorbancia es que necesitan de un
medio liquido de suspension claro. Hay otras limitaciones, como el hecho de
que la relacion entre la concentracion celular y la absorbancia es lineal
Gnicamente en un rango limitado de concentracion. Este rango esta
determinado por el limite de deteccién inferior del orden de 10° cél/mL, y el

limite superior, que normalmente es menor que la concentracion celular al
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comienzo de la fase estacionaria, por lo que, la determinacion de la fase de

adaptacion solo puede hacerse en cultivos densos.

El tamafio de la célula suele variar con la tasa de crecimiento y las condiciones
de crecimiento, por lo tanto, la misma biomasa puede contener muchas células
pequefias 0 menos mas grandes. En contraste, la densidad Optica es
proporcional sobre todo al numero de particulas que refractan la luz y es
relativamente independiente de los efectos del tamafio de células. Aunque
pueden existir excepciones, sélo en casos extremos, en que existen grandes
variaciones en el tamafio de las células se afectan las mediciones de densidad
Optica (81). Otras alteraciones pueden ser consecuencias de las condiciones

ambientales extremas en la que se encuentren las células (82).

1.8.1. Medida automatizada de crecimiento a través del Bioscreen C

Un meétodo indirecto y practico para controlar el crecimiento de una poblacion
en un medio liquido en un experimento, es la medicion de la turbidez o
turbidimetria (83). Este método permite hacer un seguimiento del crecimiento
bacteriano (que da lugar a un incremento de la turbidez de la suspension) a

partir de las medidas de la densidad Optica en tiempo real (82, 84, 85).

La turbidimetria es una técnica muy utilizada por su rapidez, sencillez y
fiabilidad. Su forma de medicion se basa en que las células bacterianas
suspendidas en un medio liquido transparente son capaces de absorber y
dispersar un haz de luz incidente, pero estan sometidas a errores debido a la
variacion de la concentracion, tamafo de las bacterias, como también del
indice de refraccion y longitud de onda (86). La relacién entre la proporcion de
luz que atraviesa la suspension y la concentracion de las células esta dada por

la siguiente formula (87):

A= LOg lincidente = ¢lc Ecuacion 20

I transmitida

Donde: I incidente €S la intensidad de luz que entra en la suspension; I wansmitida, €
la intensidad de luz que se dispersa la suspension; € es una constante

dependiente de las caracteristicas del medio y de las células bacterianas; c, es

la concentracion de células y I, es la longitud del paso de luz. La relacion
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Log (I incidente /1 transmitidaa) S€ COrresponde con el valor de absorbancia, o densidad

Optica que puede ser detectada y medida por un espectrofotometro.

Para poder comprobar y cuantificar la heterogeneidad de poblaciones de
E. coli, en relacion a su capacidad de supervivencia se puede utilizar una
metodologia conocida como “single cell microbiology” o microbiologia
unicelular. Dicha método consiste en el estudio del crecimiento inicial de
poblaciones procedentes a partir de una sola célula, que se obtienen por
diluciones sucesivas y cuyo desarrollo es medido en placas multipocillos
incubadas en espectrofotdmetros especiales como el Bioscreen (78).

A partir de los pardmetros cinéticos de las curvas de crecimiento de los cultivos
procedentes de una sola célula podemos estimar el estado fisioldgico de dicha
célula. Esta metodologia, desarrollada entre otros por el grupo del Dr. Baranyi
(88, 89), se basa en las premisas siguientes: 1) El crecimiento puede ser
descrito por un modelo trifasico, con fase de latencia, exponencial y
estacionaria 2) La duracion de la fase de latencia es caracteristica de cada
célula y depende del estado fisiologico celular y de la tasa especifica de
crecimiento en el medio del pocillo (umax) 3) Una vez que ha empezado a
crecer, la p es aproximadamente constante e igual para todos las células 4) El
tiempo de deteccion, es decir, el tiempo que tarda la poblacion de cada pocillo
en alcanzar una densidad Optica determinada depende del tiempo de latencia y
de la tasa especifica de crecimiento, es proporcional al tiempo de latencia
cuando la biomasa inicial, Np, es 1 célula para todos los pocillos e igualmente
Nget €S otro valor fijado aleatoriamente e idéntico para todos ellos. Como
consecuencia, al ser umax constante, el tiempo de deteccion puede ser utilizado
como una estimacion del tiempo de latencia y éste a su vez como una
estimacion del estado fisiolégico celular. Asi mismo, la distribucion estadistica
de los tiempos de deteccidon individuales debe ser la misma que la de los

tiempos de latencia y los estados fisiologicos celulares.

1.8.1.1. El modelo lineal trifasico de Buchanan

La relacion entre tiempo de deteccion y tiempo de latencia se ve muy
claramente cuando se utiliza el modelo Trifasico de Buchanan para describir el

crecimiento y por ello hemos utilizado este modelo primario para analizar las
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curvas de Bioscreen. Esta formado por tres fases separadas: la fase de
latencia, la fase exponencial y la fase estacionaria, cada una representada por
las siguientes ecuaciones (48):

Fase de latencia:

t <trac N; = N, Ecuacion 21

Fase exponencial:
trac <t <trac LnN; = LnNg + p(t —tpag) Ecuacion 22

Fase estacionaria:
t = tyax N; = Nmax Ecuacion 23

Como puede observarse, son varios los parametros tenidos en cuenta para la
aplicacion del modelo. La tasa maxima de crecimiento especifico esta
representada por p que puede ser estimada por la pendiente de la tangente
trazada a la inflexion de la curva sigmoidea que se ajusta a los datos que
representan el logaritmo natural de la concentracion de las células contra el
tiempo, t. tLag es el tiempo de latencia que en este modelo se calcula como el
tiempo transcurrido desde la inoculacion hasta la interseccion de la recta que
representa el crecimiento exponencial con el nivel del inéculo, y tmax es el
momento en que se alcanza la densidad maxima de la poblacién, que se
calcula como la interseccion de la recta del crecimiento con la horizontal de la

fase estacionaria.

El tiempo de deteccidn, ty puede ser calculado a partir de la ecuacion 24,

Ng Ecuacion 24
Ln (N_) = pu(tq — tpag)
0
1 Ng Ecuacion 25
td = tLAG + —Ln (—>
H No

La ecuacion 25 muestra la proporcionalidad entre tq y tiac cuando p, Na y No

son constantes para todos los pocillos.
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Fig.1.7- Curva de crecimiento generada por el Model o Buchanan. Fuente:
McKellar y Lu (48).

Las fuentes de incertidumbre ligadas a la utilizacion del modelo estan
relacionadas con los tres parametros que forman parte de la ecuacion y debe
ser tenidas en cuenta. En primer lugar esta la precision en la concentracion de
las células por pocillo, especialmente conseguir una célula inicial por pocillo.
Este es uno de los puntos mas deébiles de las técnicas de microbiologia
unicelular y actualmente se admite que el criterio mas adecuado es utilizar la
distribucion de Poisson para calcular el numero de células por pocillo,
basandose en el numero de pocillos inoculados en los que no hay crecimiento.
En segundo lugar la proporcion entre el valor de densidad Optica y la
concentracion celular empeora a medida que aumenta la concentracion, por lo
gue es aconsejable utilizar valores pequefos, pero significativos, de Ng4. En
tercer lugar es también aconsejable medir la pmax en cada pocillo. Siguiendo
estas recomendaciones es posible obtener una medida fiable de la
heterogeneidad de la poblacion a partir de los cultivos a parir de una sola célula

cuyo crecimiento se mide espectrofotométricamente en el Bioscreen C.
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2. OBJETIVOS

Este trabajo de investigacion se realizd dentro del proyecto CONSOLIDER-
TRAGUA, formado por 24 grupos de investigacion en diferentes areas, desde
la ingenieria quimica a la microbiologia y desde el analisis quimico a la
economia, que abordaron, de una manera integrada, el tratamiento y la
reutilizacion de aguas residuales urbanas depuradas. El objetivo del proyecto
era obtener, desarrollar y validar nuevos procesos de depuracién asi como
metodologias analiticas y de gestion teniendo en cuenta criterios de calidad
qguimica y biologica de las aguas y la determinacion de su impacto sobre el
medio natural, para conseguir una gestion sostenible del proceso global de
recuperacion del agua. La misidon encomendada a nuestro grupo dentro del
proyecto fue doble: En primer lugar, seleccionar un método de recuento de
E. coli, fiable y preciso, que cumpliera las exigencias de la normativa y que
fuera aplicable tanto en los laboratorios de 1+D como a pie de planta. En
segundo lugar, estudiar la integracion de un proceso de eliminacion natural de
patébgenos en aguas, como es la autodepuracion, en un sistema integrado de
tratamientos terciarios que sirviera para recuperar y reutilizar las aguas
residuales procedentes de tratamientos secundarios. Por todo ello, los objetivos

generales de esta tesis integrada en el Proyecto fueron:

1- Analizar los métodos disponibles comercialmente para el recuento de
E. coli en aguas, seleccionar el mas adecuado y desarrollar un
protocolo normalizado de recuento, teniendo como criterio principal la

minimizacion de la incertidumbre asociada al recuento.

2- Desarrollar un modelo matematico general que permita caracterizar,
cuantificar y comparar la cinética de inactivacion de E. coli en diferentes

tipos de aguas.

3- Identificar los potenciales tipos de mecanismos de inactivacion de
E. coli en las aguas residuales tratadas y establecer las relaciones entre
los tipos de mecanismos fisiologicos de inactivacion y las cinéticas de

autodepuracion observadas.
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4-

Analizar el efecto de los tratamientos terciarios, disefiados para eliminar
los patdgenos u otras contaminaciones quimicas aun presentes en los
efluentes secundarios, sobre la capacidad de autodepuracién de los

efluentes tratados y su utilizacion posterior.

Utilizar los modelos matematicos desarrollados para optimizar la
integracion del proceso de autodepuracion en el tratamiento terciario
integral y para tomar decisiones correctas sobre los usos a que puede

ser dedicada el agua regenerada segun la normativa vigente.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. CEPAS BACTERIANAS
3.1.1. Cepa E. coli]08 y J09

Las cepas de E. coli JO8 y E. coli JO9 que se utilizaron en este estudio fueron
aisladas en el laboratorio del departamento de Microbiologia Il de la
Universidad Complutense de Madrid. Ambas fueron aisladas a partir de un
efluente en julio de 2008 en el caso de la primera cepa y la segunda en julio de
20009.

3.2. MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS

3.2.1. TSA

Componente g/L
Peptona de Soja 5,0
Peptona de Caseina 15,0
Sodio Cloruro 5,0
Agar 15,0

3.2.2. Caldo Nutritivo (TSB)

Componente g/L
Péptico de harina de soja 3,0
Glucosa 2,5
Fosfato dipotasico de sodio 2,5
Cloruro sodico 5,0

3.2.3. Chromocult

Componente g/L
Peptona 3,0
Cloruro Sédico 5,0
Dihidrogenofosfato Sédico 2,2
Hidrogenofosfato disddico 2,7
Triptofano 2,7
Piruvato Sédico 1,0
Tergitol®7 0,15
Sorbita 1,0
Agar-Agar 10,0
6-Cloro-3-Indoxil-beta-D-galactopiranosido 0,2
Isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido 0,1
5-bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-glucordnico acido 0,1
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3.2.4. Colilert

Los dispositivos Quanti-Tray de IDEXX estan disefiados para realizar recuentos
bacterianos cuantificados de alicuotas de 100mL, a los que se afaden los
reactivos segun la metodologia “Tecnologia del Sustrato Definido (Defined
Substrate Technology)” de IDEXX.

3.2.5. LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits L7007

Componente g/L

SYTO 9 dye, 1.67 mM / loduro de Propidium, 300 pL solution in
1.67 mM (Componente A), DMSO

SYTO 9 dye, 1.67 mM / loduro de Propidium, 300 pL solution in
18.3 mM (Componente B) DMSO

BacLight mounting oil (Componente C) 10mL

3.3. MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE LAS CEPAS BACTERIAN AS
3.3.1. Mantenimiento

Para el mantenimiento de la cepa se preparé el medio TSA en tubos inclinados,
indicando el nombre de la cepa y la fecha de siembra y se mantuvieron
conservadas a 4°C. Se resembr6 cada 6 meses y en caso de notar dificultad
para la recuperacion de la cepa se realizO este procedimiento antes de

cumplirse el periodo para el mantenimiento de la cepa.

3.3.2. Cultivo

Los cultivos se realizaron en diferentes medios de cultivos sélidos y liquidos
gue se describieron en el apartado 3.2 . Los sélidos se prepararon en placas de

Petri de 90 mm y para el caso los liquidos en tubos de 20 mL.

3.3.3. Obtencion de Indculo

A partir del banco mantenido en la camara fria a 4°C, se cultivd la cepa en
tubo de TSA para su recuperacion a 37°C durante 24 horas y luego se realizo
la siembra en placa de TSA para luego incubar nuevamente a 37°C durante 24
horas (19).
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3.3.4. Escala de McFarland

Se utilizé la escala de McFarland para poder realizar suspensiones bacterianas
ajustadas a un patron. Esta escala establece una relacion entre una
precipitacion quimica (del Cl, Ba en presencia del H,SO,4) y una suspension
bacteriana. Para todos los experimentos que necesitaron preparar un indculo
aproximado de 1x10® se utilizo el 0,5 McFarland (90). Para esto se tomé una
alicuota de la suspension de la cepa E. coli JO8 en TSA, se inocul6 en tubo con

suero salino y se comparoé la turbidez con la escala 0,5 McFarland.

3.3.5. Aislamiento, cultivo y mantenimiento de Protozoos

Para poder aislar los diferentes protozoos presentes en las muestras de
efluentes, se procedi6 a analizar las muestras bajo un estereoscopio, a partir
de las cuales, mediante una pipeta Pasteur, se fueron separando los diferentes
protozoos (91). A continuacion se colocaron los microorganismos aislados en
un frasco con agua destilada, méas E. coli como fuente de alimentacion. Luego
se incubd el cultivo a 20° C en agitacion continua (120 rpm). Tras 24 horas de
incubacion se observaron las muestras bajo microscopio observandose el

aumento de la poblacion de los protozoos.

3.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE EFLUENTES
3.4.1. Almacenamiento

Todas las muestras fueron depositadas en frascos de plastico con un volumen
total de 2 litros. Las alicuotas fueron procesadas el dia de su recepcion en el
laboratorio. En caso contrario, fueron guardadas en una camara fria (4°C)

durante un maximo de 24 horas.
3.4.2. Origen y caracteristicas de las muestras de efluentes

3.4.2.1. Efluente secundario

Las muestras de efluentes secundarios fueron tomadas en una estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR) de Madrid. A lo largo del trabajo de
investigacion de han recepcionado 16 muestras en las cuales se han realizado
la mayor parte de los experimentos. Todas las muestras contaron con datos
fisicoquimicos tales como sélidos disueltos, fésforo total, nitrégeno total, pH,

DBO, DQO y Nitritos, proporcionados por la estacion depuradora.
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3.4.2.2. Efluente terciario

En relacion a las muestras de efluentes terciarios provinieron de una EDAR de
Cantabria. Durante todo el periodo de investigacion se han recibido dos
muestras. Una de las muestras correspondio a un efluente al cual se le aplico

Microfiltracion y a la otra Osmaosis Inversa.

3.4.2.3. Agua de estanque

Para comparar los efectos de aguas contaminadas tratadas con otras
naturales, se decidié realizar unos ensayos con muestras de agua de un
estanque que se encuentra en el Real Jardin Botanico Alfonso Xlll, ubicada
entre la Avda. Complutense y la calle José Antonio Novais, del campus de la

ciudad Universitaria de Madrid.
3.4.2.4. Agua destilada

El agua destilada fue utilizada como control de agua sin ningun tipo de agente
inactivante exogeno. Se uso la disponible en el laboratorio del Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de
Madrid. El proceso de destilacion del agua fue realizado a través del equipo

Milli-U10-Millipore.

3.4.2.5. Agua Residual Sintética

El agua residual sintética fue utilizada en los primeros ensayos en el laboratorio
para poder poner a punto las técnicas de deteccion y manipulacion de la cepa
E. coli JO8. EI agua residual sintética se obtuvo a partir de 1 litro de agua

desnionizada mas la adicion de los siguientes compuestos:

Componente g/L

(NH4)SO, 4,70
K,PO,H 0,56
MgSO, 0,25
CaCO; 0,25
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3.4.3. Recepcidn de las Muestras

Las muestras se recepcionaron en el laboratorio n° 15, del Departamento de

Microbiologia 1ll, de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de

Madrid. En caso de haber algun tipo de inconveniente para procesar

inmediatamente la muestra a su recepcion, se deposité en la camara fria con

un maximo de 24 horas para la preparacion de la misma para los ensayos

experimentales.

3.4.4. Registro de las Muestras

Una vez depositada la muestra en el laboratorio, se pasé a completar una serie

de datos de la misma, para su posterior procesamiento o almacenaje en la

camara fria (ver Fig. 2.1) .

Fig. 2.1- Hoja de registro utilizada para anotar lo

REGISTRO PARA AGUAS

N¢ de Muestra.........

pH: ... Fosforo Total:........... Nitrégeno Total:.........
D.QO....ccoivinn. D.B.O... Nitratos:......cooevvveennn.
Solidos Totales:.......... Reclbido pori.cnme  svsmmmsmimmmmmmsmssaiie

3.5. INCUBACION

s datos de las muestras.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en condiciones completamente

asépticas.
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3.5.1. Muestra Control

Todos los experimentos se realizaron con controles positivos o0 negativos
(experimentos controlados). Los controles fueron practicamente idénticos al del
grupo de tratamiento, salvo por la Unica variable de interés cuyo efecto se
estaba probando. Para el control positivo se utilizaron las mismas muestras del
efluente secundario sin aplicarle ningun tipo de tratamiento en el laboratorio.
Las muestras del efluente secundario suelen contener E. coli en una
concentraciéon aproximada entre 10° y 10° células/mL (44). Para rotular los
matraces se utilizaron las letras (CP)

3.5.2. Efluente secundario

Para las muestras del efluente secundario, una vez recepcionadas en el
laboratorio se procedieron a separarlas en diferentes alicuotas de acuerdo al
experimento a realizar (ver Fig. 2.2). A continuacion se describen los diferentes
procesos realizados a las mismas.

3.5.2.1. Alicuota-Completa Inoculada (Sec. I)

A esta Alicuota no se le realiz6 ningun tipo de tratamiento de centrifugacion,
filtracion o tratamiento térmico. Una vez obtenido el volumen para el ensayo se
procedio a inocular la cepa de estudio E. coli JO8. La alicuota fue rotulada con
el nombre (Sec. I.).

3.5.2.2. Alicuota-Centrifugada y Filtrada (Sec. CFI)

La Alicuota fue centrifugada en equipo Sigma 6K10 a 3500 rpm, a 15°C
durante 10 min. Luego se filtraron a través de una membrana Millipore de
0,22um de poro, de manera a eliminar la mayor cantidad posible de
microorganismos que tengan un tamafio superior al poro. Las alicuotas se
rotularon con el nombre (Sec. CFl)

3.5.2.3. Alicuota-Centrifugada, Filtrada y con Tratamiento Térmico (Sec.
CFTTI)

Para la eliminacion de todos los compuestos termosensibles inactivantes de
E. coli tales como proteinas y otros, después de la centrifugacion vy filtracion
descritas anteriormente, se procedio a aplicar calor (100°C) en un bafio maria
durante 5 minutos. Los matraces se rotularon con el nombre (Sec. CFTTI)
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Efluente Secundario

Secundario Control
(CP)

Secundario Inoculado

(Sec. 1)

Secundario Centrifugado y
Filtrado (Sec. CFI)

Secundario
Centrifugado y Filtrado
(Sec. CFl)

Secundario Centrifugado,
Filtrado y Tratamiento
Térmico (Sec. CFTTI)

Incubara 202 Co T?
Ambiente
Agitar a 120 rpm

Realizar diluciones hasta
10'5, partiendo de 1 mL
del inoculo inicial

Inocular E. coli JO8
10° UFC/mL

0,5 Mc Farland

Inocular 1 mL los dias lunes
y jueves, en placas:

Chromocult y TSA
Incubar a 372C
durante 24-48 h

Colilert®
Incubar a 352C
durante 24 h

Fig. 2.2- Esquema de los diferentes tratamientos re

de efluentes secundarios.

Registrar los datos en
las planillas

alizados a las muestras
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3.5.2.4. Alicuota-Fase Biética Filtrada (Sec. FBFI)

Para poder determinar la importancia de la fase bidtica presente en la Alicuota
del efluente sobre la cinética de inactivacion de E. coli JO8 se procedid
centrifugar en un equipo Sigma 6K10 a 1200 rpm durante 5 minutos y luego a
filtrar a través de una membrana Millipore de 0,45 um de poro. A esta alicuota
filtrada recientemente se le aplicé el método descrito en el apartado 3.5.2.4 .y
luego se le reinoculé con la FBF retenida el filtro de 0,45 pum. Una vez

preparado la Alicuota se procedi6 a rotular con el nombre (Sec. FBFI).

3.5.3. Efluente terciario

El volumen total de Alicuota del efluente terciario, se dividié en dos alicuotas
para diferentes ensayos (ver Fig. 2.3). Los experimentos realizados a las

mismas se detallan a continuacion:

3.5.3.1. Alicuota-Control

Para el control también se utilizaron Alicuotas del efluente terciario al que no se
le aplicd ningun tipo de tratamiento dentro del laboratorio. Como el tratamiento
terciario tiene como objetivo en algunos casos la eliminacion completa de los
patogenos, la alicuota no contenia E. coli en el permeado en el caso de la

osmosis inversa. El matraz se etiquet6 con las letras (CN)
3.5.3.2. Alicuota-Completa Inoculada

Se siguid el mismo procedimiento que al efluente secundario mencionado en el
apartado 3.5.2.1. Tampoco se le realizé ningun tipo de tratamiento dentro del
laboratorio. Luego de tener la alicuota preparada se rotuld la alicuota con el
nombre de (Ter. Micr. I.) para un efluente terciario que tuvo un tratamiento de
microfiltracion y (Ter. Osm. |.) para un efluente al que se le aplicé un

tratamiento de Osmosis Inversa.
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Efluente Terciario

Efluente Completo
Control-Negativo (CN)

Efluente Completo Inoculado
(Ter. Micr. 1.}/ (Ter. Osms. 1.)

Inocular E. coli 108
10® UFC/mL
0,5 McFarland

Incubar a 202 C
Agitar a 120 rpm

Fig. 2.3- Esquema de los diferentes tratamientos re

de efluentes terciarios.

3.5.4. Agua de estanque

Realizar diluciones
partiendo de 1 mL del
inoculo inicial

Inocular 1 ml de alicuota en
profundidad en placas

Chromocult y TSA
Incubar a 37¢C
durante 24-48h

Registrar los datos en
las planillas

alizados a las muestras

Las alicuotas de aguas también se dividieron en dos alicuotas y a las cuales se

les realizo diferentes tratamientos (ver Fig. 2.4), que continuacion se detallan:
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3.5.4.1. Alicuota-Control Negativo (CN)

Como ya se menciond en el apartado 3.5.3.1. se procedié a realizar el mismo
método para el agua de estanque. Es decir, la alicuota del agua de estanque
durante todo los analisis nunca dio positivo para E. coli. Para etiquetar la

alicuota, se utilizaron las letras (CN).

3.5.4.2. Alicuota-Completa Inoculada (Estq. I)

Se siguié el mismo método descrito en el apartado 3.5.2.1. tanto para la

preparacion de la alicuota como su etiquetado.

3.5.4.3. Alicuota-Completa Centrifugada y Filtrada (Estq. CFI)

Se siguié el mismo método descrito en el apartado 3.5.2.2 . tanto para la

preparacion de la alicuota como su etiquetado.

3.5.5. Agua destilada

Para los experimentos llevados a cabo con el agua destilada se realizaron
diferentes tipos de tratamientos (ver Fig. 2.5). En este caso de dividieron en

tres alicuotas que fueron las siguientes:

3.5.5.1. Alicuota-Control Negativo (CN)

Se realiz6 el mismo método para efluentes terciarios descrito en el apartado
3.5.3.1.

3.5.5.2. Alicuota-Sin autoclavar (ADI)

En algunos experimentos se utilizé el agua destilada sin habérsele aplicado
ningun tipo de tratamiento dentro del laboratorio. Para etiquetar se utilizo las
letras (ADI).

3.5.5.3. Alicuota-Autoclavada (ADTTI)

Para varios experimentos las alicuotas de agua destilada fueron autoclavadas,
con una temperatura de 120°C y con una latm de presion durante 20 minutos.

Para rotular la alicuota se utilizaron las letras (ADTTI)
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Agua de Estanque

Estanque Control
(CN)

Estanque Inoculado

(Estq. 1)

Estanque Centrifugado y
Filtrado (Estg. CFl)

Estanque Centrifugado
y Filtrado (Estg. CFI)

Estanque Centrifugado,
Filtrado y Tratamiento
Térmico (Estqg. CFTTI)

Incubara 202 CoT®
Ambiente
Agitara 120 rpm

Realizar diluciones
partiendo de 1 mL del
inoculo inicial

Inocular E. coli J08
10° UFC/mL

0,5 Mc Farland

Inocular 1 mL los dias lunes
y jueves, en placas:

Colilert®
Incubar a 352C
durante 24 h

las planillas

Registrar los datos en

Fig. 2.4- Esquema de los diferentes tratamientos re

del agua de estanque.

3.5.6. Agua Residual Sintética

alizados a las muestras

Para realizar los diferentes experimentos con el agua residual sintética, fueron

sometidas a diferentes tratamientos (ver

continuacion:

Fig. 2.5) que se detallan a
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3.5.6.1. Alicuota-Control Negativo (CN)

Se realiz0 el mismo método para efluentes terciarios detallado en el

apartado 3.5.3.1.

3.5.6.2. Alicuota-Completa sin Glucosa (Resd. Sint. - G)

Al agua residual sintética no se le realizd ningun tipo de tratamiento dentro del
laboratorio. La caracteristica de esta agua se encuentra detallada en el

apartado 3.4.2.5. Las letras utilizadas para etiquetar fueron (Resd. Sint. - G)

3.5.6.3. Alicuota-Completa + Glucosa (Resd. Sint. + G)
Para la elaboracion del agua residual sintética, se prepar6 con agua
desionizada segun lo descrito en el apartado 3.4.2.5 . y se le adicion6 0,3 g/L

de glucosa. Las letras utilizadas para etiquetar fueron (Resd. Sint. + G).

3.5.7. Volumen de la alicuota

Durante la primera etapa de los experimentos el volumen de alicuota utilizado
fue de 100mL en matraces Erlemmeyers. Posteriormente debido al aumento de
la cantidad de volumen a ser analizado, se aumentd el volumen final de la

alicuota a ser incubada a 500 mL por matraz.

3.6. INOCULACION DE LA ALICUOTA

Luego de la obtencion del inéculo descrito en el apartado 3.3.3. y después de
haber utilizado la escala de McFarland (apartado 3.3.4 ), se procedié a inocular
todas las alicuotas a excepcion del control, con la cepa E. coli J08. Para ello,
una vez que la concentracién inicial de la cepa E. coli JO8 fue de 1.10°
células/mL aproximadamente, comparada con la turbidez de la escala de
McFarland, se procedié a inocular 1mL por cada 100 mL de alicuota, a manera

de obtener una concentracién final entre 10°y 10’ células/mL.
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Agua Destilada
I

Destilada Completa Destilada Completa
Control-Negativo (CN) Inoculada
Sin Tratamiento Con Tratamiento
Térmico (ADI) Térmico (ADTTI)

Inocular E. coli 108
Incubar a 202 C 10® UFC/mL
Agitar a 120 rpm 0,5 Mc Farland

Realizar diluciones
partiendo de 1 mL del
inoculo inicial

Inocular 1 ml de alicuota en
placas/bandejas

Colilert®
Incubar a 35°C
durante 24 h

Chromocult y TSA
Incubar a 372C
durante 24-48 h

Registrar los datos en
las planillas

Fig. 2.5- Esquema de los diferentes tratamientos re  alizados a las muestras
de agua destilada.

El objetivo por tanto fue elevar la concentracion de la poblacion inicial en el

caso del efluente secundario que suele presentar una baja densidad, y en el
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caso del efluente terciario, agua de estanque y agua destilada de obtener una
elevada concentracion de E. coli para facilitar el estudio de la cinética de

inactivaciéon con mayor precision y disminuyendo la incertidumbre de los datos.

3.7. INCUBACION DE LA ALICUOTA Y MEDIOS PARA EL REC UENTO DE

E. coli.

Durante todo el periodo de investigacion, tanto las alicuotas como los medios

con las muestras fueron incubadas a diferentes temperaturas.

3.7.1. Incubacién en camara a 202C

Las Alicuotas que debian estar a 20°C en oscuridad fueron incubadas en la

camara Sanpas y en agitacion en una plancha agitadora a 120 rpm.

3.7.2. Incubacién en estufa a 352C

La estufa Memmert fue utilizada para incubar las placas de Colilert a 35°C

durante 24h de acuerdo a lo establecido en su protocolo.

3.7.3. Incubacién en estufa a 372C

La estufa PreciLab. S.L. fue utilizada principalmente para la recuperacion de la

Cepa E. coli J08, ya sea para medios Chromocult o TSA

3.7.4. Incubacidn a temperatura ambiente

Algunas muestras fueron incubadas a temperatura ambiente, en presencia (8
horas) o usencia de luz (total), y en agitacién continua en una plancha a
120 rpm.
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Agua Residual Sintética

Sintética Completa
Control-Negativo (CN)

Incubar a 202 C

Sintética Completa
Inoculada

Sin Glucosa
(Resd. Sint. - G)

Con Glucosa

(Resd. Sint. + G)

Agitar a 120 rpm

Realizar diluciones

Inocular E. coli 108
10° UFC/mL
0,5 Mc Farland

partiendo de 1 mL del
inoculo inicial

Inocular 1 ml de alicuota en
placas/bandejas

Chromocult y TSA
Incubar a 37°C
durante 24-48 h

Colilert®
Incubar a 352C
durante 24 h

las planillas

Registrar los datos en

Fig. 2.6- Esquema de los diferentes tratamientos re

de agua residual sintética.

alizados a las muestras
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3.8. AGITACION DE LAS ALICUOTAS

Todas las alicuotas sometidas a diferentes ensayos durante el periodo de

investigacion fueron mantenidas en agitacion constante a 120 rpm.

3.8.1. Plancha de agitaci6n

En la mayoria de los experimentos las alicuotas permanecieron en agitacion

sobre una plancha Infors H.T.
3.8.2. Agitacion por iman

En caso que la alicuota tuviera que ser incubada a una temperatura diferente,
ésta se colocé dentro de un matraz Erlemmeyer y se utiliz6 como agitador un

iman Stuart.

3.9. IDENTIFICACION Y RECUENTO DE Escherichia coli
3.9.1. En medio sélido
3.9.1.1. Identificacion morfoldgica de colonias

Para la identificacion y cuantificacion de células viables de E. coli se tuvieron
en cuenta las morfologias que presentaron las colonias en los diversos medios

utilizados, que se describen a continuacion.

Es frecuente que para mantener la fiabilidad del nUmero de colonias por placa,
el recuento de colonias se haga entre un rango de 10-100, 30-300, etc. Sin
embargo, cuando se tienen varias placas de una misma muestra, la precision
estadistica depende en gran medida de la suma de los numeros de las colonias
y no existe ninguna necesidad de tener en cuenta la regla del limite del menor
namero (10 o 30) al momento de contar (76). Por tanto, en todos los
experimentos en placas se realizaron recuentos inferiores a 10 colonias de

E. coli.

3.9.1.1.1. Viables

Son las células que al ser cultivados por métodos de recuentos clasicos en

placas mantienen su capacidad de crecimiento (92).
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a. TS

Para el recuento en TSA, primero se inoculé 1 mL de la alicuota en profundidad
en placas de Petri de 90 mm y luego se incubaron las placas durante 24 h a
37°C.

El recuento de las placas en profundidad (1mL de muestra) se basé en el
recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) que aparecieron tras la
incubacion.

Las colonias se observaron de color blanco, en forma de puntos en el medio de
TSA y no superaron los 2mm de diametro a las 24 h de incubacion (ver
Fig.2.7).

Fig. 2.7- Imagen de una placa de TSA con coloniasd e E. coli.

b. Chromocult

El mismo procedimiento que para el TSA (ver apartado anterior ) se realiz6
para la siembra e incubacion de la muestra en medio Chromocult. Para el
recuento de E. coli JO8 en éste medio, en todos los experimentos se realizaron
también por medio de la enumeracion de UFC en placas. EI Chromocult es un
agar diferencial que permite identificar simultaneamente coliformes totales y
E. coli, en muestras de agua y alimentos. Gracias a la acciéon conjunta de
peptonas, piruvato y tampén de fosfatos se garantiza un rapido crecimiento
también de coliformes con dafios subletales. El contenido en lauril sulfato
inhibe ampliamente el crecimiento de bacterias gram-positivas, sin tener
influencias negativas sobre el crecimiento de coliformes. La identificacion

simultanea de coliformes totales y E. coli se hace posible por la combinacion de
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dos sustratos cromogenos. El sustrato Salmon-GAL que es escindido por la
enzima beta-D-galactosidasa caracteristico de coliformes y provoca una
coloracion roja de las colonias de coliformes. La identificacion de la beta-D-
glucuronidasa, caracteristica para E. coli, tiene lugar mediante el sustrato X-
glucurdnico, cuyo producto de escisidn produce una coloracion azul de las
colonias positivas (12). Debido a que E. coli escinde tanto Salmon-GAL como
X- glucurodnido, las colonias se tifien de violeta-azul oscuro y debido a ello son
faciles de diferenciar de las restantes coliformes, que se presentan en color rojo
Sin embargo, constituyen una excepcion algunas salmonellas, que poseen
actividad de beta-D-glucuronidasa. Estas colonias se colorean de turquesa
claro. Por dltimo estdn las colonias incoloras que suelen ser

Enterobacteriaceas.

Para la preparacion del medio se disolvieron 27 g/L en agua desmineralizada
para luego hervir y posteriormente, previa inoculacion de la alicuota verter en

las placas.

El recuento de las placas al igual que en TSA, también se hizo en profundidad
(ImL de muestra) y se bas6 en el recuento de las unidades formadoras de
colonias (UFC) que aparecieron tras la incubacién, teniendo en cuenta la

coloracion de las colonias mencionada anteriormente (ver Fig. 2.8).

Fig. 2.8- Imagen de una placa de Chromocult con col onias de E. coli
(color violeta) y coliformes totales (color rojo).
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3.9.2. En medio liquido
3.9.2.1. Identificaciéon morfologica de colonias

En algunos casos se tuvieron en cuenta la turbidez y en otros la coloracion

para la identificacion y cuantificacién de E. coli JO8.

3.9.2.1.1. Viables

a. TSB

La turbidez es utilizada principalmente en este medio para indicar el
crecimiento de E. coli JO8 después de haberla inoculada el medio y luego ser
incubada durante 24h a 37°C. Este medio su utiliz6 para medir la
heterogeneidad de la poblacion y realizar la curva de crecimiento de E. coli JO8

mediante la medicion de la turbidez a través del Bioscreen C.

b. Mediante la tecnologia enzima-sustrato definido: Colilert®

Otro medio utilizado para realizar el recuento de E. coli fue Colilert, que es un
medio selectivo y diferencial, y esta disefiado para cuantificar bacterias en
alicuotas de 100mL. El recuento se puede realizar en dos tipos de bandejas
que presentan diferentes limites de deteccion. EI QT 200 que es una bandeja
con 51 pocillos con un volumen individual de 1,90 mL; mientras que el QT 2000
presenta 97 pocillos, divididos 49 grandes con un volumen de 1,80 mL y 48
pequefios con un volumen de 0,180 mL. La primera bandeja tiene un limite de
deteccion de 200 cél/100 mL y la segunda 2420 cel/100 mL. El reactivo Colilert
utilizados en las bandejas contiene dos nutrientes cromogénicos indicadores, el
ortonitrophenil-B-galactopyranoside (ONPG) que produce ortonitrofenol, con un
color amarillo, cuando se hidroliza el galactésido. También contiene
4-metilumbelliferyl-p-D-glucuronico (MUG), que es hidrolizado por una enzima
caracteristica de E. coli, la beta-glucuronidasa, haciendo que se libere un
indicador 4-metilumbelliferone (4-MU) el cual emite una fluorescencia azul
cuando es expuesto a luz ultravioleta con una longitud de 365 nm (93). Para el
recuento se realizo también por siembra de 1 mL Alicuota en frascos con 99
mL de medio Colilert disuelto en suero fisiolégico. Posteriormente se vertio el
contenido en bandejas de 200 o 2000 de acuerdo a la carga bacteriana, y se
incubo a 35° C durante 24 h.
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3.9.2.1.2. Viables no cultivables

Para la identificacion y cuantificacion de las células viables pero no cultivables
(VNC), es decir aquellas células que perdieron su habilidad de crecer en
medios de cultivos a través de métodos tradicionales para el recuento en placa,
pero que siguen manteniendo su integridad celular y algunas actividades

metabdlicas (92) se utilizaron diversos métodos descritos a continuacion.

a. Microscopia de Fluorescencia

Para la observacion y caracterizacion de las bacterias E. coli JO8 presentes en
las diferentes alicuotas, se realizaron algunas modificaciones del protocolo
original del kit L7007. A continuacion describen los pasos realizados en el

laboratorio:

. Se combind en igual volumen el componente A y componente B del kit
en un tubo de microcentrifuga y luego mezclar en forma vigorosa.

. Se adicion6 3 pl de la mezcla de reactivos (componentes A + B) por
cada mL de la suspensién bacteriana que fue filtrada.

. Se mezclo en forma vigorosa y se incub0 a temperatura ambiente por 15
minutos.

. Se filtr6 la muestra a través de una membrana Millipore de 0,22 um.

. Se puso una gota del componente C (mountaing oil) sobre el
portaobjetos.

. Se coloco el filtro sobre el portaobjetos y encima el cubreobjetos.

. Se observo al microscopio de fluorescencia.

b. Citémetro de Flujo

La citometria de flujo es un método muy extendido para la evaluacion de la
concentracion total y viabilidad, tanto de células procariotas y eucariotas en
medio acuaticos ambientales, asi como también para estudios sobre el riesgos
de transmision de enfermedades infecciosas por medio de microorganismos en
forma de aerosoles durante el tratamiento de aguas residuales de
hospitales (71). Otra ventaja es que permite evaluar en forma rapida la
viabilidad de las células debido al almacenamiento y tiempo de incubacion de la

muestra (94).
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Antes de empezar un analisis con el citometro de flujo, lo mas importante para
realizar un estudio de la concentracion total de células es determinar las areas
o regiones de los diferentes estados fisioldgicos de la poblacion bacteria, para

la representacion grafica y cuantificacion.

En un citdbmetro, las células convenientemente procesadas y marcadas fluyen
de forma alineada y sobre ellas incide un haz de luz, normalmente rayos laser.
La luz que incide sobre las células se dispersa hacia delante (“Forward Scatter”
o FSC) y da una idea del volumen de la particula. La luz dispersada
lateralmente (“Side Scatter” o SSC) da idea de la complejidad celular. La
representacion grafica de estos dos parametros permite diferenciar las
poblaciones a analizar y, en todo caso, permite descartar la informacién
procedente de restos celulares, agregados del medio extracelular (ver Fig.2.9).
Si las células han sido previamente marcadas con fluorocromos, la interaccion
de la célula con el laser da como consecuencia la emision de una luz que
proviene del fluorocromo excitado. Esta sefial de emision es filtrada,
amplificada y detectada a diferentes longitudes de onda, con lo que la luz
dispersada lateralmente es seleccionada mediante espejos dicroicos y recogida
en detectores adecuados, lo que permite realizar simultAdneamente diversas
mediciones de determinadas caracteristicas celulares. En el caso del equipo
FACSS Calibur. Becton Dickinson, utilizado para realizar los ensayos, toda esta
informacion fue procesada por un sistema informatico (Cell Quest Pro).

Dispersion de gran dngulo:
reflexion y refraccion,
estructura celular

Dispersion de dngulo bajo:
difraccion, tamaiio celular

00|

Haz
liser \ bl

Fluorescencia a mayores
longitudes de onda

006

Fluorescencia intriseca
(autofluorescencia)
y extrinseca

Fig. 2.9- Esquema del sistema de deteccion de fluor escencia por
citometria de flujo.
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La citometria de flujo es muy objetiva, permite hacer mediciones celulares

individuales, tiene gran sensibilidad y resolucion. Permite rapidez de analisis,

asi como realizar multiples mediciones simultaneas sobre una misma célula.

¢ Componentes del citometro de flujo (95):

Inyectores de la Alicuota:

Es muy importante que la velocidad de flujo sea constante y adecuada a
cada tipo de analisis. Hay inyectores de presion e inyectores
isovolumétricos por jeringa que permiten contar las células, si bien su

velocidad de flujo es menor.

Cdmaras de flujo:
Dependen de la fuente de iluminacion del citometro. Nos referimos sélo

a las cadmaras para citbmetros con fuente de luz laser.

Ststema éptico:
Contiene varios elementos: fuente de iluminacién (normalmente laser),
background o fondo luminico y filtros para discriminar las diferentes

sefales luminosas.

Fuente de iluminacion:

La fuente de iluminacion siempre se situa de forma perpendicular al flujo
de células que se va a analizar, es decir, que su configuracion es
ortogonal. Algunos citbmetros poseen varios laser (los mas utilizados
son argon o kripton) y algunos emplean como fuente de iluminacién una
lampara de mercurio o xenoén.

La longitud emitida por el equipo para excitar la muestra fue de 488 nm.

Fondo luminico:
Para eliminar la luz no emitida o dispersada por las células se suele

utilizar un pinhole.
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Filtros:

La finalidad de los filtros consiste en eliminar y separar las diversas
luces emitidas. Son fundamentalmente de dos tipos:

v' De absorcion: ayudan a eliminar longitudes de onda no deseadas.

v Dicroicos: dejan pasar la longitud de onda que interesa y reflejan las
longitudes de onda no deseadas.

El equipo empleado para realizar el analisis de la muestra cuenta con

dos filtros, el FL1-H -530/30 nm para el caso de la fluorescencia verde,

y el FL3-H para el caso de la fluorescencia roja.

Detectores:

Existen dos tipos de detectores de la luz emitida en un citbmetro: los
fotomultiplicadores, para detectar luz dispersada lateralmente que en el
caso del equipo utilizado fue el SSC-H y que permite medir la
complejidad de la muestra; y los fotodetectores diodos, para detectar la
dispersion frontal de la luz, que fue el FSC-H para medir el tamafio

celular.

¢ Cuantificacion de las bacterias tefiidas con el LIVE /DEAD  BaclLight
Kit L7007

La concentracion de la suspension bacteriana fue de 10° cél/mL.

Se combind en igual volumen el componente A y componente B del kiten
un tubo de microcentrifuga y luego mezclar en forma vigorosa.

Se adicion6 3 pl de la mezcla de reactivos (componentes A + B) por 1
mL de la suspension bacteriana de la muestra.

Se mezcl6 en forma vigorosa y se incubo a temperatura ambiente por 15
minutos.

Por ultimo se llevé al citdbmetro para realizar la cuantificacion de las
células tefiidas.

Los primero fue pasar por el equipo las células obtenidas de un cultivo nuevo y

con una concentracién minima de 10° cél/mL, para tener una idea de las

caracteristicas morfoldgicas de las mismas llamado R1. Luego se procedio a

pasar las células tratadas térmicamente y tefiidas con loduro de propidio, que

se utilizarian como indicadores de células muertas o con dafios en la estructura

de la membrana, en una region de un grafico denominado R2. Por ultimo, otra
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muestra fue tefiida con el colorante SYTO-9 para evaluar la integridad de la
membrana y metabolismo, que corresponderia a las células viables y que fue

denominado como R3.

Otra region fue observada durante la combinacion de los colorantes y a la cual
se le asigno el nombre de R4 y que corresponderia a las células dafadas, es

decir que por algun motivo no formaban parte de las células viables o muertas.

A continuacion, se comenzé a trabajar con diversas muestras tanto de aguas
residuales y agua destilada. Para la representacion grafica, se continud
utilizando la cinética de inactivacion ajustado con el modelo matematico
Weibull, indicando en ciertos puntos de los recuentos las imagenes obtenidas

de los analisis de las muestras con el citometro de flujo (ver apartado 4.4.2.).

3.10. BIOSCREEN

El analizador Bioscreen C (ver Fig. 2.10A) es un espectrofotobmetro que mide, a
lo largo del tiempo, la turbidez de un cultivo liquido por trayectoria vertical,
proporcionando rapidamente una gran cantidad de datos por cultivo de placas.
Una de las ventajas del aparato es que todas las funciones del analizador son
controladas por medio de un software, facilitando el trabajo en gran medida.
Este software de uso facil, permite seleccionar los parametros como
temperatura de incubacion, frecuencia de agitacion e intensidad a los cuales
uno quiere incubar la muestra, asi como el tiempo y la longitud de onda del

filtro a la cual que requiere hacer las mediciones.

Fig. 2.10- Bioscreen C (Labsystem, Finlandia). A- E | equipo Bioscreen.
B- Placa multipocillos.
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Este equipo, ofrece ademas la posibilidad de obtener gran cantidad de réplicas,
que garantizan idénticas condiciones de incubacion, o que permite obtener
satisfactoriamente datos para la microbilogia predictiva. La gran versatilidad de
este sistema turbidimétrico se basa, entre otras propiedades, en la posibilidad
de trabajar de forma conjunta con un nimero elevado de muestras, hasta 200
muestras (100 pocillos cada una) por experimento (ver Fig. 2.10B), que pueden
ademas presentar como ya se menciond diferentes condiciones

experimentales.

En nuestro caso, para la medicion de los tiempos de latencia y de las tasas de
crecimiento para la valoracion del crecimiento o de la divergencia poblacional

de la linea celular del trabajo se utilizo la técnica del Bioscreen C.

Tanto para la calibracion de la curva de crecimiento de E. coli JO8 como para la
curva de crecimiento de una célula de E. coli JO8 por pocillo, se midio la
densidad Optica dentro de un rango de 420-580 nm, durante 24 y a intervalos

de 6 min.

Los datos de densidades Opticas arrojados por el Bioscreen C fueron
procesados con el software informatico Microsoft Excel y Sigma Plot para el
posterior analisis de los paradmetros de tiempo de latencia y tasa de

crecimiento, con respecto a los valores obtenidos en condiciones Optimas.

3.10.1. Calibracidn de la Curva de crecimiento de E. coli]08 con el bioscreen

El método seguido para la calibracion de la curva de crecimiento de E. coli JO8

fue el siguiente:

1. Se recuperdy resembro la cepa E. coli JO8.

2. Se ajustd la turbidez a la escala McFarland 0,5 para obtener una
concentracion de 108 cél/mL en suero salino 0,9%.

3. Se realizaron diluciones seriadas (1/10) en medio Colilert a manera de
obtener una concentracién final de 10° cél/mL que es la concentracién
minima capaz de detectar el Bioscreen C.

4. Se deposité 250 pl de la concentracién 10° en cada pocillo de la placa
multipocillos, luego se incubd en el Bioscreen C a 37°C, shaker 10 seg.

antes de la toma de alicuota.
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5. Se tom6 100 pl de alicuota cada 30 min y se realizaron diluciones
seriadas (1/10) en solucion salina 0,9%.

6. Se sembrd en Colilert o Chromocult para realizar el recuento.

7. Por ultimo se incubd la placa de acuerdo a lo mencionado en el

apartado 3.7.

3.10.2. Curva de crecimiento de 1 célula/pocillo

El método seguido para la obtencion de una célula por pocillo de E. coli JO8 fue

el siguiente:

1. Se determind la concentracion de E. coli JO8 en el matraz, mediante el
recuento en la bandeja Colilert.

2. Se realizaron diluciones cuando fueron necesarias (78), de manera a
obtener una concentracion final de 1-3 células por pocillos, basandonos
en el método de Baranyi (88).

3. Luego se realizd6 el seguimiento del crecimiento individual (medio
Colilert) de cada célula en el Bioscreen C. Las condiciones de
incubacion fueron de 37°C, Shaker 10 segundos antes de la lectura de
DO, cada 6 min.

3.11. CALCULO DE LA TASA ESPECIFICA DE INACTIVACION
La ecuacion de la Tasa Especifica de Inactivacion (k) se obtuvo a partir de la
primera derivada de la ecuacion de Weibull:

k=bx*nx*t™ D Ecuacion 26
3.12. PROCESAMIENTO DE DATOS

En los anexos 2-4 se encuentran algunos de los resultados crudos obtenidos

de los diferentes experimentos realizados y analizados en esta tesis.

3.12.1. Portada

En la portada se indican si el experimento es un primer ensayo 0 una
repeticion. A continuacion los datos generales de la muestra y sus datos
fisicoquimicos. Luego estan la condiciones del experimento tales como el tipo
de cepa utilizada, la agitacion, si el experimento se realiz0 en presencia 0

ausencia de luz y volumen de alicuota utilizada.
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3.12.2. Registro

En la parte superior de la tabla se encuentran los datos correspondientes a las
fechas, tratamientos, temperatura de incubacion, concentracion inicial de E. coli

y método de recuento utilizado en el experimento.

3.12.2.1. Caso Chromocult/TSA

Los datos correspondientes a la lectura y procesamiento de los mismos se

encuentran en una tabla dividida en varias columnas (ver Anexo 2).

En la primera columna “Tiempo” se indica el tiempo de lectura de las muestras,
en la segunda columna “Dilucién” las diluciones realizadas para la lectura, en la
tercera “UFC/placa”, que corresponde a la cantidad de colonias contadas en las
placas. La cuarta, quinta, sexta y séptima corresponde al “Log UFC/mL”", su

limite inferior, superior y su desviacion estandar.

Por ultimo en las columnas nueve, diez y once corresponden al ajuste de la
ecuacion Weibull. Para esto, luego de aplicar la ecuacion mencionada en el
apartado 1.5.2.3.1 de la introduccién y al obtener los valores n y b en base a
los valores reales, se procedi6 a asignar valores de tiempo dentro del intervalo
de los dias de muestro a manera de obtener la mayor cantidad de puntos
posibles y poder obtener una mejor representacion de la curva a partir del

ajuste.

3.12.2.2. Caso Colilert

Los datos correspondientes a la lectura y procesamiento de los mismos se

encuentran en una tabla dividida en varias columnas (ver Anexo 3).

En la primera columna “Tiempo” se indica el tiempo de lectura de las muestras,
en la segunda columna “Dilucién” la diluciones realizadas para la lectura, en la
tercera columna “Pocillos +” los pocillos que dieron positivos para E. coli. En
esta columna puede haber dos tipos de valores registrados. Si hay un solo
valor indica que la lectura se ha realizado en una bandeja de Quanti Tray 200
(detecta hasta 200 cél/mL), si son dos valores separados por una barra indican
que la lectura fue hecha en una Quanti Tray 2000 (detecta hasta 2419 cél/mL),
donde el primer valor corresponde al numero total de pocillos grandes positivos

y el segundo valor a los pocillos pequefios positivos.
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En la cuarta columna se encuentran los valores de las NMP/mL, a continuacion
los limites inferiores y superiores. Estos datos se obtuvieron mediante la
utilizacién de un software IDDEX MPN Generator y divididos por factor de

dilucion.

En la séptima y octava columna se corresponden a dos formas de calculos del

error estandar:

3.12.2.2.1. SEi:

Debido a que el software proporcionado por IDEXX, la empresa distribuidora de
Colilert, solo proporciona la media (NMP) y los limites superior e inferior del
95%, para poder calcular el error estandar se aplicé la siguiente ecuacion a los
logaritmos neperianos del NMP (76), que esta basada en que la distribucion de
los logaritmos es aproximadamente normal :

_ Ln(Limite superior NMP) — Ln(Limite inferior NMP) Ecuacion 27

SE
4

3.12.2.2.2. SEi:

En caso de tener varias diluciones de una misma muestra, el software de
IDEXX no permite calcular el error estandar, mientras que la ecuacion de
Hurley and Roscoe permite calcular el error estandar (75).

. g2 1/2 Ecuacion 28
vi?d;°n
_ 2 1 1
SE Ln NMP = | (NMP) Z'evidiNMP 1
i=1

Donde:
Variables Quanti Tray 200 Quanti Tray 2000
Pocillos Grandes Pocillos Pequerfios
Vi 1,96 mL 1,86 mL 0,186 mL
d; dilucién utilizada Dilucién Dilucion
pi pocillos positivos Pocillos positivos Pocillos positivos
n 51 pocillos 49 pocillos 48 pocillos
NMP Numero Mas Probable

74




Para poder calcular el error estandar es necesario primero calcular el NMP a
partir de los valores de las placas Colilert, para lo cual se aplico la siguiente
ecuacion (75) en la que el NMP se obtiene por el ajuste de la ecuacion a los
datos experimentales (pocillos totales y con crecimiento del total de bandejas y
diluciones utilizados) realizado por la aplicaciéon Solver de Excel:

k q k
VidiPj
1 — e-VidiNMP vidin =0

i=1 i=1

Ecuacion 29

Las referencias utilizadas son las mismas mencionadas para la ecuacion

anterior.

Por ultimo en las columnas nueve, diez y once corresponden al ajuste de la
ecuacion Weibull. Para esto, luego de aplicar la ecuacion mencionada en el
apartado 1.5.2.3.1 de la introduccion y al obtener los valores n y b en base a
los valores reales, se procedié a asignar valores de tiempo dentro del intervalo
de los dias de muestro a manera de obtener la mayor cantidad de puntos
posibles y poder obtener una mejor representacion de la curva a partir del

ajuste.

3.13. CALCULOS MATEMATICOS

Para todos los calculos matematicos se utilizé la planilla Excel (Microsoft Office
2007). También para realizar comparaciones (t-student o One Way ANOVA) y
graficos se utilizo el programa Sigma Plot 11.0. Copyright© 2008. Systat

Software, Inc.

3.14. REFERENCIAS

Para el procesamiento de las bibliografias, se utilizo el programa EndNote
X4.0.2 (Bld 5149). Copyright© 1988-2010 Thomson Reuters.
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4. RESULTADOS

4.1. PUESTA A PUNTO DE UNA METODOLOGIA GENERAL PARA MEDIR
LA CAPACIDAD DE AUTODEPURACION DE CUALQUIER TIPO DE AGUA

4.1.1. Analisis de la precision de los resultados de los métodos Chromocult y
Colilert en el recuento de E. coli

Como hemos avanzado en la introduccion, la normativa aplicable a la
reutilizacion de aguas residuales (12) fija los principios en los que se deben
basar los métodos experimentales de analisis aplicados a las muestras de
agua. En el caso del recuento de células viables de E. coli se especifica que el
método debe detectar “bacterias E. coli beta-glucuronidasa positivas”. Existen
en el mercado varios medios de cultivo y kits comerciales basados en la
deteccion de esta actividad enzimatica. Una primera seleccion, basada en
criterios de sencillez y facilidad de uso, ya que el método deberia poder ser
realizado en los laboratorios de la propia planta de tratamiento, evitando el
traslado de muestras, dio como resultado la eleccién para estudios posteriores
de los métodos Chromocult y Colilert. Ambos métodos comerciales estan
basados en la deteccién colorimétrica debido a la accion catalitica de las
enzimas que se pretenden detectar, pero la gran diferencia entre ellos es que el
Chromocult se realiza por siembre en placa y el Colilert se basa en el
crecimiento en pocillos rellenos con medio liquido. Se ha especulado con la
posibilidad de que la recuperacion de células potencialmente estresadas seria
mas facil en medio liquido que en medio solido. Si esta hipotesis fuera cierta,
los recuentos en Colilert deberian ser més altos que los obtenidos con
Chromocult. Para comprobar esta hipdtesis se realizaron ensayos en el
laboratorio de recuentos de diversas suspensiones de la cepa JO8 de E. coli
utilizando simultaneamente ambos métodos.

Se utilizaron como matrices agua destilada, aguas residuales tratadas o aguas
fecales sin tratar, inoculadas con cultivos puros de E. coli J0O8, o mezclados con
otras bacterias fecales. Algunos problemas fueron detectados aunque
minoritarios. En bandejas Colilert inoculadas con una suspension de un cultivo
puro de E. coli aparecié algun pocillo negativo para la beta-galactosidasa y
positivo para la beta-glucuronidasa, cuando deberian ser positivos los dos ya
que la especie posee ambas actividades. Ademas, cuando se emplearon aguas
residuales con poblaciones microbianas naturales, el color indicativo de la
actividad beta-galactosidasa desaparecidé en algunos casos en pocas horas,

77



mucho mas ripidamente que cuando la matriz era agua destilada e incluso
antes de cumplirse el tiempo de incubacion prescrito en el método. Esto nunca
ocurri6 con la beta-glucuronidasa, cuyo indicador mantuvo siempre la
fluorescencia durante el tiempo descrito en el método. Se tomd nota de estas
anomalias excepcionales pero sus causas no fueron investigadas ya que
implicaban una desviacién de la linea principal de investigacion.

5+ o
E
5
L
=i
o
> 37
(@]
|
2 i
® Sec. CFTTI37.3
14+ | ® Sec CFTTI37.4
— Weibull
0 . — — — : —
0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)
Fig. 4.1- Recuentos en una misma suspension en agua de E. coli JO8,
utilizando el método Chromocult (circulos rojos) y Colilert (circulos
azules).

En general pudimos concluir que ambos métodos daban resultados iguales, sin
diferencias que fueran estadisticamente significativas como muestra la
Fig. 4.1, que presenta los resultados de un ensayo representativo. Por tanto,
desde el punto de vista de la recuperacidon ambos métodos eran equivalentes.
Sin embargo existia una diferencia bastante relevante entre ambos métodos,
que era el célculo de la incertidumbre asociada al andlisis. En el caso del
método Chromocult la incertidumbre se calculaba directamente a partir de los
recuentos en placa mientras que el Colilert se basa en una estimacion del

Numero Mas Probable (NMP) cuya incertidumbre se calcula de forma
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completamente diferente y presentaba posibilidades de poder ser mejorada
alterando el nimero de bandejas propuestas en el método comercial. Por ello,
ya que el aumento en la precision del método de recuento era uno de los
objetivos especificos del proyecto, se decidi6 seleccionar este método y
disefiar un nuevo protocolo que hiciera disminuir, si fuera posible la
incertidumbre asociada al recuento. Este proceso es el que se describe en el

apartado siguiente.

4.1.2. Desarrollo de una metodologia especifica para el calculo de la
incertidumbre asociada al recuento de £. colipor el método Colilert

0,6
@® SD-Niemela
® ® SD-H&R
05+
o
04+
c (]
= o3
= Bl
) g
o ¥ H
02+ (2 N °3
014
00l ’ —_— —
5,6 58 6,0 6,2 6,4 6,6 6,8
Log UFC/mI

Fig. 4.2- Comparacion del error estandar calculada  por medio de Niemela
(77) en color rojo y Hurley & Roscoe (75) en color azul, entre diluciones
sencillas iguales y utilizando bandejas de QT 200y  2000.

El método Colilert tiene una pagina web en la red en la que se introducen los
datos de crecimiento obtenidos tras la inoculacion de una bandeja, sea para
200 o para 2000, y el programa asociado calcula el NMP y los limites de
confianza superior e inferior del 95% del NMP. La normativa exige calcular la
incertidumbre, es decir el error estandar. Segun Niemela (77), partir de los
limites del 95% se puede calcular el error estandar dividiendo entre 4 el

intervalo contenido entre los logaritmos de dichos limites. Esta férmula se basa
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en que se asume que la distribucion de los logaritmos se aproxima a una

distribucion normal y por tanto la distancia entre la media y cada limite del 95%

es igual a 1,96 por el error estandar. Sin embargo existe una férmula mas

general, descrita por Hurley y Roscoe en 1983 que permite calcular el error

estandar utilizando un conjunto de datos procedentes de varias diluciones

diferentes y con volumenes de ensayo también distintos (75).

Tiempo Dilucion  Pocillos (+) Bandeja I?ﬁ&g:ﬁg C((EJnFC(.:/Fr;nLa)\I (H&R)
1E-05 13/0 | 2000 148 | 1.48E+06 | 028
. 1E-05 20 200 254 | 2.54E+06 | 022
1E-05 13/0 | 2000 148
1.10E+ 22
1E-05 20 200 25 4 L0EH06 1[0,
1E-05 285 | 2000 473 | 473E+06| 019
1E-06 6 200 6,3 6.30E+06 | 0,50
1E-05 29 200 42,9 | 429E+06 | 0,19
1E-06 6 200 6,3
+
) e = 200 o | 420E%06 | 0,19
1E-06 6 200 6,3
o 2855 | 2000 o3 | 522E%06 | 019
1E-05 29 200 42.9
+
o 255 | 2000 473 | 420E+06 | 013
1E-05 312 | 2000 495 | 495E+06 | 0,18
1E-06 5 200 53 5 30E+06 | 0.63
1E-05 23 200 30.6 | 3,06E+06 | 0,22
1E-06 5 200 53
7 1E-05 23 200 s0is | >1eEx067 0,20
1E-06 5 200 53
1E-05 312 | 2000 iy | PLUEREE G2
1E-05 23 200 30.6
1E-05 312 | 2000 iy | REERED Gl
1E-05 2314 | 2000 355 | 3.55E+06 | 0,19
1E-06 1 200 1 1,00E+06 | 1,17
1E-05 29 200 42.9 | 429E+06 | 0,19
1E-06 1 200 1
14 1E-05 29 200 429 | *20Ex067 018
1E-06 1 200 1
1E-05 2314 | 2000 355 |420E+06] 0.18
1E-05 29 200 42.9
1E-05 2314 | 2000 355 | 420E+06] 0.13
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Inoc. Inicial

Conc. Final

Tiempo Dilucion  Pocillos (+) Bandeja (NMP/mL) (UFC/mL) (H&R)
1E-05 211 | 2000 27.9 | 2.79E+06 | 022
1E-06 2 200 2 2 00E+06 | 0,98
1E-05 25 200 344 | 3,44E+06 | 021
1E-06 2 200 2
21 1E-05 25 200 344 |312B4061 0,20
1E-06 2 200 2
1E-05 21/1 | 2000 g79 | 14EH06 0,20
1E-05 25 200 34.4
1E-05 21/1 | 2000 o79 | S12ER06 015
1E-05 2413 | 2000 359 | 359E+06| 0,19
1E-06 2 200 2 2 00E+06 | 0,98
1E-05 24 200 32,4 | 324E+06| 0,22
1E-06 2 200 2
28 1E-05 24 200 324 |2%B6E+061 0,20
1E-06 2 200 2
1E-05 24/3 2000 g5g | 86E+06 00,20
1E-05 24 200 32.4
1E-05 24/3 2000 g5g | =:04Et06) 0,14
1E-05 1171 | 2000 134 | 1.34E+06 | 028
1E-06 2 200 2 2 00E+06 | 0,98
1E-05 20 200 254 | 2.54E+06 | 0,22
1E-06 2 200 2
35 1E-05 20 200 954 | 260E+06] 0,21
1E-06 2 200 2
1E-05 11/1 2000 134 | %60E+06 ) 0,21
1E-05 20 200 25.4
1E-05 11/1 2000 134 | 1:B0E+06 ) 0,18
1E-05 4/0 2000 4.1 410E+05 | 052
43 1E-05 8 200 8,7 8 70E+05 | 0,34
1E-05 40 2000 41
Eon A o0 87 6.07E+05 | 0,30
1E-05 410 2000 4,1 410E+05| 052
1E-05 1 200 1 100E+05 | 1,00
1E-04 18 200 222 | 2.22E+05| 0,24
1E-05 1 200 1
50 1E-04 18 200 202 | 208E+05] 0,23
1E-04 18 200 22.2
1E-05 4/0 2000 41 ZASERE | 22
1E-05 1 200 1
1E-05 410 2000 41 ZIUETE | s

Tabla 4.1- Variacion del SE en funcion de la diluci
mediante la ecuacion de Hurley and Roscoe (H&R) (75

).

6n adecuada y calculada
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Esta férmula permitia utilizar por tanto varias bandejas simultaneamente y
pensamos que al aumentar el nimero de datos podriamos conseguir una
disminucién del error estandar. Realizamos el experimento utilizando al mismo
tiempo bandejas para 200 y 2000 y comparando los resultados del analisis
conjunto con los obtenidos por el calculo de Niemela con bandejas individuales.
La comparacion de la incertidumbre de bandejas individuales se muestra en la
Fig. 4.2 y las correspondientes a todos los célculos, que incluye la utilizacion

combinada de bandejas de 200 y 2000 en la Tabla 4.1

Mediante este experimento se pudo comprobar que no existe una diferencia
significativa (P=0,59) al comparar los valores de ambas formas de calcular el
error estandar en bandejas individuales. Solo en el caso de una concentracion
de 5,6 UFC/ml se pudo apreciar una pequefa diferencia. Sin embargo el uso
conjunto de los tipos de bandejas si hizo bajar la incertidumbre si se utilizaban

las diluciones adecuadas.

4.1.3. Andlisis de la estabilidad de las propiedades de la cepa de E. coli
utilizada en los ensayos

Una de las fuentes de variacion en los resultados de las cinéticas de
inactivacion de E. coli que dificulta su comparacion, es la cepa bacteriana
utilizada para realizarlos. Esta ampliamente asumido que no se deben utilizar
cepas de laboratorio, ya que suelen ser menos resistentes que las cepas
autoctonas. Por esa razon se decidié desde el principio de este trabajo utilizar
una cepa aislada de una de las depuradoras que hemos estudiado en este
trabajo (E. coli JO8). Sin embargo también se ha especulado que la cepa
autoctona, conservada en una coleccion de laboratorio, podria ir perdiendo las

propiedades que la tornan mas resistente a la inactivacion.
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Fig 4.3- Efecto del mantenimiento de la cepa de  E. coli JO8 en cultivos
inclinados a 4°C, sobre su resistencia a la inactiv  acion. Cepa mantenida
en el laboratorio durante un mes ( E. coli J08), circulos rojos. Cepa recién
aislada de un efluente ( E. coli J09), circulos azules

Para descartar esta hipétesis, una muestra del efluente secundario Sec. I. 10.2
fue inoculada con la cepa E. coli JO8, conservada en un cultivo inclinado y
mantenida en cadmara fria a 4°C y en oscuridad y paralelamente con otra cepa
E. coli JO9, recién aislada del mismo efluente. Los resultados muestran en la
Fig. 4.3 la similitud de cinéticas que pueden observarse demostré que la
capacidad de supervivencia no era afectada por el almacenamiento en medio

de mantenimiento en las condiciones descritas, al menos durante un mes.

Debe ser citado que, aunque no se realizaron mas experimentos de laboratorio
para analizar sistematicamente la estabilidad de las propiedades de la cepa,
ésta ha sido mantenida en las mismas condiciones durante los cuatro afios de
la tesis y nunca hemos observado comportamientos que pudieran ser
atribuidos a cambios en su capacidad de resistencia a los factores inactivantes.
Por ello la cepa E. coli JO8, ha sido utilizada a lo largo de todo el estudio,
mantenida en la coleccion del laboratorio en las condiciones descritas en

Material y Métodos.
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4.1.4. Analisis de la estabilidad de los mecanismos inactivantes del agua y de
la influencia de los factores ambientales (estacidn del afio y radiacion solar)

Otra fuente de variacion importante en las cinéticas de inactivacion, que ha sido
descrita previamente, es el estado del efluente que podria verse afectado por
su almacenamiento en laboratorio, incluso a temperaturas bajas. Para evaluar
este efecto, una alicuota de un efluente fue inoculada y su cinética de
autodepuracion seguida durante un mes. Otra alicuota fue mantenida en el
laboratorio durante 16 dias en el laboratorio a 4°C vy, transcurrido ese tiempo,
fue inoculado y medida su cinética de autodepuracién también durante un mes.
La Fig. 4.4 presenta las cinéticas observadas en ambos casos, siendo el
tiempo cero para ambos el tiempo en que cada uno de los efluentes fue
inoculado. Como se puede observar en la figura, las cinéticas observadas
fueron muy semejantes, lo que indican que las propiedades inactivantes del
efluente no se alteraban de forma significativa tras dos semanas de

almacenamiento.
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Fig. 4.4. Comparacion del efecto del tiempo de almacenamiento en el

laboratorio (16 dias a 4°C) del efluente secundar o, sobre su capacidad
de autodepuracion. Efluente recién llegado al labor  atorio, circulos rojos.
Efluente mantenido 16 dias a 4°C, circulos azules.
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Estos resultados tuvieron una gran relevancia practica y facilitaron mucho el
trabajo en el laboratorio puesto que demostraron que el efluente se podia
transportar desde la EDAR sin refrigeracién y sin urgencia, ya que sus
caracteristicas, en lo que se refiere a los procesos de autodepuracion, no se

veian afectadas por el mantenimiento a temperatura ambiente durante al
menos 16 dias.
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Fig.4.5- Comparacion de las cinéticas de inactivaci 6n de E. coli JO8 en
efluentes secundarios de diferentes depuradoras, du rante diferentes
estaciones del afo: primavera (A), verano (B), otofi 0 (C) e invierno (D) .
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Por otra parte es también conocido que las caracteristicas generales de los
efluentes de depuradoras son afectadas por la época del afio en que son
recolectados. Estas variaciones afectan, por ejemplo al estado de depuracién
en que salen del tratamiento secundario, que suele ser medido por su DQO vy la
DBO5. Para evaluar esta influencia en las Figs. 4.5 (A, B, C y D) hemos
reunido datos sobre las cinéticas de inactivacion de efluentes secundarios de
dos depuradoras diferentes a lo largo de las cuatro estaciones del afio, asi
como los correspondientes valores medios de sus respectivos DBO y DQO.
Efectivamente, aunque hay un patrén general de curva concava en todas las
estaciones, pueden observarse diferencias cualitativas en cuanto a las tasas de
inactivaciéon observadas. Sin embargo parece haber correlacion entre estas

diferencias cinéticas y los valores de DBO5 sobre todo en verano.
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Fig.4.6- Comparacion de la variacion de los valores de la DQO y DBO5, de
algunas muestras analizadas durante las diferentes estaciones del afo.

86



Sec.1.3.22
Sec.1.4.2

L Sec. . 15.2
[ ]
§ ® Sec. |72
°
°

°

® Sec.|.191

® Sec.|.221

© Sec.|.25.1
— Weibull

Sec.|. 14.1

Sec.1.5.2
Weibull

Log,, UFC/mI
b

25 30

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Fig.4.7- Efecto de la radiacion solar sobre las cin  éticas de inactivacion. En
ausencia de luz solar (A) y en presencia de luz (B)

La luz, como era de esperar tuvo un efecto moderadamente positivo,
acelerando la cinética de inactivacion y fue un factor tenido en cuenta cuando
se analizaron los mecanismos subyacentes a los procesos de inactivacion
como veremos mas adelante. Con estos experimentos dimos por terminada la
primera fase de la tesis, que tenia por objetivo el disefio de una metodologia
especifica para medir la cinética de inactivacion. El andlisis de los resultados
obtenidos y descritos més arriba nos llevaron a disefiar el método que se ha

descrito explicita en la seccion de Material y Métodos.

4.2. DESARROLLO Y VALIDACION DE UN MODELO MATEMATIC O QUE
PERMITA DESCRIBIR Y CUANTIFICAR LA INACTIVACION DE E. coli EN
DIVERSOS TIPOS DE AGUAS

4.2.1. Andlisis de la diversidad de cinéticas de inactivacion encontradas en
diferentes tipos de aguas

Uno de los problemas previamente identificados en la revision bibliografica de
esta tesis fue la diversidad de cinéticas de inactivacion encontradas en los
diferentes tipos de aguas ensayadas en los diversos trabajos analizados, que
eran descritas con diferentes modelos de muy diversa formulacion matematica
como ya hemos apuntado en la introduccion. Era previsible que tal diversidad
cinética se debiera fundamentalmente a las caracteristicas inactivantes de las

aguas, y no a los diferentes métodos analiticos empleados para cuantificarlas.
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Para comprobar esta hipotesis se estudio la inactivacion en diversos tipos de
aguas, incluyendo efluentes de varias depuradoras, agua de estanque y agua
destilada, con un Unico método analitico, cuya gestacion hemos descrito en el
apartado anterior. Los resultados se muestran en las Figs. 4.8, 4.9, 410 y

4.11.

Como se puede observar, las cinéticas obtenidas con los efluentes
corresponden en términos generales a las previamente publicadas: Curvas
concavas en las que a un periodo corto (inferior a una semana) con una tasa
de inactivacion rapida sucede un periodo largo, de varias semanas, con una
tasa de inactivacion lenta, que llegado a un valor minimo, puede mantenerse
muchas durante semanas. La concavidad era también observable en la cinética
correspondiente al agua del estanque y se convertia en convexidad en el agua
destilada, pero solo tras muchos dias de incubacion. Los resultados obtenidos
con el agua destilada fueron sorprendentes, porque no estabamos esperando
que la viabilidad de la poblacién inoculada se mantuviera intacta durante
tantos dias. Quiza por una cierta tendencia antropocéntrica, creiamos que,
igual que el hombre se muere de hambre, las bacterias también moririan en la
ausencia de nutrientes, pero no fue el caso. Las bacterias, en agua destilada,
parecian comportarse como meros sacos de enzimas, inertes, sin poder
realizar su metabolismo y crecer, pero también sin morir. Pensamos que el
proceso de muerte podria tener también una naturaleza metabdlica y necesitar
energia para su desarrollo. Para comprobar esta hip6tesis incubamos agua
destilada a la que se habia adicionado glucosa como fuente de energia, pero
que seguia desprovista de fuente de nitrégeno y del resto de los nutrientes
necesarios para el crecimiento. Los resultados de este experimento se
muestran en la Fig. 4.11, que describe la cinética de inactivacion en una
suspension bacteriana en condiciones de desacoplamiento energético: con

catabolismo pero sin anabolismo.
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Fig. 4.9- Cinética de inactivaciéon observada en muestras de e
inoculadas con E. coli JO8.
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Fig. 4.10- Cinética de inactivacion observada en muestras de a gua
destilada sin tratamiento térmico inoculadas con E. coli JO8.
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Fig. 4.11- Cinética de inactivacion observada en muestras de a gua

residual sintéticas mas glucosa e inoculadas con

E. coli JO8.
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A pesar de la diversidad de formas geométricas que se podian observar en los
distintos tipos de agua inoculadas, que iban desde las curvas muy concavas
hasta las rectas horizontales, pasando por rectas con una pendiente lineal, que
se pueden observar en las Figs. 4.8 al 11, habia un patron emergente que
podria relacionar todas las formas. Las curvas concavas se observaban en
aguas residuales y efluentes de tratamientos secundarios. Esa curvatura
concava se perdia a medida que el agua procedia de ambientes mas limpios,
como el agua de estanque y desaparecia por completo en agua completamente
limpia como el agua destilada. Un conjunto de curvas semejante habia sido
previamente observado en experimentos de inactivacion térmica de diferentes
microorganismos. Los trabajos de Peleg y otros autores, que hemos descrito en
la introduccién, habian permitido seleccionar una ecuacién unica, basada en la
distribucion estadistica de Weibull, que describia todas las cinéticas de muerte
térmica ensayadas. Este modelo matematico cumple, al menos parcialmente,
una de las condiciones que desedbamos para nuestro modelo: que fuera lo
mMAas mecanistico posible, es decir que su estructura estuviera basada en la
inactivacion y sus parametros estuvieran relacionados con los mecanismos
bioldgicos subyacentes al proceso. La base biol6gica del modelo reside en
varias premisas: 1) La inactivacion celular, que hace perder a la célula su
capacidad de reproducirse, es el resultado de un proceso a traves el cual la
célula va perdiendo su capacidad para ir superando los problemas bioquimicos
y estructurales que le impone cualquier tipo de estrés, 2) Se asume también
qgue la poblacion es heterogénea, es decir, que cada célula desarrolla ese
proceso de forma individual durante un tiempo propio para cada célula., 3) Si la
poblacién es suficientemente grande, de forma que la distribucion de los
tiempos de inactivacion de cada célula puede ser descrita por una funcién
continua, entonces la curva de inactivacion de la poblacion con el tiempo puede
ser descrita por la distribucion estadistica. Como ya hemos descrito en la
introduccion, una de las formas de la ecuacion de Weibull, que hemos

empleado en este trabajo es:

N= No + exp(-B* tn)

91



La transformacion logaritmica lineariza la ecuacion
Log N = Log No- b*tn

en la que b = B/In10. Es una ecuacién muy simple, con solo dos parametros, b,
el coeficiente de localizaciébn y n, el coeficiente de forma, porque su valor
determina la forma de la curva de inactivacién. La curva de la representacion
logaritmica es convexa cuando n es mayor que 1 y presenta un aspecto

concavo cuando n es menor que 1. Cuando n es igual a 1, la ecuacion de
Weibull se transforma en una ecuacion exponencial negativa que describe una
cinética de inactivacion de primer orden, el modelo mas popular y extendido
para describir la cinética de la inactivacion microbiana. Por tanto, la cinética de
inactivacion exponencial puede ser considerada un caso especial de la
ecuacion de Weibull, que es mas general.

Pero ademas, como ya hemos avanzado, los valores de los coeficientes de
esta ecuacion, que determinan la distribucion estadistica subyacente, pueden
relacionarse con la sensibilidad individual de cada célula a los mecanismos de
inactivaciéon. Cuando n es menor que 1, se asume que hay muchas células de
la poblacion sensibles al factor inactivante, lo que provoca una rapida tasa
inicial de inactivaciéon. A medida que las células sensibles van desapareciendo,
guedan las mas resistentes y la tasa de inactivacion va disminuyendo, lo que
determina la forma céncava de la curva. Por el contrario, si n es mayor que 1,
eso implica que la mayoria de las células resisten inicialmente los efectos de
los agentes inactivantes, pero van acumulando los dafios producidos;
transcurrido un tiempo, esta acumulacidon provoca que todas las células
dafiadas mueran rapidamente, lo que determina la convexidad de la curva en
estas condiciones.

Nos parecio que la misma ecuacion podia ser usada para describir la cinética
de inactivacion en los distintos tipos de aguas inoculadas y para ello ajustamos
la ecuacién de Weibull a los puntos experimentales de todos los experimentos
de inactivacion realizadas hasta ese momento. Para el ajuste ese empled la
aplicacion Solver de Excel, como se ha descrito en Material y Métodos. Las
curvas resultantes estan representadas con trazo continuo en todas las figuras.
El andlisis biométrico de la bondad del ajuste esta resumido en la Tabla 4.1
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Cadigo Ecuacion SCD Ln Sesgo Exactitud Figura N°
Ter.Micr.1.6.1.2  LogN=6,45-0,26t %% 0,01 0,99 1,08 4.19
Ter.Osm.1.6.24 LogN=6,14-0,72t °*° AE-06 1,00 1,02 4.20

Sec.1.3.2.2 LogN=6,40-2,261 °% 1,9 1,2 1,17 4.8
Sec.1.3.2.3 LogN=6,46-0,381 %" 0,01 1,01 1,10 4.9
Sec. 1. 4.2 Log N =6,46-0,38t %% 2E-05 1,00 1,06 4.8
Sec.1.5.2 LogN=6,83-1,581 % 0,01 1,01 1,26 4.8
Sec. CFI 5.3 LogN=6,71-0,58t %" 0,72 1,09 1,35 4.20
Sec.1.7.2 Log N=6,09-2,69t %% 0,81 1,11 1,50 4.13
Sec. CFI 7.3 LogN=6,12-1,50t %’ 0,30 0,95 1,23 4.13
Sec. CFTTI7.4  LogN=6,18-0,08t 1% 0,02 1,00 1,06 4.13
Sec. 1. 10.2 LogN=6,87-0,78t *" 0,02 1,04 1,22 4.5B
Sec.1.11.2 LogN=6,74-0,96t *" 0,02 0,99 1,28 4.5B
Sec. CFTTI124  LogN=8,75-2,021t >% 0,001 1,00 1,09 4.15
Sec. CFTTI13.1  LogN=6,87-0,231 %8 1E-07 1,00 1,01 4.14
Sec. FBFI 13.2 LogN=6,87-0,65t *°’ 1,97 0,88 1,29 4.14
Sec. |. 14.1 LogN=6,02-242t %% 0,16 0,96 1,09 4.8
Sec. I.15.2 LogN=6,87-0,63t %™ 0,0004 1,00 1,13 4.7B
Sec.1.19.1 LogN=6,64-1,74t °* 0,003 1,01 1,13 4.7B
Sec.1.22.1 Log N=6,08-1,33t % 0,002 1,00 1,08 4.7B
Sec.1.25.1 LogN=6,67-1,94t % 0,02 1,02 1,10 4.7B
AD I. 09 Log N =6,94-0,05¢t *** 0,0003 1,00 1,20 4.10
ADI.17.1 Log N=6,48-0,002t >  0,0002 1,00 1,01 4.10
ADTTI20.2 LogN=6,63-57E°t** 0,01 0,99 1,02 4.12A
Sec. CFTTI25.3 LogN=6,52-7,6 E °t®™" 0,0002 1,00 1,05 4.24

ADTTI 29.1 LogN=7,61-1,04t % 1E-06 1,00 1,02 4.25

Estq. | 30.1 LogN=6,58-2,57t %% 0,02 1,02 1,10 4.9

Estq. 1 31.1 LogN=7,18-2,65t %% 0,005 1,01 1,20 4.9

ADTTI 33 Log N =6,54—-010,04 0,003 0,99 1,01 4.28

Estq. | 34 Log N=6,30-0,96t * 0,006 1,02 1,13 4.29

Sec. CFI 36 LogN=5,84-0,92t %" 0,001 1,01 1,10 4.30

Tabla 4.2- Evaluacion de la bondad de ajuste del mo

empleado.

delo matematico
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La exactitud del modelo fue analizada por el método de McClure (51) que
consiste en cuantificar la exactitud en base a la suma de los cuadrados de las
diferencias del logaritmo natural (SCDLn) de los valores observados y
esperados. Cuando se obtiene de esta diferencia un valor pequefio indica un
modelo que en promedio predice mejor la respuesta observada. Otro método
para cuantificar la exactitud de los modelos matematicos es el calculo de los
factores de sesgo y exactitud, realizado segun se explica en Materiales y
Métodos. Este andlisis, mostrado en la Tabla 4.2, nos permitié concluir que
ambos factores varian en los diferentes tipos de aguas, pero, salvo en algunos
pOCOS casos concretos, estan siempre muy cercanos a 1, que seria el valor que
se obtendria si el ajuste fuera perfecto. Ambos métodos de cuantificacion de la
exactitud demostraban que el modelo de Weibull era un modelo matematico
aceptable y general para describir las cinéticas de inactivacion de E. coli en
agua medida con la metodologia desarrollada en la primera parte de este
trabajo.

4.3. IDENTIFICACION DE MECANISMOS POTENCIALES DE INACTIV ACION
DE E. coli EN LAS AGUAS RESIDUALES TRATADAS

4.3.1. Efecto de la suspension en agua destilada sobre la viabilidad de £. coli

Los primeros experimentos en agua destilada, realizados para tener una vision
general de las diferentes cinéticas que se podian observar segun el tipo de
agua inoculada habian mostrado una supervivencia de las bacterias muy
superior a la que habiamos esperado en un principio. Para confirmar y
profundizar el analisis de estos resultados se realizaron nuevos experimentos
incorporando una nueva matriz: agua residual sintética, con una composicion
empleada previamente en otros muchos ensayos publicados y que esta
descrita en Materiales y Métodos. De esta forma pretendiamos averiguar la
influencia potencial que los componentes quimicos del agua residual podian
tener en la inactivacion. Si estos compuestos quimicos no afectaban la

supervivencia bacteriana, las propiedades inactivantes de esta agua residual
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sintética deberian ser muy similares a las del agua destilada. Esto fue lo que

ocurrid, como se puede observar en las Figs. 4.12 Ay B.

A B
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Fig. 4.12- Comparacion de las cinéticas de inactiva cion de E. coli JO8 en
muestras de H20 destilada (A) los de color azul cor responden a una
muestra con tratamiento térmico (TT) y las de color rojo sin TT. El grafico
B corresponde a un agua residual sintética.

Estos resultados mostraron la gran capacidad de supervivencia de E. coli en
aguas limpias ya que las células mantenian su viabilidad durante mas de tres
meses en agua destilada y durante un mes, por lo menos, en agua residual
sintética. Quedaba demostrada la falsedad de la hipétesis, que ya habiamos
puesto en duda en los experimentos preliminares con agua, que postulaba que
las células de E. coli podrian morir de hambre, por la ausencia de nutrientes en
aguas limpias en un plazo de tiempo relativamente breve. Esta idea, de raiz
antropocéntrica, pues postula para los microorganismos un comportamiento
fisiologico semejante al animal, tuvo que ser desechada tras obtener los
resultados anteriores. Por otra parte, tampoco podia decirse que la suspension
en agua limpia no tuviera ningun efecto sobre las células, puesto que al cabo
de un largo tiempo de incubacién, se podia observar cierta pérdida de
viabilidad, pero se trataba de un efecto a largo plazo que solo provocaba la
inactivacion de una pequefia parte de la poblacion después de muchas
semanas manteniendo la viabilidad original. Este resultado y la conclusion a
que da lugar, es decir, la practicamente nula capacidad de autodepuracion que

tienen la aguas limpias, tienen importantes consecuencias practicas, como por
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ejemplo el disefio de sistemas de rellenado de acuiferos que discutiremos en la

seccion correspondiente de esta memoria.

4.3.2. Efecto de microbiota presente en el efluente y eliminable por filtracion
en el laboratorio

La comparacion de las cinéticas de inactivacion de E. coli resuspendida en
agua destilada y en diversos tipos de efluentes era una confirmacién mas de
un hecho bien conocido: la presencia en los efluentes de factores inactivantes
que son los que les confieren su capacidad de autodepuracion. Una revision de
los potenciales agentes inactivantes fue realizada en la Introduccidn de esta
memoria. Para iniciar el estudio de la identificacion de los factores reales que
son responsables de las inactivaciones observadas, iniciamos una serie de
experimentos que permitieran diferenciar algunos de ellos. Por otra parte, y
dada la necesidad de relacionar nuestros resultados y utilizar las conclusiones
obtenidas con el reciclado de aguas residuales tratadas, disefiamos estos
experimentos de forma que pudieran ser relacionados con los tratamientos
terciarios que se realizan en las estaciones depuradoras. Por ello
seleccionamos dos tratamientos en el laboratorio que mimetizaban sendos
tratamientos terciarios en una EDAR: 1) La filtracion del efluente a través de
fitros de 0,22 micrémetros de didmetro de poro, que tendria un efecto
semejante a la microfiltracién en una EDAR, y 2) un tratamiento térmico que
eliminaria los agentes inactivantes termosensibles y que, realizado tras la
filtracion tendria un efecto tan completo en la eliminacion de agentes

inactivantes como la osmosis inversa realizada en una EDAR.

La filtracion a través de filtros Millipore (0,22 um) deberia eliminar toda la
microbiota, aunque posteriormente comprobamos con citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia que pasaban el filtro bacterias que tienen un
tamafio menor a 0,1 como otros habian visto anteriormente (70).
En realidad retuvo protozoos y bacterias grandes aunque no los bacteriéfagos,
ni las macromoléculas téxicas. Cuando el efluente filtrado fue inoculado y se
midio la inactivacion a lo largo del tiempo, se pudo observar (Fig. 4.13) que
parte de la capacidad inactivante se habia perdido, pero solo parcialmente, de

forma que se podia observar todavia una cinética de inactivacion, relativamente

96



rapida, que tenia que ser debida a la accidbn de agentes inactivantes que

habian permeado a través del filtro.
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Fig. 4.13- Efecto de la microbiota presente y elim inable por filtracion en el
laboratorio en diferentes estaciones y de la elimin  acion por tratamiento
térmico de los componentes termosensibles. Los punt os de color azul
corresponden a un efluente secundario sin tratamien to inoculado con
E. coli JO8; los de color verde a uno centrifugado y filt  rado y los de color
rosa a un efluente centrifugado, filtrado y contra  tamiento térmico.

Ademas, como se puede observar, tras la eliminacién de la microbiota filtrable,
la cinética seguia siendo del mismo tipo, concava, con un coeficiente de
Weibull menor que 1, aunque los valores paramétricos habian cambiado, de
manera que tras 30 dias de incubacion la contaminacién tenia el mismo nivel
(10 cél/mL) que se habia alcanzado a los 10 dias con el efluente completo. La
composiciéon de la microbiota presente no pudo ser estimada de forma
cuantitativa. Observamos al microscopio que se trataba de una mezcla de
protozoos y bacterias que no fueron identificados. Por ello, a este conjunto de
microorganismos no identificados que quedaban retenidos en la superficie del
filtro le damos el nombre de fase bidtica no filtrable, para distinguirla de otros
componentes de la microbiota total, bacterias muy pequefias, que no
sedimentaban en la centrifugacién y atravesaban el filtro de 0,22 micrémetros

de didmetro de poro, y que tuvimos ocasion de detectar posteriormente en los
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experimentos de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Para
comprobar que esta microbiota no filtrable afectaba realmente a la poblacién de
E. coli inoculada en el efluente se realizaron dos tipos de experimentos. En el
primero, se filtrd e inactivd térmicamente un efluente secundario. La microbiota
gue quedo retenida en la superficie del filtro se volvié a reinocular en el filtrado
para observar si se recuperaba la capacidad de inactivacién, utilizando como
control otra aliquota del filtrado sin adicion de la fase bidtica retenida en el filtro.
Ambas alicuotas fueron inoculadas con la bacteria y se siguié su cinética de

inactivacién a lo largo del tiempo.
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Fig. 4.14- Efecto de la adicion de la fase bidtica  de un efluente secundario
retenida en el filtro al efluente filtrado (azul). Como control se utilizd otra
alicuota del mismo filtrado a la que no se afiadi6 |  a microbiota retenida en
el filtro (rojo).

Los resultados de este experimento se muestran en la Fig. 4.14, donde se
puede observar que la adicion de la fase bibtica recuperd la capacidad
inactivante que habia perdido por completo con los tratamientos realizados al

efluente, como muestra el control.
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Fig.4.15- Cinética de inactivacion de E. coli en un efluente secundario
filtrado y con tratamiento térmico (sin capacidad i nactivante) reinoculado
con su propia microbiota no filtrable crecida en un medio de cultivo para

protozoos para aumentar la cantidad de microorganis mos.

El segundo experimento consistid en cultivar la fase bidtica retenida en el filtro
en un medio de cultivo para protozoos para aumentar su numero. Este cultivo
no axénico, puesto que contenia también el resto de la microbiota no filtrable,
fue inoculado en un efluente al que se le habia eliminado su capacidad
inactivante por los tratamientos ya citados (filtracion y tratamiento térmico).
Como era de esperar, y se puede observar en la Fig. 4.15, tras la inoculacion
del cultivo de protozoos el efluente recupero su capacidad inactivante pero
ademas mostrd que esta capacidad era proporcional a la biomasa presente ya
gue se observdé una cinética mas rapida en el efluente inoculado con la
microbiota crecida en medio para protozoos (Fig. 4.15) que la que se observo
cuando se reinoculaba simplemente con la retenida en el filtro, es decir, con la
microbiota presente en el efluente en el momento de la filtracién (Fig.4.14).
Quedaba por tanto comprobado que la microbiota no filtrable presente en el

efluente participaba de forma significativa en la autodepuracion.

Para profundizar en el andlisis y cuantificar el aporte de la microbiota al

proceso de autodepuracion a lo largo del tiempo, calculamos la tasa especifica
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de inactivacion, estimada como la pendiente de la curva de inactivacion

obtenida a partir de la ecuacion de Weibull.
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Fig.4.16- Tasa especifica de inactivacion (bacteria s inactivadas por dia y
por bacteria presente), k (dias ™) provocada por un cultivo de protozoos
en un efluente centrifugado, filtrado e inoculado ¢ on E. coli.

Los resultados se muestran en la Fig. 4.16. La tasa de inactivacion es
significativa en la primera semana aunque con valores decrecientes. A los 10
dias ha alcanzado un valor minimo que se mantiene aproximadamente
constante, aunque con un continuo y pequefio decrecimiento. Es decir, la
aportacion de la microbiota al proceso de autodepuraciéon se realiza
fundamentalmente en la primera semana de incubacion tras la inoculacién de
las bacterias, cuando su concentracion es alta y superior a las 1000 bacterias
por mL. A concentraciones mas bajas, la aportacion de la microbiota a la

autodepuracion es poco significativa.

4.3.3. Efecto de los componentes termosensibles

El tratamiento por calor se realiz6 calentando la muestra de efluente
centrifugado vy filtrado en un bafio maria con agua hirviendo durante 5 minutos,
segun se describe en Materiales y Métodos. La cinética de inactivacion muestra
las grandes diferencias observadas en relacion al efluente intacto y al
centrifugado vy filtrado (Fig. 4.13). No solo habia desaparecido gran parte de la
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capacidad de autodepuracion, sino que la cinética convexa indicaba que el
mecanismo o0 la causa de la pequefia inactivacion que todavia podia
observarse eran diferentes de los mecanismos que actuaban en el efluente
centrifugado y filtrado. Esta cinética era muy semejante, cinética convexa, a la
observada cuando se resuspendian las bacterias en agua destilada o en agua
residual sintética (ver Fig. 4.12), aunque en este caso el efecto fuera mas
rapido. Estaba claro que el pequefio efecto inactivador del agua destilada y el,
un poco mayor del agua residual sintética solo podian deberse a factores
celulares enddgenos, que desencadenasen la muerte celular por acumulacién
de errores metabdlicos que podiamos agrupar bajo el nombre genérico de
envejecimiento celular. Por ello, al comparar la cinética de inactivacion en
efluente centrifugado, filtrado y tratado térmicamente con la obtenida en agua
destilada, concluimos que el tratamiento térmico eliminaba el resto de los
factores exdgenos que existian en el efluente y que determinaban las cinéticas
concavas. La inactivacion que ocurria en este efluente tratado debia ser
semejante a la que ocurria en el agua destilada. El efecto observado, en
algunas ocasiones, de mayor rapidez en la inactivacion (manteniendo siempre
la forma convexa) se podia interpretar como debida al mantenimiento de
factores estresantes que acelerarian el envejecimiento celular.

Por tanto, con los tratamientos de laboratorio conseguiamos eliminar
practicamente todos los factores exdgenos que eran los causantes de la
inactivacion observada y podiamos intentar evaluar la contribucién relativa de
cada uno de ellos en nuestras condiciones experimentales. Para ello
realizamos un experimento como el representado en la Fig. 4.13 en el que un
mismo efluente fue sometido a centrifugacion vy filtracion y posteriormente a
tratamiento térmico. Posteriormente, una alicuota del efluente completo, otra
del centrifugado y filtrado y otra del tratado térmicamente fueron inoculadas con
E. coli JO8 y sus cinéticas de inactivacion seguidas a lo largo del tiempo. Por
altimo, a partir de las curvas de inactivacion se calcularon las pendientes para
estimar las tasas de inactivacion. Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. 4.17 y como habiamos observado en experimentos anteriores, la tasa de
inactivacién era alta Unicamente en la primera semana, tanto en el efluente
completo como en el que habia perdido la microbiota no filtrable. En esa
primera semana el efecto inactivador del envejecimiento celular era
practicamente nulo, mientras tras quince dias de incubacion la mayor tasa de
inactivacion era debida al envejecimiento celular.
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Fig. 4.17- Tasas especificas de inactivacion (bacte rias inactivadas por dia
y por bacteria presente) medidas en un efluente com pleto (linea roja),
centrifugado vy filtrado, es decir, sin microbiota n o filtrable (linea azul) y
centrifugado, filtrado y con tratamiento térmico (| inea verde).
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Fig. 4.18- Contribucion relativa, expresada en porc entaje de la
inactivacion total, de los diferentes tipos de meca nismos al proceso de
autodepuracion. Factores bibticos no filtrables (ro mbos rojos). Factores
solubles termosensibles (rombos azules). Muerte cel ular por
envejecimiento (rombos verdes).
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Para analizar mejor el efecto relativo de cada uno de los tipos de factores
inactivantes, hemos representado en la Fig. 4.18 las contribuciones relativas de
cada uno de los factores a la tasa de inactivacion total, calculadas a partir de
los datos de la Fig. 4.17. La tasa debida a los factores biéticos no filtrables fue
calculada restando a la tasa del efluente completo la suma de las tasas
obtenidas en el centrifugado y filtrado y el tratado ademas térmicamente. De la
observacién conjunta de las Figs. 4.17 y 4.18 se puede concluir que la
inactivacion tiene lugar sobre todo en la primera semana de incubacion y es
debida, sobre todo, a los factores que atraviesan el filtro (biéticos filtrables y
termosensibles) que aportan un 64% de la inactivacion aproximadamente. La
microbiota no filtrable (presumiblemente protozoos) funciona solo en la primera
semana y aporta un 32%. En esa primera semana el envejecimiento no tiene
relevancia inactivadora (4%). En la semana siguiente, siguen actuando, cada
vez con menor intensidad los factores bidticos filtrables y termosensibles y en
la tercera semana el envejecimiento es el Unico proceso inactivante activo, pero
a una tasa muy pequefia, diez veces menor que la que se obtiene inicialmente
cuando los dos procesos anteriormente citados estan activos.

4.3.4. Efecto de los tratamientos terciarios sobre la cinética de inactivacion de
E. coli ]08
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Fig. 4.19- Comparacion de las cinéticas de inactiva cion de E. coli JO8 en
un efluente terciario con microfiltracién (Ter. Mic r. 1. 6.1.2) y permeado de
osmosis inversa (Ter. Osm. . 6.2.4).
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Fig. 4.20- Comparacion de las cinéticas de inactiva cién de E. coli JO8
entre un efluente terciario con microfiltracion (Te r. Micr. I. 6.1.2), un
efluente secundario inoculado (Sec. I. 5.2), un efl uente secundario

centrifugado vy filtrado (Sec. CFI 5.3) y un efluent e terciario con permeado

de 6smosis inversa Ter. Osm. |. 6.2.4.

En la Fig. 4.19 puede observarse que los tratamientos terciarios hacen
disminuir la capacidad de autodepuracion de un efluente. Al comparar el efecto
de dos tratamientos terciarios como microfiltracion y OGsmosis inversa se
observa que presentan cinéticas muy diferentes, una vez finalizado el proceso
de eliminacion de los factores inactivantes presentes en los mismos. El de

mayor eficacia para limpiar un efluente es el tratamiento por 6smosis inversa.

Nos parecio interesante comparar las diferentes cinéticas de inactivacion que
se obtenian en los efluentes con tratamientos terciarios con los que mostraban
los de un efluente secundario, sometido a tratamientos equivalentes dentro del
laboratorio. La microfiltracion podria considerarse equivalente a nuestra
centrifugacion vy filtracion, mientras la 6smosis inversa fue comparada con el
tratamiento completo (centrifugacuion/filtracion/tratamiento  térmico). Los
resultados de esta comparacion se muestran en la Fig. 4.20. Pudimos observar
una vez mas, que cuanto mayor es la eficacia en la limpieza de un efluente,
mayor es la capacidad de supervivencia de E. coli J08, por haber

desaparecido en gran parte la capacidad de autodepuracion. Nos parece
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importante resaltar este resultado, porque aunque a primera vista los
tratamientos terciarios limpian el agua de bacterias de forma no selectiva y en
ese sentido se pueden considerar positivos, tienen el inconveniente de
disminuir su capacidad de autodepuracion de potenciales patdégenos que
pudieran recontaminar el agua asi depurada. Cuanto mas limpia esté el agua,
mas indefensa estara frente a una posible recontaminacion. Es un hecho que,
como analizaremos mas ampliamente en la Discusion, habra que tener en
cuenta en el analisis de riesgos de la reutilizacion del agua, especialmente en
algunos usos como el rellenado de acuiferos en los que la recontaminacién por

filtracion de fecales podria ocurrir.

4.4. OBSERVACION DE LOS DANOS CELULARES INDUCIDOS D URANTE
UN PROCESO DE AUTODEPURACION

4.4.1. Microscopia de Fluorescencia

La cinética observada hasta ahora en todos los experimentos de la tesis se
basaba en los datos de células viables, 0 mas exactamente en la determinacion
de las unidades formadoras de colonias, estuvieran formada por una o mas
células. Como la transformacion de las células viables en viables pero
cultivables esta bien documentada en aguas naturales, decidimos intentar
cuantificar ese proceso comparando los datos de viabilidad a lo largo del
tiempo con los obtenidos por el examen con microscopia de fluorescencia
después de tratar las células con loduro de Propidio que solo penetra y tifie las
células que han perdido la integridad de su membrana celular. La metodologia

utilizada esta descrita en Materiales y Métodos.

Un primer experimento consistié en inocular agua destilada, matriz en la que no
debian existir agentes pertubadores del proceso de tincién, con E. coli JO8 y
seguir su evolucion tanto por el recuento de viables por recuperacion en placa
como por microscopia de fluorescencia. El agua fue inoculada el 17-02-10, a
partir de esa fecha se comenzo a realizar el recuento de viables la poblacidon
inoculada. Al mismo tiempo se empezd a poner a punto la técnica del
microscopio de fluorescencia para la cuantificacion y caracterizacion de las
bacterias por campo. Las primeras imagenes se tomaron el 09-03-10, y luego

se realizo otra toma el 27-05-10. Los resultados, que se pueden observar en la
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Fig. 4.21, mostraron que la técnica podia ser utilizada con resultados positivos
mostrando con nitidez las diferencias entre las células ioduro de propidio
positivas (fluorescencia roja) y las negativas marcadas con fluorescencia verde.
Sin embargo, dada la elevada incertidumbre asociada a la técnica que implica
elevadas diluciones y la observacion de numerosos campos, no pudo
establecerse una relacion cuantitativa fiable entre la concentracion de células
viables medidas por recuento en placa y por recuento en los campos
microscopicos de fluorescencia. A pesar de todo si se podia establecer una
relacion cualitativa y el aumento de la poblacién de no viables a lo largo del
tiempo podia ser observado con ambos métodos. Y también podiamos concluir
gue la pérdida de la viabilidad se debia, en parte y probablemente en su mayor
parte, a la muerte celular definida por la pérdida de la integridad de la
membrana celular. La microscopia de fluorescencia nos permitié también
realizar otras dos observaciones interesantes. Cuando el recuento de las
células viables se encontraba por debajo de la unidad de la escala logaritmica,
se procedio a seguir realizando observaciones de la alicuota al microscopio de
fluorescencia. Esperabamos encontrar una gran mayoria de células ioduro de
propidio positivas y alguna rara célula viva por campo. Como puede apreciarse
en la imagen tomada el 02-06-10 mostrada en la Fig. 4.22, seguian
observandose bastantes células viables, pero no cultivables, porque no
aparecian en los recuentos realizados a través del medio de cultivo liquido de
Colilert.

Ademas podia apreciarse claramente una modificacion de la forma morfologica
de las bacterias. Tanto en algunas células viables cultivables como las VNC,
las bacterias sufrieron un alargamiento, probablemente como wuna
consecuencia de la exposicion prolongada al estrés provocado por la falta de

nutrientes.
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Fig. 4.21- Caracterizacion y comparacion de la pobl acion de E. coli JO8
inoculada en una muestra de agua destilada (ADTT | 09) e incubada por
mas de 90 dias por recuento en placa (viabilidad, p untos rojos) y

observacion de la tincidbn con loduro de propidio co n microscopia de

fluorescencia (fotografias).

Aunque no se pudieron obtener datos cuantitativos con la fiabilidad suficiente,
el aumento en la proporcion de células ioduro de propidio positivas indica que
la perdida de viabilidad es debida a la aparicion de dafios celulares que acaban

en la destruccion de la membrana celular.
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Fig. 4.22- Comparacion de la variaciéon morfolégica de la poblacion de
E. coli JO8 a los 108 dias de incubacion en una alicuota  de agua destilada
inoculada (ADTTI 09). Hay que resaltar que la pobla cién de viables por
recuento era mucho menor que la observada enlafo tografia.

Haciendo un seguimiento continuo en el caso de una alicuota de agua
destilada a la cual se inocul6 la cepa de E. coli J08, luego de 108 dias de
incubacion se observé una variacion muy notable de la morfologia de las
células. En la Fig. 4.22 se puede ver en forma clara que algunas células
presentaron un alargamiento muy notorio en comparacion con las otras células
de la misma cepa. Este alargamiento podria ser una consecuencia de una
exposicion muy prolongada a la falta de nutrientes o podria tratarse de un
mecanismo de defensa contra algunos depredadores, de tal manera que al
aumentar su tamafio les cuesta mas ser consumidas por otros
microorganismos. En la parte de la Discusion, se hara un analisis mas
detallado de las posibles causas y beneficios de este cambio en cuanto a sus

caracteristicas externas por parte de E. coli.
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Fig. 4.23- Microfotografia de la poblacion presente a los 62 dias después
de la incubacion del efluente Sec. FBF 13.2, cuando ya no guedan
bacterias viables detectables, y reinoculada con la Fase Bidtica Filtrable.

Sorprendentemente, como puede apreciarse en la imagen, se observaron
varios tipos de bacterias, de diferentes formas y tamafos, a pesar de que en el
recuento en Colilert, la concentracion de las células viables fue igual a cero
(marcado como tal en la escala logaritmica aunque sea matematicamente
incorrecto) para destacar que no solo la cinética predecia ausencia de viables
sino que fue comprobada experimentalmente. Estas bacterias de menor

tamafo no fueron posteriormente estudiadas.

4.4.2. Citometria de flujo

Los experimentos con citometria de flujo se realizaron con los mismos
fluorbgenos que ya habian demostrado su eficiencia en los estudios
microscopicos previos. Se realizaron ensayos, segun se describe en Materiales

y Métodos, obteniendo muestras a lo largo de la curva de inactivacion, de
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diferentes tipos de aguas inoculadas. Como ya habiamos observado que habia
una gran poblacion de bacterias de pequefio tamafio que atravesaban el filtro,
los primeros experimentos se realizaron con Efluente centrifugado, filtrado y
con tratamiento térmico. Los resultados se muestran en la Fig. 4.24. Como se
puede observar en dicha figura que el citometro detecté una gran masa de
células muertas en la region correspondiente (R2) y solo unas pocas vivas
(1,4%) entre las que habria que incluir las células de E. coli inoculadas. Lo que
ocurrio tras la incubacion es que las células de E. coli fueron muriendo, como
demostré el recuento por Colilert y por ende en la curva de inactivacion (ver
Fig. 4.24). A pesar de esto el citdbmetro siguié detectando el crecimiento de las
otras bacterias filtrables que al final del experimento, cuando apenas quedaban
células de E. coli supervivientes, aportaban la totalidad de las células vivas

detectadas por el citbmetro como IP(-).

Podiamos concluir que la presencia de las bacterias filtrables era una
interferencia que tornaba poco aconsejable continuar con los experimentos de
citometria de flujo. Como control que eliminase esta interferencia, inoculamos
E. coli en agua destilada, previamente sometida al mismo tratamiento térmico y
a continuacion medida por el citbmetro para poder observar la evolucion de la
poblacion. Eliminadas las células filtrables y por tanto la interferencia
efectivamente pudimos comprobar que el citdbmetro era capaz de medir la
muerte celular con resultados comparables a los que se obtenian con Colilert,
por lo menos durante el periodo durante el cual se realizaron las mediciones
(ver Fig. 4.25). El problema era que también se eliminaban los factores

inactivantes, por lo que no continuamos con los experimentos citométricos.
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Fig. 4.24- Caracterizacion y cuantificacion por cit ometria de flujo de la
poblacién de E. coli JO8 inoculada en un efluente secundario Sec. CFTTI
25.3.

Region % Observado

Fechas 13 MAY 24 MAY 19 JUL
R2 (IP+) 97,42 21,07 27,13
R3 (IP-) 1,39 77,40 72,27
R4 (Ind.) 0,81 1,41 0,55

En efecto, la curva de inactivacion media la supervivencia por recuento en
placa en un medio especifico (Colilert) y por tanto los datos se referian

exclusivamente a la supervivencia de E. coli, mientras que los datos
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citométricos median la fluorescencia de todas las células presentes. Como
habiamos comprobado en los estudios por microscopia de fluorescencia,
existian otros tipos de células presentes, en cantidades significativas, que
también eran contadas por el citbmetro, haciendo imposible relacionar estos

datos con los de supervivencia.
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Fig. 4.25- Caracterizacion y cuantificacion por cit  ometria de flujo de la
poblacién de E. coli JO8 inoculada en una alicuota AD TT | 29.1.

Region % Observado
Fechas 20 MAY 19 JUL
R2 (IP+) 12,47 36,45
R3 (IP-) 85,18 61,84
R4 (Ind.) 1,43 1,35
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4.5. HETEROGENEIDAD DE LA POBLACION DE E. coli, MEDIDA EN
CULTIVOS PROCEDENTES DE INOCULOS UNICELULARES

Una de las pocas formas de medir el comportamiento individual de las células
de una poblacidon consiste en aislarlas por dilucion de la poblacion original,
inocularlas en un medio de cultivo apropiado y medir el crecimiento de las
poblaciones originadas a partir de cada una de ellas. En la Introduccion hemos
justificado la validez de esta metodologia y en Materiales y Métodos hemos
descrito las técnicas concretas que se han seguido en esta tesis para aplicarla,
basicamente la preparacion de inéculos, cuya unicelularidad ha sido estimada
por la distribucion de Poisson y su incubacion en placas multipocillo en un
espectrofotometro especifico, el Bioscreen, que permite evaluar el crecimiento
por la medida de la turbidez en cada pocillo a lo largo del tiempo. La
justificacion de este tipo de experimentos residia en la necesidad de obtener
datos experimentales que apoyasen la hipotesis de que 1) La poblacion
bacteriana en el agua es heterogénea como predice el que su inactivacion
pueda ser descrita por la ecuacién de Weibull, que se basa precisamente en
gue cada célula de la poblacion se encuentra en un estado fisiolégico diferente
que determina el tiempo que va a tardar en inactivarse y 2) Los diferentes tipos
de agua poseen distintos tipos de agentes y mecanismos inactivantes que
determinan a su vez la cinética de inactivacion. El parametro que distingue los
diferentes tipos de cinética es el coeficiente de forma, n, que, como ya hemos
repetido a lo largo de la tesis, cuando es mayor que 1 indicaria que todas las
células son similarmente afectadas por los agentes inactivantes y la
inactivacion se daria cuando la acumulacion de dafios afectara
irreversiblemente a cada célula. Por el contrario, un valor de n inferior a 1
indicaria que hay una determinada proporcién de células en la poblacién que
son muy sensibles y mueren rapidamente, quedando las mas resistentes para
los tiempos finales en los que estas células resistentes van muriendo

lentamente.

4.5.1. Heterogeneidad de poblaciones, en diferentes tipos de aguas, a lo largo
del proceso de autodepuracion

Por todo ello los analisis de heterogeneidad se han hecho incubando las

bacterias en agua destilada, cuya cinética de inactivacion muestre un valor de
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n>1 y con agua de estanque y efluente secundario que muestras cinéticas con
valores de n<1. El agua destilada nos sirvié también como control del efecto del
choque que reciben las células del cultivo original cuando se inoculan en el
agua. La premisa basica que subyace en este tipo de analisis es que cuando
una célula esta afectada por los agentes inactivantes, cuanto mayor sea el
dafio infligido, mayor sera el tiempo que la célula necesitara para arrancar o
crecer cuando sea inoculada en un medio de crecimiento (latencia) y por tanto
mayor sera el tiempo que necesitara el cultivo para alcanzar una turbidez
prefijada (tiempo de deteccion, td) que es lo que medimos en el Bioscreen.
Ademas, como se ha explicado en la Introduccién, ha sido demostrado que en
determinadas condiciones, que se cumplen en nuestro modelo experimental, la
distribucion estadistica de los tiempos de deteccion es equivalente a la de los

tiempos de latencia.
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Fig. 4.26— Comparacion de la Distribucion Relativa del td de E. coli JO8
incubada en diferentes tipos de aguas A (agua desti lada), B (agua de
estanque) y C (Efluente Secundario).
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Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 4.26 que muestran las

distribuciones de los tiempos de deteccion en diferentes condiciones de

incubacion. Hay que sefalar en primer lugar que en todos los casos se ha

observado una variabilidad de los valores individuales de td, lo que demuestra

la primera parte de nuestra hipétesis: las poblaciones son heterogéneas en lo

que se refiere al estado fisiologico individual de sus células. Pero analizando

cémo evoluciona esa heterogeneidad a lo largo del tiempo de incubacion en los

distintos tipos de agua, podemos alcanzar muchas més conclusiones.

4.5.2 Comparacion de la heterogeneidad de una poblacién de E. colj crecida
en medio liquido y resuspendida en agua destilada, estanque y en efluente

secundario
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Haciendo un analisis mas detallado en el caso del agua destilada (ver
Fig.4.27), se puede confirmar que su heterogeneidad inicial no es muy elevada.
El 53,7% de las células tienen un td de 8 horas y el 36,6% de 9 horas, es decir
un 90% de las células tienen un td entre 8 y 9 horas. El 10% restante se
reparte entre células mas sanas, que tienen td menor (7,3%) o mas dafadas,
con td superior (2,4%). Si observamos lo que ocurre inicialmente tras inocular
las células (parecidas a las inoculadas en agua destilada) en agua de estanque
(ver Fig. 4.28), vemos que ya hay un efecto choque inicial, porque solo el 80%
de las células tienen td entre 8 y 9 h. y un 20% lo tienen superior a 9. Mas
fuerte es todavia el choque inicial cuando se inoculan las bacterias en efluente
secundario (ver Fig. 4.29). En este caso, las células que podriamos llamar
normales, con td entre 8 y 9 h. se reducen al 69% en pocos minutos y el resto

es afectado de forma muy variable porque el rango de los td va desde las 10 a
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Fig. 4.28— Comparacion de la Distribucién Relativa del td (en horas) de
E. coli JO8 incubada en una muestra de agua de estanque ¢  entrifugada y
filtrada.
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Pero lo mas significativo de los resultados es la evolucion de la heterogeneidad

a lo largo del tiempo. En agua destilada podemos observar (ver Fig. 4.27)

como la distribucion entera se desplaza hacia valores de td mas altos, es decir

todas las células de la poblacién estan afectadas. Asi, a los 17 dias de

incubacion el 87% de la poblacibn muestra valores de td entre 9 y 10,

superiores en 1 hora al rango inicial, y a los 25 dias esta proporcion se

mantiene, aunque ya van apareciendo algunas células mas dafiadas con

valores de td superiores a 11 y 12 horas. Este es precisamente el mecanismo

postulado para la cinética de la inactivacion convexa que se observa en agua

destilada, aparicion de dafios para todas las células que se reflejan en su

estado fisiolégico celular, pero que todavia no son suficientes para provocar la

muerte celular.
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En contraste con lo que ocurre en el agua destilada, la evolucion de la
variabilidad en agua de estanque y efluente es completamente diferente (ver
Figs. 4.28-29). Tras el choque inicial, en el que mueren las mas sensibles, las
células que quedan a los 9 dias en el caso del estanque y a los 10 dias en el
del efluente, son mayoritariamente resistentes, mostrando valores de td
similares a los de una poblacion no afectada (8 o 9 horas) aunque con la
prolongacion de la incubacion se van dafiando cada vez mas células, de forma
aleatoria, hasta que al final de la incubacion la poblacion es muy heterogénea y
el rango de valores de td se extiende desde las 8 a las 18 horas en el caso del
estanque (ver Fig. 4.28) y de las 9 a las 24 horas en el del efluente (ver
Fig.4.29).

Los resultados de la medida de la heterogeneidad de la poblacion, y su
evolucion a lo largo del tiempo de incubacién en las diferentes aguas,
confirman por tanto la hipdtesis no solo de que la poblacion es siempre
heterogénea, incluso en condiciones favorables, sino de que las diferentes
cinéticas de inactivacion observadas se deben a mecanismos diferentes que
afectan de modo diverso a las células. En el caso del agua destilada, una
matriz sin agentes inactivantes externos, la Unica causa de muerte es el
envejecimiento celular, que va afectando por igual a todas las células, y por ello
observamos que toda la poblacién va envejeciendo, va empeorando su estado
fisiol6gico, lo que hace aumentar su tiempo de latencia tras ser inoculada y por
tanto su tiempo de deteccion, pero ese deterioro no es suficiente para provocar
la inactivacion celular y el nUmero de células viables se mantiene constante
durante el tiempo del experimento (ver fig. 4.27). Por el contrario en las aguas
con agentes inactivantes filtrables (estanque y efluente), el efecto sobre la
poblacidon se nota instantaneamente (ver Figs. 4.28-29), desde el primer
momento tras la inoculacion y es selectivo, afectando sélo a las células
sensibles. Por ello, tras unos pocos dias de incubacion, las células que
componen la poblacién, ya sensiblemente mermada, son mayoritariamente las
resistentes y tienen un valor de td semejante a las células no afectadas de 8 a
9 horas. Sin embargo también estas resistentes van desapareciendo y las
células que componen la poblacion a medida que avanza el proceso de

autodepuracion se revelan como un conjunto cada vez mas heterogéneo de
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células dafiadas en mayor o menor grado, como lo demuestran los valores de
td que se observan, que se extienden por un amplio rango de 9 a 21 horas,
aunque las células mayoritarias, el grupo que mayor frecuencia presenta, es el
de las células menos afectadas con valores de td de 8 a 9 horas. En el periodo
final es también destacable la diferencia observada entre agua de estanque y
efluente. Mientras en la primera todavia se mantiene un grupo numeroso de
células resistentes (30%), con valores de td entre 8 y 9 horas tras 21 dias de
incubacion, en el efluente esta proporcion es mas baja (ver Fig. 4.29) de tal
manera que a los 27 dias el grupo mas numeroso (18,2%) esta constituido por
células fuertemente dafiadas con un valor de td de 21 horas y las células mas

resistentes suponen apenas un 11%.
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5. DISCUSION

5.1. PUESTA A PUNTO DE UNA METODOLOGIA GENERAL PARA MEDIR
LA CAPACIDAD DE AUTODEPURACION DE CUALQUIER TIPO DE AGUA

5.1.1. Analisis de la precision de los resultados de los métodos Chromocult y
Colilert en el recuento de E. coli ]08

Cuando los microorganismos son expuestos a factores quimicos, bioldgicos o
fisicos presentes en el agua, éstos pueden sufrir lesiones que suelen ser
descritos como dafios fisioldgicos letales, si causan al microorganismo la
pérdida de su viabilidad para crecer en un medio selectivo, o subletales, que
provocan un retraso en el crecimiento en el medio selectivo comparado con el
que necesitaria a una célula normal (96). Por lo tanto, es importante
seleccionar el medio de cultivo adecuado para realizar la recuperacion y el
recuento del microorganismo de estudio. Ademas, de la precision del método,
el medio seleccionado debe ser sensible, diferencial, especifico y con una tasa

baja de falsos positivos y negativos.

En la actualidad existen diferentes medios y métodos disponibles para el
aislamiento selectivo y recuento de E. coli. Sin embargo, estos métodos fueron
desarrollados para la deteccion de E. coli en agua no tratada y potable (97).
Uno de los métodos mas recientes y muy utilizados es el que se basa en un
sustrato definido que tiene un indicador y que permite detectar la presencia de
E. coli en una muestra de agua. Se han realizado trabajos relacionados con la
evaluacion del rendimiento de los métodos de sustrato definido para el analisis
de agua residuales tratadas y reportaron que son tan buenos como el método
tradicional e incluso pueden considerarse mejores que éste (93).

En este trabajo de investigacion se decidio inicialmente usar dos medios de
cultivo diferenciales para el recuento de E. coli JO8. Estos fueron Chromocult y
Colilert, que estan basados en la deteccion de la actividad enzimatica de la -
glucuronidasa, ya que dicha enzima ha sido reportada hasta el presente en
mas del 94% de E. coli (97) y como ya se ha mencionado el RD 1620/2007

especifica dicha enzima para el recuento de las células viables (12).

Si bien es cierto, que hay trabajos que relacionan la capacidad de recuperacién
de E. coli en muestras de lodo activado y que reportaron que no existen
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diferencias significativas entre los métodos de membrana de filtracion,
utilizando medios chromogénicos, como el agar lactosa-glucuronico y el
meétodo del NMP utilizando Colilert para la deteccion de E. coli (97), se decidio
comprobar si se reproducian estos resultados y con qué precision, en el caso
de la inoculacion de 1mL de una alicuota de efluente secundario previamente

tratado en el laboratorio, en los medios de Chromocult y Colilert.

Como es de conocimiento, el medio cultivo Chromocult es mas econémico y
permite diferenciar y cuantificar E. coli y coliformes totales, pero requiere
mayor tiempo para preparar los medios de cultivo e inocularlos con la alicuota
problema y tiene asociadas mas fuentes de incertidumbre (probabilidad de
cometer errores), a diferencia de Colilert, mas caro pero cuyo uso estad mas
extendido, debido a que es mucho mas rapido y de facil manejo (ver apartado
3.9.2.1.1.b). Ademas después de hacer la lectura de las bandejas y una vez
sefalados los pocillos positivos, éstas se pueden seguir almacenando en el
laboratorio sin ningun tipo de inconvenientes, a diferencia de las placas, que
después de cierto tiempo presentan malos olores y se pierde el recuento

original de las bacterias.

En la Fig. 4.1 puede observarse que no existido una diferencia importante en la
capacidad de crecimiento de E. coli JO8 entre ambos medios de cultivos. Si
bien es cierto, que al mirar la grafica se puede apreciar una cierta mejor
capacidad de recuperacion de la cepa en un medio de Colilert, desde el punto
de vista estadistico no tiene una diferencia significativa (P=0,510). Esta
diferencia es la que se espera a partir de la idea, ampliamente extendida, de
que las células se recuperarian mejor en un medio liquido. Nuestros datos no

confirman cuantitativamente esta especulacién en el caso concreto estudiado.

5.1.2. Desarrollo de una metodologia especifica para el calculo de la
incertidumbre asociada al recuento de £. coli ]08 por el método Colilert

Para realizar un buen seguimiento de la inactivacion de E. coli JO8/09 en
diferentes tipos de aguas, hubo que realizar diversas diluciones. Ello provocé
posteriormente ciertas dificultades al momento en el procesamiento de los

datos, que se pasara a detallar a continuacion.

122



El software proporcionado para calcular el NMP de Colilert, solo permite
obtener un solo recuento por bandeja, y no contempla el poder realizar un
promedio de varias bandejas con varias diluciones de la misma muestra, de
manera a obtener un solo punto de recuento por dia, para luego representarlo
en una grafica. Por éste motivo, y para poder aumentar el nimero datos
analiticos de una misma muestra, se tomo la decision de recurrir a la formula
de Hurley & Roscoe, para poder estimar cantidad de organismos por unidad de
volumen de una misma muestra, a partir de varias diluciones, asi como la

incertidumbre asociada (75).

La formula utilizada aparte de ser muy util, permitié realizar una mejor
presentacion grafica de los resultados, ademas de favorecer una interpretacion
mas cémoda de las diversas formas de las cinéticas de inactivacion, ya que
permite calcular la SE de la muestra. Pero, al mismo tiempo se planted
averiguar si era mejor realizar una dilucidon sencilla con una bandeja de 2000 o
una doble dilucion con la bandeja de 200, basandonos en el error estandar de

las mismas.

Para esto se realiz6 el experimento descrito en el apartado 4.1.2 , en la que se
puede ver de forma clara que cuando se usan diluciones simples con la
bandeja de 2000 y diluciones dobles con la bandeja de 200, no existe una
diferencia significativa (P=0,426); mientras que si se quiere aumentar la
precision y disminuir mas el error estandar, usando para una misma dilucién
una bandeja de 200 y otra de 2000, la diferencia del SE con respecto a los
casos anteriores si es significativa (P<0,001). Por tanto, ya que la dilucidon es
una de las fuentes de error mas significativas, proponemos en esta tesis que se
minimicen el nimero de diluciones a realizar y se empleen los dos tipos de

bandejas para aumentar el rango de concentracion detectable (ver Tabla 4.1).

5.1.3. Analisis de la estabilidad de las propiedades de la cepa de £ coli ]J08
utilizada en los ensayos

El motivo por cual se prefirio trabajar con una cepa proveniente de un efluente,
fue por su capacidad de supervivencia en el mismo y para evitar incorporar
variables adicionales tales como dificultad de crecimiento, variacion de la

adaptacion de la cepa, entre otros factores, en el caso de que fuera aislada de
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otro lugar diferente. Otra ventaja adicional de usar un microorganismo propio
de un efluente, es que presenta caracteristicas similares de supervivencia de
los patdgenos, por lo tanto puede servir de referencia para otros estudios que
puedan realizarse (97). Aunque la cepa seleccionada habia sido previamente
aislada de un agua residual (ver apartado 3.1.1.), cabia la posibilidad de que
su mantenimiento en un medio de laboratorio durante largo tiempo la hiciera
perder total o parcialmente su resistencia a los elementos inactivadores. Esta
resistencia debia estar completamente activada en las bacterias aldctonas
presentes en un efluente nuevo. Para comprobar esta hipotesis, un mismo
efluente fue inoculado con dos cepas distintas, la JO8 que era mantenida en
medio TSA en tubos inclinados a 4°C durante meses, y la J09 recién aislada

del mismo efluente empleado en el experimento.

Los resultados de las cinéticas de inactivacion que se muestran en la Fig. 4.3
permitié concluir que no hay una pérdida de resistencia por el mantenimiento
en un medio de cultivo de la cepa E. coli JO8, ya que ambas cinéticas fueron
muy semejantes y no presentaron una diferencia estadistica significativa
(P=0,793). Por lo tanto se pudo concluir que el tiempo de almacenamiento
dentro del laboratorio no afecta la capacidad de supervivencia de la cepa

E. coli J0O8, que fue utilizada durante todo el periodo de investigacion.

5.1.4. Analisis de la estabilidad de los mecanismos inactivantes del agua y de
la influencia de los factores ambientales (estacion del afio y radiacién solar)

Por lo general, todas las muestras de efluentes ya sean secundarios o
terciarios, asi como las muestras de aguas de estanque fueron procesadas en
menos de 24 h después de su recepcién en el laboratorio. Para los casos en
gue el procesamiento de la muestra requirié esperar mas de un dia se procedi6

a almacenarla en la camara de 4°C.

De todas maneras, para poder comprobar que las muestras de efluente
secundario una vez recibidas en el laboratorio y después de ser inoculadas e
incubadas no perdian su capacidad de autodepuracion al estar cierto tiempo
almacenado en el laboratorio, se procedié a guardar una alicuota sin ningun
tipo de tratamiento en oscuridad a 4°C durante 16 dias. A los 16 dias se

procedié a inocular con la cepa en estudio E. coli JO8 y se incub6 a 20° C en
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oscuridad. El objetivo de este experimento fue demostrar que la capacidad de
supervivencia de E. coli JO8 se debia a las caracteristicas de la misma para
adaptarse y permanecer viva en un medio diferente al cual esta preparado en
forma biologica para desarrollarse que es el intestino de un mamifero (15, 17),
y que no estaban relacionadas con la disminucion del poder depurador del
efluente en si. De esta forma se descartaron estas fuentes de variacion al

caracterizar al efluente inoculado con la cepa E. coli JO8.

En la Fig. 4.4 se pueden observar los valores de los recuentos realizados
durante 30 dias de las muestras incubadas, asi también se puede apreciar que
existi6 muy poca variacion entre los datos de los recuentos entre ambas
alicuotas y por lo tanto son perfectamente comparables, sin presentar una
diferencia estadistica significativa (P= 0,865). Por lo tanto, puede afirmarse que
un efluente almacenado en el laboratorio a 4°C, en oscuridad y durante 16 dias
no se ve afectado en su capacidad de autodepuracion con respeto a la cinética

de inactivacion de la cepa en estudio.

Muchos autores han mencionado la importancia de la variacion de las
estaciones del afios en la inactivacion de las bacterias en diferentes tipos de
aguas (98-102) por lo cual para realizar un analisis mas detallado de las
influencias de las estaciones del afio, sobre la capacidad de autodepuracion de
las aguas residuales, se decidi6 comparar las cinéticas obtenidas de las
diferentes muestras de aguas residuales que no recibieron tratamientos
adicionales en el laboratorio y que fueron recibidas entre julio de 2008 a junio
de 2010.

El motivo por el cual se seleccionaron datos de un periodo determinado (2008-
2010) para hacer el estudio fue debido a que las muestras fueron incubadas a
20°C y en ausencia de luz, a diferencia de otras muestras incubadas en
condiciones diferentes y que formaron parte de otros experimentos dentro de la

linea de investigacion.

En algunos casos, solo se cuenta con una curva de inactivacion y esto tiene
una explicacion logica. No siempre pudimos obtener todas las muestras que
hubiésemos necesitado en un disefio experimental con rigor estadistico.

Nuestra dependencia de las entregas de la EDAR, a la que por otra parte
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debemos agradecer su colaboracion, que prestd amablemente dentro de sus
posibilidades, hizo que en algunos casos se contara con una sola muestra
representativa de esa estacion como el caso de la primavera (ver Fig.4.5-A).

Para las otras estaciones si se contaron con dos o tres muestras.

También es importante mencionar que para llevar a cabo un analisis lo mas
preciso posible, las diferentes muestras fueron clasificadas teniendo en cuenta
estrictamente el mes en que se realizaron las tomas y no asi los meses durante
los cuales estuvieron incubadas debido a que las condiciones ambientales ya

estaban controladas en el laboratorio.

La muestra Sec. I. 14.1 correspondié a una muestra colectada en primavera
(ver Fig. 4.5-A) y que tuvo una gran capacidad de autodepuracion que viene
definido por el valor de n < 1. En la misma figura pueden diferenciarse dos
etapas de inactivacion, una donde fue mayor durante los primeros dias (0-14) y
la otra donde fue menor (15-23) y que correspondid a la tipica cola que
representaria a las células mas resistentes. Otra caracteristica de esta muestra
fue que pasado los 20 dias ya se encontraban solo de 10 a 100 células

presentes de una inoculacion inicial de 10° cél/mL.

Una posible explicacion de la gran capacidad de autodepuracion de éste
efluente secundario puede estar relacionada con el aumento de la temperatura
gue se produce durante la estacion de primavera, facilitando la aparicién de las
primeras poblaciones de protozoos, algas, sustancias téxicas (ya mencionado
en la Introduccién), entre otros que favorecen la inactivacion de E. coli (13,
102).

La teoria anteriormente mencionada se sustenta mas aun, al mirar la
Fig. 4.5-B, que correspondi6 a la estacibn de verano y con muestras
procedentes de la misma EDAR. Ademas existen publicaciones bibliograficas
que sugieren que con el mayor aumento de la temperatura se incrementa la
actividad celular y disminuye el tiempo de generacion de las bacterias,
aumentando la accion toxica sobre todo de las algas y acelerando la autolisis
(103). Esto, unido a que la combinacion de los efectos inactivantes de la luz
solar con la presencia de la microbiota natural son generalmente mayores a

temperaturas mas altas (25, 104-106), podria explicar por qué en verano se
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obtuvo un nimero menor de recuentos de bacterias. Lo que es indudable es
gue las oscilaciones estacionales de la temperatura provocan una alteracion de

las poblaciones microbianas (43, 98).

Las diferencias en la supervivencia de bacterias al6ctonas, principalmente
enterobacterias en funcién de la estacion, también estan relacionadas con la
microbiota autéctona por llamarlo asi, cuyas densidades son mayores en la
estacion calida, por lo que muchos autores encuentran, durante la época de
verano, una menor supervivencia de las poblaciones de enterobacterias (104,
107). Durante el verano, no solo aumenta la temperatura como resultado de la
absorcion solar por parte del agua, sino también el oxigeno disuelto y el pH
como producto de la actividad fotosintética de las algas, es decir un aumento
de la variedad de las condiciones ambientales (98).

El mecanismo por el cual los niveles elevados de pH causan mayor alteracion
en E. coli (13, 43) y en coliformes fecales, asi como la capacidad de
inactivacion por longitudes de onda larga, no es muy claro; sin embargo existen
dos posibilidades: que el pH disminuya la resistencia de los microorganismos a
los efectos de la radiacién solar, o que incremente la produccion de formas
toxicas de oxigeno e induzca cambios en la ionizacion o configuracion de
algunas moléculas implicadas en este complejo proceso. La alteracion en las
membranas hace pensar que frente a un aumento en el pH pueden generarse
flujo de iones hidroxilos, los cuales incrementan el pH interno de coliformes

fecales o enterococos alterando su funcionamiento.

La mayoria de las bacterias se inactivan mas rapidamente durante el verano
como ya hemos comprobado, dada las diferencias en las caracteristicas del
agua (pH, temperatura, radiacion solar) de manera que la inactivacion se
presenta como un fendmeno integrado, debido posiblemente a fenémenos de
foto-oxidacion generados por la radiacion solar y la materia organica (22),
catalizados por el oxigeno e influenciados por la turbidez del agua que permite

la absorcion de la radiacion solar (98, 99).

Desde el punto de vista del ajuste matematico, el efecto de la oscilacion
estacional queda muy claro por la descripciéon del modelo mateméatico basado

en distribucién de Weibull. En el caso del valor de n, se encontré muy cercano
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a 1 y que indicarian que las células practicamente van muriendo con una
cinética de primer orden. De tal manera que a los 15 dias la poblacion de las
células viables cultivables practicamente fue nula (ver Fig. 4.5-B) en

comparacion con la estacion de primavera.

Para el otofio se esperaria que disminuyera la capacidad de autodepuracion de
un efluente en comparaciéon con la del verano, y efectivamente se pudo
comprobar. En la Fig. 4.5-C se encuentran representadas las curvas de
inactivacion de las muestras Sec. I. 3.2.2 y Sec. |. 4.2, ambas pertenecientes a
la misma EDAR, pero la primera se obtuvo a principios de octubre y la segunda

a finales del mismo mes.

Basta con mirar la Fig. 4.5-C, para confirmar que la poblacion murié en forma
mas lenta que en el verano, pero presentd una semejanza con la cinética de la
primavera en cuanto a las etapas de inactivacién, observandose una mayor
actividad en los primeros dias (0-15) y la otra con menor actividad (16-31). En
cuanto al tiempo inactivacion total, en el efluente secundario del verano a los
15 dias la poblacion inoculada fue casi nula, mientras que en el otofio entre los
25 y 30 dias seguian entre 10% a 10* cél/mL vivas. Siempre recordando que se

denominan vivas a las viables cultivables.

Al analizar las formas de las Fig. 4.5 Ay C, se puede observar que existio
mucha semejanza entre los mismos, lo cual nos indic6 que los factores
inactivantes parecen ser los mismos y que estan muy relacionados con las

oscilaciones de las estaciones del afo.

Por ultimo esta la Fig. 4.5-D que pertenecio a la estacion de invierno. En la
grafica puede observarse una clara diferencia entre las tres cinéticas de
inactivacion presentes en las muestras de diferentes origenes. En el caso de
los efluentes Sec. |. 7.2 y 8.2 procedieron de la misma EDAR, mientras que la

otra muestra Sec. |. 5.2 provino de otra estacion depuradora.

Las muestras Sec. I. 7.2 y Sec. |. 8.2 como ya se mencion0, procedian de la
misma estacion depuradora, pero la primera se obtuvo a finales de febrero y la
otra a finales de marzo. Al observar la Fig.4.5-D, se puede ver que existié una

diferencia en cuanto a la forma de la curva y por lo tanto el tiempo de
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inactivacion casi total de la poblacion inoculada en ambas muestras fue muy
diferente. No pudimos obtener informacion adicional sobre diferencias en
cuanto a su composicion fisicoquimica y biolégica, por lo que no tenemos
bases documentales para explicar las diferencias en su capacidad de

inactivacion.

Segun la bibliografia en invierno es normal encontrar una mayor concentracion
de bacterias, que se atribuye a unas condiciones de vida y nutricibn mas
favorables para las mismas, debido principalmente a la reduccion de la energia
solar, disminucion de la temperatura, y por consiguiente menor cantidad de
factores inactivadores como los protozoos, algas, y otros microorganismos (98).
Ademas, hemos comprobado que E. coli y otras bacterias sobreviven mejor
cuando la temperatura de incubacion es menor (ver anexo 4) porque los
procesos de inactivacion enddgena, como el envejecimiento celular son

también mas lentos.

Los parametros tales como nitrogeno total, fosforo total, amonio, nitratos, y pH,
no mostraron variaciones significativas, por lo que, en nuestro caso, no

podemos evaluar su relevancia.

La DBOS5 y la DQO si variaron como esta representado en la Fig.4.6. Al
comparar y relacionar estos dos parametros con respecto a las curvas
observadas durante las diferentes estaciones del afio, se pudo afirmar que
DBOS5 si presento cierta relacion con el aumento (verano) o disminucion (otofio)
de la capacidad de autodepuracion de los efluentes analizados (ver Fig.4.5). Lo
gue apoya la conclusion anterior de que la capacidad de inactivacion esta

fuertemente relacionada con la biomasa presente en el efluente.

Algunos autores consideran que principal factor inactivador en sistemas a cielo
abierto es la radiacion solar (22, 101). Ademas de que se ha demostrado que la
inactivacion de diferentes grupos bacterianos es de 2 a 4 unidades logaritmicas
mayor, en experimentos comparados con la inactivacion en oscuridad (66).
Otros la consideran importante pero sin dejar de lado que la inactivacion natural

se produce como la suma de varios factores tales como el aumento de la
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temperatura, la predacion por protozoos, estrés osmoético, eliminacion de

particulas, materia organica y deficiencias de nutrientes (98, 99, 101).

Dentro de las longitudes de onda de la radiacién solar, los rayos UV (44) y la
luz visible (21, 22, 42, 72, 108) parecen ejercer con mayor fuerza su accion
sobre bacterias y virus, al captar oxigeno molecular y estimular a los
fotosensibilizadores. Una funcion ecoldgica de los inactivadores seria acentuar
los efectos de inactivacion de la radiaciébn solar sobre bacterias, virus y

bacteriéfagos.

Uno de los factores que influye en la absorcién o difraccion de la luz solar en el
agua, es la turbidez, que unido al hecho de que las bacterias y bacteriéfagos
tienden a la adhesion a particulas suspendidas en el agua, puede generar un
efecto protector. La profundidad también es un factor determinante. Dado que,
en las capas superficiales la absorcion de luz es méas efectiva. Trabajos de
Whitlam y Codd de 1986 (20) han sugerido que la luz solar tiene efectos
destructivos y desempefian un papel importante en la ecologia microbiolégica
de los estratos superiores de los ambientes acuaticos. Asi también la luz solar
juega un papel importante en el nimero de indicadores fecales y bacterias
entéricas patégenas tanto en agua dulce y en agua de mar (21). Barcina et al
en 1989, sugirid que una de las consecuencias de la luz, es la perdida de la
capacidad de crecimiento de las células como consecuencia de la inhibicion de

la incorporacion de la glucosa (24, 72).

Nuestros estudios confirma este efecto. A simple vista en la Fig. 4.7 puede
observarse una clara diferencia de las cinéticas de inactivacion en ausencia y
presencia de luz. Pero también queda claro que no es el Unico factor
inactivante que afecta a los efluentes y que uno de ellos presenta una
capacidad de autodepuracion en funcion de otros factores externos, como ya

habiamos visto en relacion a la influencia que tienen las estaciones del afio.
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5.2. DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO MATEMATIC O QUE
PERMITA DESCRIBIR Y CUANTIFICAR LA INACTIVACION DE E. coli JO8
EN DIVERSOS TIPOS DE AGUAS

5.2.1. Andlisis de la diversidad de cinéticas de inactivacion encontradas en
diferentes tipos de aguas

Como ya se ha mencionado en la Introduccion (1.3.2.3.), el tratamiento
secundario consiste en la eliminacion de la materia organica y es un proceso
gque no incluye la eliminacion de los microorganismos, sobre todo los
patégenos, y en los cuales es normal encontrar como ya se ha mencionado
una carga bacteriana de E. coli, con una concentraciéon entre 10% y 10° cél/mL
(40). Ademas dependiendo de las caracteristicas del efluente, se pueden
obtener diferentes tipos de cinéticas de inactivacion de E. coli. Por lo tanto, se
pudo corroborar que al igual que lo mencionado en algunas publicaciones (40)
la concentracion inicial de E. coli en las muestras de efluentes secundario no
superaron 10° cél/mL. Estas células van desapareciendo en un proceso de
autodepuracion, pero debido a su pequefia concentracion, la incertidumbre
asociada a su recuento es grande y no permite realizar un estudio cinético
preciso. Por ello, tal como se ha descrito en Materiales y Métodos, todos los
efluentes y otras aguas analizadas en este estudio, fueron inoculados para

alcanzar una poblacién inicial aproximada de 10° UFC/mL.

La Fig. 4.8 muestra las cinéticas de inactivacion de efluentes de varias
estaciones depuradoras a las que se ajusté la ecuacion de Weibull como primer
paso para validar nuestro modelo matematico. El resultado del ajuste fue
satisfactorio, como se muestra en la Tabla 4.2. Experimentos subsiguientes
con agua de estanque (Fig. 4.9), agua destilada sin tratamiento térmico (Fig.
4.10) y agua residual sintética mas glucosa (Fig. 4.11) mostraron una similar
bondad del ajuste. Esto no solo permitié afirmar que el modelo matematico
empleado podia aplicarse a muestras de muy diversos origenes, en los que los
factores inactivantes presentes debian ser muy diversos, sino que los valores
ajustados de los parametros del modelo permitian una caracterizacion
cuantitativa de la capacidad de cada agua para eliminar la poblacion de E. coli

inoculada.
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Creemos que la cinética de inactivacion observada es una medida directa de la
capacidad autodepuradora del efluente para eliminar su propia microbiota
indicadora. Sin embargo, la pequefia y variada concentracion inicial de
bacterias presentes, que dificulta su recuento introduce una gran variabilidad
en el sistema que impide que el modelo matematico, que describe muy bien la
inactivacion de poblaciones grandes, pueda ser usado para predecir el
comportamiento de las pequefias poblaciones residuales. El analisis
microbiolégico de poblaciones pequeiias, cercanas al limite de deteccion de los
meétodos empleados, implica una mayor incertidumbre de los datos, que afecta
fuertemente a los valores de los parametros ajustados con la ecuacién de
Weibull.

En la Tabla 4.2 estan incorporados los valores de n y b de las ecuaciones
correspondientes a todos los experimentos que se han representado
graficamente en esta memoria, con indicacion del nimero de la figura
correspondiente. En la misma tabla se han incorporado ademas los analisis de
la validez del modelo para todos esos experimentos. Para poder comprobar
cuantitativamente el ajuste del modelo matemético empleado con respecto a
los diferentes tipos de datos obtenidos de los diferentes tipos de tratamientos,
si cumplia con las expectativas y al mismo tiempo comparar la bondad del
ajuste entre los datos reales y predichos, se utilizaron tres herramientas
estadisticas que fueron, SCDLn (51), el sesgo y la exactitud (52) que han sido
previamente descritos en Materiales y Métodos.

El test de McClure (51) muestra que, a excepcion de unos pocos casos con
valores superiores a 1, la mayoria muestran un buen ajuste. Esta conclusion
también se alcanza estudiando el factor de exactitud del modelo, cercano a
100% en todos los casos excepto en los ya citados. El célculo del factor de
sesgo nos permite concluir que el modelo describe la cinética sin apenas sesgo
y que en todo caso, hay una pequefa tendencia a supervalorar (valor de sesgo
mayor que 1) la cinética de inactivacion. La conclusion es que la cinética de
inactivacion de poblaciones grandes (del orden de 10° UFC/mL o mayores)
suspendidas en diversos tipos de aguas puede ser descrita por una ecuacion
Gnica que tiene la forma de una distribucion de Weibull, con valores de n

variables. Hubo pocos experimentos, en los cuales el modelo fallé6 al describir
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con exactitud el comportamiento real, que se pueden clasificar como fallos
peligrosos (Fail-Dangerous), en los que el uso de la prediccién como valor real
podia implicar riesgos, porgue el modelo minusvaloraba la contaminacion. Es el
caso de la muestra Sec. FBFI 13.2 (ver Tabla 4.2). En la mayoria de los casos
el fallo fue seguro (Fail-Safe), porque se supervaloraban los valores de
supervivencia, por lo que las aguas serian rechazadas, sobre bases falsas,
pero sin riesgo para el consumidor. Este fue el caso de las muestras tales
como Sec. |. 3.2.2y Sec. |. 7.2 (ver Tabla 4.2).

A pesar de ello, el modelo matematico permite realizar una buena descripcion
de la inactivacion de E. coli JO8, al demostrar una buena correlacion de las
formas de las cinéticas de inactivacién de la cepa en estudio, tanto en aguas
naturales como en aguas tratadas en las que se procedio a la eliminacion de
los diferentes factores inactivantes presentes en las diferentes muestras de
efluentes secundarios, terciarios y otros tipos de muestras de aguas
(ver Figs. 4.3, 4.4, 4.5, 4.7-9, 4.13, 4.10, 4.20).

Un valor de n diferente, segun el analisis de Peleg (50), implica un mecanismo
de inactivacion diferente, provocado por agentes inactivantes especificos para
cada caso.

En un trabajo de investigacion llevado a cabo en el 2007 por Ravva y Korn (41),
demostraron que la capacidad de autodepuraciéon de un agua residual es
caracteristico, y que a pesar de esta conclusion, las curvas de inactivacion
observadas por ellos son muy parecidas a la obtenidas por nosotros en el
laboratorio, lo cual indicaria que los factores inactivantes presentes podrian ser
comunes, sobre todo en el caso de las muestras de efluentes autoclavadas y

no autoclavadas e inoculadas con E. coli.

Con respecto a la naturaleza de esos posibles factores que podrian estar
involucrados con la inactivacion de E. coli, se apunta a la ausencia de
nutrientes (92), a la predacion por protozoos (92, 107, 109, 110), la competicion
por nutrientes (55), la presencia de compuestos solubles toxicos, la interaccion
con la microbiota presente (111). Estos factores también incluirian desde la

adsorcion de bacterias y bacteriofagos en sedimentos, hasta los efectos
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ambientales mas diversos (13, 19, 24, 55, 92, 110), que favorecerian la

supervivencia de las células mas resistentes o mejor adaptadas.

Todos estos factores podrian afectar de forma selectiva a la poblacion de
células, ya que es heterogénea, inactivando antes a las células mas cercanas,
en el caso de la predacion o a las mas sensibles, en el caso de otros factores.
La accion de este tipo de factores produciria una cinética céncava (n<1), que
afecta a la mayoria de las células inoculadas de forma selectiva (13, 39, 98, 99,
101, 102). Las células sensibles moririan primero dejando una cola de
supervivientes como la que aparece en las Figs. 4.8 y 4.9 y se deberia, bien a
la resistencia de algunas células o a la menor accesibilidad de éstas por parte
de los procesos de inactivacion/es. Un ejemplo de este ultimo caso podria ser
dado por las particulas en suspension en los efluentes secundarios o aguas de
estanque, que protegen a las bacterias de la predacion, mejorando su
capacidad de supervivencia y proveyendo de un sitio donde los nutrientes
puedan estar concentrados (112). Ademas, en 1986, Klein, T. y Alexander, M.
reportaron que ademas de los factores inactivantes mencionados
anteriormente, en algunos casos los agentes bactericidas son compuestos de
gran peso molecular presentes en concentraciones pequeias (21), que se ven

favorecidos en su actividad inactivadora cuando el pH es bajo (102).

Es importante destacar que las cinéticas de inactivacion observadas en las
diferentes muestras del estanque son muy semejantes a los observados en las
muestras de efluentes secundarios. También fue parecida a la observada por
Korhonen y Martikainen (109), pero en muestras de agua de lago, y Arana, et.
al. (66) con agua de rio, sobre todo en el caso de la muestra con TTI. En éste
caso ellos al igual que nosotros, apoyan que la ausencia de  competiciéon
por nutrientes y predacion por protozoos favorecen la supervivencia de

E. coli (109).
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5.3. IDENTIFICACION DE MECANISMOS POTENCIALES DE INACTIV ACION
DE E. coli JO8 EN LAS AGUAS RESIDUALES TRATADAS

5.3.1. Efecto de la suspension en agua destilada sobre la viabilidad de E. coli
Jo8

Nuestros resultados mostraban una clara asociacion de las cinéticas de
depuracion en dos grandes grupos, 1) las aguas relativamente limpias, sin, o
con pocos, factores inactivantes que muestran cinéticas convexas, con valores
de n superiores a 1 y 2) las aguas sucias, con numerosos y variados agentes
inactivantes, que muestran curvas de inactivacion concavas, con valores de n
menores que 1. En el primer grupo se encuentran el agua de grifo, agua
destilada, efluente terciario con microfiltracion, efluente terciario zona de
alimentacion de la 6smosis inversa y efluente terciario con permeado de
osmosis inversa (ver Figs. 4.12, 4.19 y 4.20). En el segundo grupo estan las

aguas naturales contaminadas, estanques y efluentes secundarios.

Los ensayos con agua destilada desionizada autoclavada y no autoclavada,
mostraron de forma clara que cuanto mas limpia este un agua, mayor es la
viabilidad y tiempo de supervivencia de E. coli. En éste experimento la cepa en
estudio ha permanecido viable y cultivable por mas de tres meses. Este
resultado nos sorprendié en un principio, porgue pensabamos, con un criterio
muy antropocéntrico, que las bacterias se moririan de hambre. Posteriormente
hemos podido comprobar en la literatura que esta capacidad de supervivencia
en agua destilada no solo de E. coli, sino de otros muchos géneros
bacterianos (39), hasta el punto de que algunos autores recomiendan la

conservacion de cepas en agua destilada estéril.

La gran supervivencia de E. coli en agua destilada podria atribuirse a que alli
suspendidas, sin ninguna otra molécula, excepto las de agua que pueda
interaccionar con ellas, las células se comportan como sacos de enzimas,
completamente inertes. Podriamos concluir que, para morir, las células
necesitan un minimo de actividad metabdlica. Esta hipotesis se ve apoyada por
los resultados obtenidos con agua destilada a la que se le agregaron
determinados compuestos quimicos como sales (ver apartado 3.4.2.5), para

reproducir de cierta manera un agua residual sintética en los que se pudo
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observar un pequefio descenso de la poblacion (ver Fig. 4.12-B). Cuando

ademas se afiade glucosa, la inactivacion aumenta (ver Fig. 4.11).

Se ha sugerido que la ausencia de nutrientes no es el causante de la muerte de
E. coli y ni de otras bacterias, sino que se debe a que el agua podria contiene
uno o mas inactivantes (102). Nuestros resultados apoyan esta hipotesis en el
sentido de que hemos comprobado que las células no se mueren de hambre, al
menos durante meses, y tienen gque existir otros mecanismos de inactivacion.
Esto podria ser explicado si admitimos que el proceso de muerte implica una
cierta actividad metabdlica, que las condiciones del ensayo podrian permitir
debido a la presencia de la glucosa. Es una hipotesis que esta fuertemente
apoyada por el hecho de que, como ya hemos citado, las bacterias se
mantienen viables, algunas durante afios, en agua destilada estéril, es decir en
ausencia de nutrientes (113). Un candidato obvio es el envejecimiento celular,

gue discutiremos mas adelante.

5.3.2. Efecto de la microbiota presente en el efluente y eliminable por
filtracion en el laboratorio

Trabajabamos con la hipétesis de que las diferentes cinéticas de inactivacion
qgue habian sido descritas previamente y encontradas en la literatura se debian
a la accion predominante de distintos factores con mecanismos de accion
diferentes (20) y principalmente los microorganismos predadores de bacterias
(23, 66, 114, 115). Para comprobar esta hipétesis se procedié a eliminar
secuencialmente estos factores, centrifugando y filtrando las muestras de
efluentes para eliminar las particulas mayores de 0,22 um de diametro, lo que
incluia a la mayoria de los protozoos, otras bacterias presentes retenidas en el
filtro, algas productoras de toxinas y la materia sélida en suspension.

Nuestros resultados (Fig. 4.13), nos indican que la eliminacién progresiva de
los factores anteriores hace disminuir, como era de esperar, la capacidad de
autodepuracion del efluente, al contrario de los resultados obtenidos por Ravva
y Korn en el 2007 (41). En éste caso ellos justifican que pudo deberse que al
filtrar las muestras se eliminaron muchos nutrientes inorganicos, asi como los
microorganismos nativos que favorecian la degradacion de la materia organica

presente, y que serviria de fuente de energia para la cepa en estudio, ademas
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de la presencia de colifagos (41). En algun caso también nosotros hemos
observado que la filtracién tiene un efecto poco intenso. Un ejemplo se
describe en la Fig. 4.13, que corresponde a la muestra Sec. |. 7.2, con un valor
de n igual a 0,25 semejante al de Sec. CFl 7.3 que tuvo 0,37. Por lo tanto, al
parecer en este caso la mayoria del o de los factores inactivantes fueron
solubles o tuvieron un tamafio menor a 0,22 um pudiendo pasar a través del
poro del filtro de la membrana, como ha sido descrito anteriormente (39, 70,
111). En el caso de la muestra Sec. CFTTI 7.4, el tratamiento térmico parece
ser el mas eficiente a la hora de eliminar la mayor parte de los factores
inactivantes de un efluente, como se puede comprobar en la Fig. 4.13 y que

presentd un valor de nigual a 1,05.

Con estos datos obtenidos de la centrifugacion y filtracion, podiamos concluir
gue una parte importante de los factores inactivantes estan relacionados con
compuestos solubles y la microbiota presente. Esa conclusion esté corroborada
por los resultados de los experimentos en los que la fase filtrable se reinoculd
en la suspension de la que fue separada (ver Figs. 4.14). Cuando a la
suspension sin elementos inactivantes se le afiadié una suspensiéon de lo que
habia quedado retenido en el filtro, se recuperé la capacidad de inactivacion.
Una parte importante de esa capacidad se debio, al menos en este caso a los
protozoos, ya que cuando de la materia retenida en el filtro se aislaron los
protozoos y luego de cultivarlos de tal manera a aumentar su densidad fue
reinoculada en un efluente CFTTI, se obtuvo una inactivacion
mayor (Fig. 4.15).

El modelo matematico basado en la distribucion de Weibull ha sido también
muy 0til a la hora de calcular las contribuciones relativas de los diferentes
grupos de factores inactivantes y los tiempos a lo largo de la autodepuracion en
gue cada uno de ellos es mas relevante. La primera derivada de esta ecuacion,
dividida por la biomasa instantanea mide la tasa especifica con que los
microorganismos estan siendo inactivados en cada momento. Hemos calculado
esta tasa especifica, K, en un efluente completo y los efluentes tratados en el
laboratorio tratando de separar los diferentes tipos de agentes inactivantes. La
Fig. 4.16 muestra la accion de los protozoos, inoculados en un efluente al que

se le intentaron suprimir el resto de los agentes inactivantes por filtracion y
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tratamiento térmico. Observamos una elevada tasa de inactivacion inicial de 1,5
células inactivadas por célula viva y por dia se mantiene, con valores
decrecientes durante la primera semana y luego se mantiene practicamente
constante, con valores muy pequefios durante el resto del periodo de
incubacion. La explicacion de esta elevada tasa inicial reside en que al haber
una elevada concentracion de E. coli J08, se facilita la accion de los
predadores, como los protozoos, para poder alimentarse con mayor facilidad,
La disminucién de la tasa de inactivacion a partir de la segunda semana podria
deberse a la baja concentracion de las bacterias, que dificulta su captura por
parte de los protozoos haciendo que quede una poblacidon muy pequefia que
puede notarse en forma de una cola en la cinética de inactivacién. Por otra
parte, cuando se comparan las tasas iniciales de inactivacion del efluente
completo con las del efluente sin fase bidtica no filtrable en la que se han
reinoculado los protozoos, se comprueba que se recupera casi un 70% de la
tasa de inactivacion inicial (Fig. 4.17). No podemos asegurar que la
concentracion de protozoos inoculados fue la misma que existia en el efluente
completo. Probablemente fue mayor, debido a que fueron resuspendidos en un
medio de mantenimiento que permitia su crecimiento. Pero en cualquier caso,
podemos concluir que entre los agentes inactivantes que se pueden eliminar
por filtracion, los protozoos son agentes inactivantes muy significativos aunque
solo durante la primera semana del proceso de autodepuracion, perdiendo
importancia después. Ya hemos mencionado anteriormente que quiza haya
otros factores bidticos o abidticos no filtrables involucrados, que no hemos

intentado identificar, pero probablemente de menor importancia.

5.3.3. Efecto de los componentes termosensibles

Hacia 1889, Giaxa ya advirti6 que las bacterias podian sobrevivir muy bien en
aguas que hayan recibido un tratamiento térmico (115, 116). En nuestro trabajo
hemos confirmado esos resultados. En la Fig. 4.13 se puede ver gque la
muestra con tratamiento térmico ha perdido gran parte de su capacidad de
autodepuracion. Es decir que gran parte de los compuestos filtrables con
actividad inactivante son termosensibles (41, 42, 54, 92).
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Los agentes inactivantes que son resistentes al tratamiento térmico, podrian
ser metales pesados (102, 115). Jones en 1963, sugiri6 que cuando hay
presencia de metales pesados en una muestra, luego de autoclavar, éstos se
quelan, dando lugar a compuestos toxicos que favorecen la inactivacion de
E. coli (115, 117). Nievwolak y Chomutowska en 1996, sugirieron que éstos

metales pesados podrian ser Sn, Cd, Cu, Ni, Pb, Hg, Mny Zn (22).

Pero un factor que no se puede descartar y que estara siempre presente es la
mortalidad natural de las células, que podria ocurrir por una acumulacion de
fallos metabdlicos, ademas de la accion de otro/s factor/es inactivante/s (102) o

por el envejecimiento celular.

Algunos autores, como Van Elsas et al, sugieren que bajo condiciones de
ausencia de nutrientes, para poder mantenerse viables las células comienzan a
metabolizar sus componentes celulares, empezando por las proteinas y el
RNA, mientras protegen el DNA. Sin embargo estos tipos de respuestas son

aun muy complejas de entender (13, 118).

Si admitimos que el Unico proceso que provoca la inactivacion celular en un
efluente al que se le han retirado los factores biéticos no filtrables y los filtrables
termosensibles es el envejecimiento celular, este proceso aportaria una tasa de
inactivacion muy baja, inferior al 10% de la tasa inicial y podria por si solo
explicar la lenta inactivacion observada a partir del décimo dia de proceso
(Fig.4.17)

En términos relativos y considerando el conjunto de los resultados discutidos
mas arriba, podemos describir el proceso de autodepuracion como una
secuencia en la que los diversos mecanismos subyacentes se van sucediendo
a lo largo del tiempo. Esto es lo que describe la Fig. 4.18, en la que podemos
observar el aporte cuantitativo de cada uno de los grupos de agentes
inactivantes a la tasa total de inactivacion que se observa en el efluente
completo. Los agentes filtrables termosensibles son los més importantes desde
el principio, aportando aproximadamente el 70% de la tasa de inactivacion total
en los primeros 5 dias de autodepuracion. Los protozoos y otros agentes no
filtrables aportan el otro 30% en el mismo periodo. Transcurrida la primera

semana la inactivacion inicia su periodo lento en la que la fase filtrable sigue
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siendo la dominante, la fase no filtrable practicamente no aporta inactivacion y
el envejecimiento celular tiene una aportacién creciente. A partir del décimo dia
la inactivacién es muy lenta, solo un 10% de la tasa maxima inicial porque el

envejecimiento se va convirtiendo en el Unico proceso inactivador activo.

5.3.4. Efecto de los tratamientos terciarios sobre la cinética de inactivacion
de E. coli |08

Los resultados de la capacidad de autodepuracién de efluentes terciarios
confirmaron la prediccién que hicimos a partir de nuestros resultados con los
efluentes tratados en el laboratorio para eliminar los grupos de agentes
inactivantes. Tanto la microfiltracion como la ésmosis inversa disminuyen la
capacidad autodepuradora de los respectivos efluentes, mucho mas el segundo
tratamiento que el primero (Fig. 4.19 y Fig. 4.20). La microfiltracion que se
aplica a un efluente durante el tratamiento terciario, elimina en forma
significativa los factores inactivantes presentes, en comparacion con un
efluente secundario completo y su efecto se podria comparar al efecto de un
efluente centrifugado y filtrado en el laboratorio. Por otro lado, como se ha
mencionado en el apartado 1.3.2.4.2, la ésmosis inversa es un tratamiento
que elimina todos los componentes sélidos presentes en una fase acuosa, y
esta eliminacion de los compuestos solidos permite que el agua conserve una

capacidad muy reducida del poder auto depurador.

Esto nos indica que un efluente cuando recibe un tratamiento terciario de
osmosis inversa, aumenta su vulnerabilidad en caso de recontaminacion con
E. coli, por lo tanto es muy importante tener en cuenta esta situacién para
realizar controles especificos a modo de detectar una recontaminacién en
efluentes que hayan recibido un tratamiento similar o igual. Este control parece
especialmente recomendable cuando se usen aguas residuales, regeneradas
por tratamientos secundarios y terciarios que incluyan ésmosis inversa. Nos
parece importante mencionar que, a primera vista, los tratamientos que limpian
el agua de bacterias de forma no selectiva nos pueden parecer positivos, pero
tienen el inconveniente de disminuir su capacidad de autodepuracién de
patogenos. Cuanto mas limpia esté el agua, mas indefensa estara frente a una
posible recontaminacion. Es un hecho que habra que tener en cuenta en el

analisis de riesgos, especialmente en algunos usos, como el rellenado de
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acuiferos en los que la recontaminacion por filtracion o lixiviacion de fecales

pueda ocurrir.

5.4. OBSERVACION DE LOS DANOS CELULARES INDUCIDOS D URANTE
UN PROCESO DE AUTODEPURACION

El uso de la microscopia de fluorescencia y el citomtero de flujo nos ha permito
conocer o confirmar algunos aspectos importantes del proceso de inactivacion
celular. En concreto hemos podido documentar que el proceso de inactivacion,
incluye, ademas de la predacion que no se observa con esta técnica, unos
mecanismos que dafian a la célula de forma que acaban destruyendo su
membrana, lo que permite que se tifian por el ioduro de propidio. Ademas
hemos podido observar cambios morfoldégicos en la poblacion celular que
podrian deberse al crecimiento de las células individuales sin que hubiera
division posterior Efectivamente, en las muestras incubadas por un tiempo
superior a 100 dias, se observaron que algunas células aumentaron mas de 10
um de longitud (Fig. 4.22). Esta ultima situacion también fue registrado por Na
et al. en el 2006 en muestras de agua filtrada destilada (39) y en agua dulce
por Arana, et al. en el 2003 (66). Esta modificacion en la forma de las células
que al compararlas con todas las observadas durante el periodo de la
inoculacién fueron diferentes, puede deberse al tiempo prolongado de ausencia
de nutrientes (39) o a una estrategia de supervivencia, debido que al aumentar

de tamafio resulta imposible ser consumidas por los flagelados (66).

Por otra parte, pudimos observar la presencia de formas bacilares mas
pequefias. También otros autores (55, 64) han reportado diminucién del
tamafio de las células cuando se encuentran expuestos a situaciones muy
prolongadas de ausencia de nutrientes u otro tipos de estrés, por lo cual
pueden penetrar profundamente en materiales solidos como rocas y areniscas
(103). Oliver en 1999 sugiri6 que durante la reduccion del tamafio celular se
producen cambios significativos en la estructura de la membrana, composicién
de las proteinas, contenido ribosomal y del ADN (64). En la Fig. 4.23 se puede
apreciar en forma clara la diferencia de tamarnos de las diferentes poblaciones
de presentes en las muestras. No parece ser ese nuestro caso porque las
minibacterias se mantienen viables y abundantes cuando la poblacion de
células capaces de crecer en Colilert (células lactosa + y beta-glucuronidasa +)
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casi han desaparecido (ver en la Fig. 4.23, la curva de inactivacion). No se
trata por tanto de células de E. coli que hayan disminuido de tamafio, sino de

otras bacterias pequeiias presentes en el efluente (70).

Las minibacterias, capaces de pasar el filtro de 0,22 um y detectables por el
citometro han dificultado que esta ultima técnica haya podido ser usada, como
era nuestra intencion, para validar los resultados de cuantificacion de la

poblacion viable por recuento en placa (Figs. 4.24 y 25).

5.5. HETEROGENEIDAD DE LA POBLACION DE E. coli J08, MEDIDA EN
CULTIVOS PROCEDENTES DE INOCULOS UNICELULARES

Con la seleccion de un modelo matematico que describe la inactivacion de una
poblacion de E. coli inoculada en agua y su validacion a traves del analisis de
la bondad del ajuste en muy diversos tipos de aguas, habiamos cumplido uno
de los objetivos generales de esta tesis, concretamente el objetivo 2, que
consistia en: “Desarrollar un modelo matematico general que permita
caracterizar, cuantificar y comparar la cinética de inactivacion de E. coli en
diferentes tipos de aguas y modelizar la cinética de la autodepuracion en cada
caso”. Este modelo, que ya ha demostrado su validez en la gran mayoria de los
casos analizados en esta tesis, puede ser usado como un modelo empirico
cuyos parametros sirven para evaluar cuantitativamente la capacidad de
autodepuracion de cualquier tipo de agua. Mas aun, uno de los parametros del
modelo, n, el exponente al que esta elevada la variable tiempo en la ecuacion,
puede servir para clasificar a los procesos de depuracion en dos grandes
grupos. EI primer grupo lo constituyen las aguas cuya cinética de
autodepuracion muestra una curva convexa con un valor de n superior a 1, en
el que se integran las aguas naturales limpias o las residuales regeneradas tras
tratamientos terciarios. El segundo grupo esta constituido por aguas cuya
cinética es concava, con valores de n inferiores a 1, en el que se integran las
aguas naturales contaminadas o las residuales sin tratar o tratadas sélo con
tratamientos primarios y secundarios. A partir de esta clasificacion podemos
establecer la hipotesis, elaborada y descrita, entre otros, por Peleg en 2006, de
gue los mecanismos subyacentes al proceso de inactivacion en cada uno de

los diferentes grupos serian también diferentes (50). En la introduccién hemos
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explicado estas diferencias que podemos resumir aqui en que el mecanismo
subyacente a una cinética convexa seria una acumulacién de dafios que va
afectando a toda la poblacion haciendo cada vez mas débiles a todas las
células que la componen, pero sin llegar a matarlas en los primeros momentos,
mientras que en las cinéticas concavas habria muerte desde el primer
momento de las células mas débiles provocando una acumulacion relativa de

las mas fuertes a medida que la poblacion se va inactivando.

La heterogeneidad de las poblaciones microbianas, premisa basica de las
hipotesis anteriores, es una caracteristica que ha sido, esta siendo analizada
y confirmada por varios abordajes experimentales. Uno de los mas utilizados es
el que se basa en técnicas de la llamada “microbiologia unicelular” que
corresponde al estudio de cultivos, sdlidos o liquidos, procedentes de indculos
con una sola célula. Trabajos como los descritos por Li et al. (79) y Ravva y
Korn, A (41) han demostrado que determinados tratamientos o condiciones
ambientales afectan en forma individual la capacidad de activaciéon o de
crecimiento de cada una de las células y que ese efecto puede ser medido por
espectrofotometros del tipo del Bioscreen C, que permite hacer un
seguimiento individual de las poblaciones en cultivos procedentes de una sola

célula, a través de lecturas continuas durante 24 h.

Nosotros hemos utilizado el Bioscreen C con cultivos procedentes de una sola
célula para obtener una medida indirecta del estado fisiologico individual de las
células de la poblacion a lo largo de su incubacion en distintos tipos de aguas.
Este abordaje experimental esta basado en dos premisas: 1) asumimos que el
estado fisiolégico de las células del in6culo es uno de los factores que
determinan la duracién de la fase de latencia y 2) el tiempo de deteccién, es
decir el tiempo que tarda una cultivo procedente de una sola célula en alcanzar
una densidad optica determinada incubado en el Bioscreen, es proporcional y
tiene la misma distribucion estadistica que el tiempo de latencia (88, 89) . El
punto mas critico en al andlisis de la validez de esta técnica estriba en la
dificultad de conseguir que los pocillos reciban solo una célula como inéculo.
No es nada facil medir experimentalmente concentraciones tan bajas y por ello
la cuantificacion hay hacerla a través de una distribucion estadistica que

prediga la probabilidad de que en un pocillo hayan caido, ninguna, una o mas
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células. La distribucion habitualmente usada es la distribucién de Poisson y el
meétodo que nosotros hemos utilizado es el descrito por Baranyi et. al. (88), que
permite asegurar con rigor estadistico que con mas del 60% de pocillos sin
crecimiento y con crecimiento en los restantes presenta una concentracion

entre 1y 3 células.

Buchanan et al. en 1997 fue el primero en proponer que la transicion entre la
fase de latencia y la exponencial, es el resultado de la variacion biolégica entre
las células individuales (119). Era previsible que cuanto mas tiempo las células
estuvieran expuestas al estrés, las variaciones biologicas individuales inducidas
se reflejarian en el estado fisioldgico celular por lo que unas células pasarian
mas tiempo que otras recuperandose en la fase de latencia (ver Fig. 4.26)
antes de poder arrancar su reproduccion caracteristica de la fase exponencial
(47, 120-122).

Hay que destacar, en primer lugar que nuestros resultados demuestran de
forma inequivoca que la poblacion es heterogénea, incluso desde el primer
momento de su resuspension en el agua. Si tomamos como control la
suspension en agua destilada, efectivamente se trata de una poblacion poco
dispersa, con tiempos de deteccidn que se extiende por un rango relativamente
limitado ya que el 90% de la poblacion tiene tiempos de deteccion entre 8 y 9
horas Fig.4.27). La simple inoculacion de las bacterias, crecidas en un medio
de cultivo de laboratorio, en agua natural como es la del estanque, ya provoca,
instantaneamente, un aumento en la variabilidad. La mayoria de la poblacién
(80%) muestra ahora unos tiempos de deteccion algo mayores, entre 9 y 10
horas, y lo que es mas significativo aparece un pequefio porcentaje (3%) de
células mas dafadas, con tiempos de deteccion de 11 horas (Fig. 4.28). Este
efecto es mucho mas marcado cuando las bacterias se inoculan en un efluente
secundario centrifugado y filtrado. En este caso solo el 69% de las células
resisten el chogue manteniendo tiempos de deteccion como los del agua
destilada y el 31% restante se distribuye en grupos con estados fisioldgicos
claramente afectados, porque son muy superiores al control, pero ademas en

un rango bastante amplio, entre 11 y 25 horas de tiempo de deteccion.
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Por otra parte, si se considera la evolucion de esta variabilidad en cada tipo de
agua, vemos que los resultados apoyan la hipétesis sobre el tipo de
mecanismo que provoca la inactivacion en cada caso que predice la cinética de
inactivacion. En primer lugar, en el agua destilada, con inactivacion convexa y
valor de n mayor que 1, el mecanismo postulado es una acumulacion
progresiva de dafios en todas las células de la poblacion que, durante los 25
dias del experimento no llegan a provocar una pérdida significativa de la
viabilidad. Eso es precisamente lo que se observa en la evolucién del
histograma de frecuencias del tiempo de deteccion que se muestra en la
Fig.4.27. Es la poblacion entera la que desplazando hacia valores de tiempos
de deteccién un poco mas altos. Solo a los 25 dias de incubacion aparecen
algunas células dafiadas que predicen el comienzo de la inactivacion que
ocurrird después. Los dafios se estan acumulando, afectando de forma no

selectiva a toda la poblacion.

Le evolucién de los histogramas de la suspensién en agua de estanque, es
completamente diferente como corresponde a una cinética concava, con n
menor que 1, que segun la hipotesis de Peleg (50) corresponde a una accion
selectiva de los agentes inactivantes sobre las células mas sensibles. En
efecto, tras 15 dias de incubacién, cuando sobreviven apenas 300 células por
mL del millén inoculado, encontramos que la poblacién se encuentra dividida
en dos grandes grupos, el primero homogéneo, que incluye el 60% de los
supervivientes, son células resistentes, en perfecto estado fisiolégico, como lo
demuestran sus tiempos de deteccion, entre 8 y 9 horas, semejantes al control.
El otro grupo es el de las células dafiadas, muy heterogéneo, con tiempos de
deteccion entre 11 y 21 horas. La prolongacion de la incubacion en el agua del
estanque hace disminuir todavia mas a la poblacion (sobreviven poco mas de
10 células por mL) ya que van muriendo las células dafiadas, pero siguen
seleccionandose las resistentes, con tiempos de deteccion normales, que
constituyen ya el 70% de la poblacion. Asi es como la poblacion, aunque cada
vez mas pequefia, se va haciendo cada vez mas resistente y provoca la cola

de supervivientes que resulta tan dificil de eliminar (Fig. 4.28).
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Los datos de la suspension en el efluente, que también tiene una cinética de
autodepuracion concava con valor de n menor que 1. Muestra el mismo patrén
de evolucidon con el tiempo que la del estanque, pero con las caracteristicas
exacerbadas por el mayor poder inactivante de alguno de sus componentes.
Asi, a los 10 dias de incubacion, cuando quedan solo unas 200 células por mL,
aproximadamente la mitad tienen tiempos de deteccién normales, entre 8 y 10
horas, y la otra mitad constituyen un grupo muy heterogéneo de células
dafiadas en distinta magnitud con tiempos de deteccion que oscilan entre las
11y las 23 horas. Tras casi un mes de incubacion se observa la principal
diferencia con el agua del estanque. Aungue aun sobreviven algunas células no
afectadas (7%) la inmensa mayoria de la poblacion esta formada por células
muy dafiadas con tiempos de deteccion largos, la mitad de ellas con valores

superiores a 17 horas (Fig. 4.29).

Integrando estos resultados con los anteriores creemos que el modelo
matematico Unico que proponemos para la descripcién de la inactivacion de
E. coli en diversos tipos de aguas es adecuado, no solo por la evidencia
empirica de la bondad de los ajustes encontrados en los distintos tipos de
aguas, sino porque su base biologica, es decir que la capacidad de
supervivencia esta distribuida heterogéneamente entre las células de la
poblacién y puede ser descrita por una distribucién estadistica, quedando
demostrada por los estudios en Bioscreen que estiman el estado fisioldgico

celular individual.
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CONCLUSIONES



6. CONCLUSIONES

1. Los métodos Colilert y Chromocult son igualmente validos para la
recuperacion de E. coli a partir de aguas residuales. Se recomienda el
uso de Colilert porque con el uso simultdneo de bandejas con limite de
deteccion diferente (200 y 2000 UFC/ml) permite aumentar la precision
sin aumentar las diluciones, una de las mayores fuentes de error
experimental (y por tanto de incertidumbre) en el calculo del nimero de
viables.

2. Metodologicamente, el modelo matematico basado en la distribucion de
Weibull que proponemos puede ser empleado para describir la cinética
de inactivacion de las bacterias entéricas en aguas residuales, con la
ventaja de que una sola ecuacion permite describir las diferentes formas
cinéticas observadas en los distintos tipos de aguas. El valor de uno de
los parametros del modelo, n, permite clasificar las cinéticas de
inactivaciéon en dos grandes grupos, segun el valor de n sea mayor o

menor que 1.

3. Cientificamente, los resultados de la aplicacion del modelo, apoyan la
hipdtesis de que los dos tipos de cinéticas de inactivacion observadas
(convexas y concavas) se deben a la accion diferencial de dos grandes
grupos de factores, enddgenos y exdgenos, que Se encuentran
distribuidos de forma desigual en los distintos tipos de aguas naturales y

tratadas.

4. En las aguas naturales limpias o residuales con tratamientos terciarios,
predominan los factores enddgenos, como el envejecimiento celular. En
ellas la poblacion responde de forma bastante homogénea, todas las
células son igualmente dafiadas, lo que determina cinéticas de
inactivacion convexas (n>1), con periodos iniciales sin inactivacion

aparente.

5. En las aguas naturales contaminadas o residuales sin tratar o tratadas
solo con tratamientos secundarios, predominan los factores exdégenos

(microbiota acompafante, toxinas, etc.) y la poblaciéon responde de
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forma heterogénea, con una eliminacion secuencial de las células,
comenzando por las mas sensibles, lo que determina cinéticas concavas

(n <1) con colas de bacterias resistentes.

Tecnologicamente, hemos comprobado que una regeneracion
exhaustiva elimina los factores de autodepuracion del agua, tornandola
indefensa antes potenciales recontaminaciones, lo que constituye un
riesgo potencial que debe ser tenido en cuenta, por ejemplo en el

rellenado de acuiferos cercanos a nucleos urbanos.

En términos generales podemos concluir por tanto, que tanto el sistema
experimental disefiado para medir la capacidad de depuracion natural de
los efluentes, como el modelo matematico desarrollado para describir
cuantitativamente los resultados, son cientifica y tecnolégicamente

validos.
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ANEXO Il
Métodos de analisis

Grado Brix: EN 12143 (1996). IFU n.° 8.

Acidez total: EN 12147 (1996). IFU n.° 3.

Fructosa: EN 1140 (1994). IFU n.° 55. EN 12630 (1999).
IFU n.° 67.

Glucosa: EN 1140 (1994). IFU n.° 55. EN 12630 (1999).
IFU n.° 67.

Sacarosa: EN 12146 (1994). IFU n.° 56. EN 12630 (1999).
IFU n.° 67.

Acido citrico: EN 1137 (1994). IFU n.° 22.

Acido D-isocitrico: EN 1139 (1994). IFU n.° 4.

Densidad relativa 20/20.% EN 1131 (1994). IFU n.° 1. IFU
n.° 1A

Indice de formol: EN 1133 (1994). IFU 30.

Cenizas: EN 1135 (1994). IFU n.° 9.

Foésforo: EN 1136 (1994). IFU n.° 50.

Potasio: EN 1134 (1994). IFU n.° 33.

Sorbitol: EN 12630 (1998) IFU n.° 67. IFU n.° 62.

Acido D-malico: EN 12138 (1997). IFU n.° 64.

Acido L-malico: EN 1138. IFU n.° 21.

Acido ascorbico: EN 14130. Vitamina C (acido ascor-
bico + Acido dehidroascorbico). IFU 17-A.

Parametros isotépicos:

8'® O agua: ENV 12141 (1997).

(D/H)1 Etanol 2H-NMR: AOAC 995.17 (1999).
8" C azuicar: ENV 12140 (1997).

8" C etanol: J. AOAC Vol 79, n.° 1 (1996).

8" C pulpa: ENV 13070 (2001).

6" C acidos: Anal. Chim. Acta 299 (1994).

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

21092 REAL DECRETO 1620/2007 de 7 de diciembre,

por el que se establece el régimen juridico de
la reutilizacion de las aguas depuradas.

La Ley 11/2005, de 22 de junio, por la que se modifica
la Ley 10/2001, de 5 de julio, del Plan Hidrolégico Nacio-
nal, contiene una modificacion del texto refundido de la
Ley de Aguas, aprobado por el Real Decreto Legislativo
1/2001, de 20 de julio, en la que se ha dado nueva redac-
cion del articulo 109.1 «el Gobierno establecera las condi-
ciones basicas para la reutilizacion de las aguas, preci-
sando la calidad exigible a las aguas depuradas segun los
usos previstos. El titular de la concesién o autorizacién
debera sufragar los costes necesarios para adecuar la
reutilizacion de las aguas a las exigencias de calidad
vigentes en cada momento».

Se mantiene, sin modificacion, el apartado 2 del
articulo 109, en el que se recoge la obligacién de obte-
ner concesion administrativa que quedara sustituida
por una autorizacion cuando quien solicite el aprove-
chamiento de las aguas depuradas sea el titular de la
autorizacién de vertido que dio lugar a la depuracién de
dichas aguas.

Se completa la modificacion del articulo 109 con la
supresion de los apartados 3, 4 y 5 del precepto.

Este profundo cambio legislativo exige adaptar los
articulos del Reglamento del Dominio Publico Hidraulico,
aprobado por el Real Decreto 849/1986, de 11 de abril,
dedicados a la reutilizacién.

Este real decreto se inscribe, ademas, en el mandato
que el articulo 19.2 de la Ley 14/1986, de 25 de abril, Gene-
ral de Sanidad, impone a las autoridades sanitarias de
participar en la elaboracion y ejecucion de la legislacion
sobre aguas, por lo que en su articulado prevé su inter-
venciéon en aquellos aspectos de la reutilizacién de aguas
no contemplados en las especificaciones técnicas y que
podrian suponer un riesgo para la salud de los ciudada-
nos. Con el real decreto, se cumple también con el obje-
tivo general previsto en la mencionada Ley General de
Sanidad, sobre la necesaria participacion de las Adminis-
traciones competentes en este ambito mediante la vigi-
lancia sanitaria, la promocion y la mejora de los sistemas
que permiten alcanzar parametros de calidad de aguas
compatibles con la salud de la poblacion.

Se hace preciso establecer una regulacién reglamen-
taria mas completa y detallada que posibilite las solucio-
nes necesarias respecto de la reutilizacion. De este modo,
se define el concepto de reutilizacion y se introduce la
denominacién de aguas regeneradas, mas acorde con las
posibilidades de reutilizacién que la norma establece y
ampliamente admitida en la doctrina técnica y juridica. Se
determinan los requisitos necesarios para llevar a cabo la
actividad de utilizacion de aguas regeneradas, los proce-
dimientos para obtener la concesion exigida en la ley asi
como disposiciones relativas a los usos admitidos y exi-
gencias de calidad precisas en cada caso.

Finalmente, debe destacarse la incorporacién de dos
anexos; el anexo | recoge los criterios de calidad para la
utilizacion de las aguas regeneradas segun los usos.
Estos criterios tendran la consideracion de minimos obli-
gatorios exigibles. Por su parte el anexo Il contiene el
modelo normalizado de solicitud que deben presentar
quienes deseen obtener la concesién o autorizacion de
reutilizacién de aguas depuradas.

Este real decreto deroga, con caracter general, cuan-
tas disposiciones de igual o inferior rango se opongan a
lo en él dispuesto y, en particular, los articulos 272 y 273
del Reglamento del Dominio Publico Hidraulico.

En el procedimiento de elaboracion de esta norma se
ha consultado a las comunidades autonomas, a las enti-
dades locales y al Consejo Nacional del Agua.

Debe significarse que aunque el Tribunal Constitucio-
nal ha exceptuado de regulacion mediante normas regla-
mentarias las condiciones béasicas en una determinada
materia, también ha senalado que esta excepcion no es
absoluta, pudiendo regularse reglamentariamente aque-
Ilas materias que por su caracter técnico o coyuntural,
como es el caso, hacen imposible una determinacién ex
lege de sus requisitos basicos.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Medio
Ambiente, de Agricultura, Pesca y Alimentacion y de Sani-
dad y Consumo, con la aprobacién previa de la Ministra
de Administraciones Publicas, de acuerdo con el Consejo
de Estado y previa deliberacion del Consejo de Ministros
en su reunion del dia 7 de diciembre de 2007,

DISPONGO:

CAPITULO |

Disposiciones generales
Articulo 1. Objeto.

Este real decreto tiene por objeto establecer el régi-
men juridico para la reutilizacion de las aguas depuradas,
de acuerdo con el articulo 109.1 del texto refundido de la
Ley de Aguas, aprobado por el Real Decreto Legislativo
1/2001, de 20 de julio.
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Articulo 2. Definiciones.

A los efectos de este real decreto se entiende por:

a) Reutilizacién de las aguas: aplicacion, antes de su
devolucién al dominio publico hidraulico y al maritimo
terrestre para un nuevo uso privativo de las aguas que,
habiendo sido utilizadas por quien las derivo, se han
sometido al proceso o procesos de depuracion estableci-
dos en la correspondiente autorizaciéon de vertido y a los
necesarios para alcanzar la calidad requerida en funcién
de los usos a que se van a destinar.

b) Aguas depuradas: aguas residuales que han sido
sometidas a un proceso de tratamiento que permita ade-
cuar su calidad a la normativa de vertidos aplicable.

c) Aguas regeneradas: aguas residuales depuradas
que, en su caso, han sido sometidas a un proceso de tra-
tamiento adicional o complementario que permite ade-
cuar su calidad al uso al que se destinan.

d) Estacion regeneradora de aguas: conjunto de ins-
talaciones donde las aguas residuales depuradas se
someten a procesos de tratamiento adicional que puedan
ser necesarios para adecuar su calidad al uso previsto.

e) Infraestructuras de almacenamiento y distribu-
cidén: conjunto de instalaciones destinadas a almacenar y
distribuir el agua regenerada hasta el lugar de uso por
medio de una red o bien depodsitos moéviles publicos y
privados.

f) Sistema de reutilizacion de las aguas: conjunto de
instalaciones que incluye la estacién regeneradora de
aguas, en su caso, y las infraestructuras de almacena-
miento y distribucién de las aguas regeneradas hasta el
punto de entrega a los usuarios, con la dotacion y calidad
definidas segun los usos previstos.

g) Primer usuario: persona fisica o juridica que
ostenta la concesion para la primera utilizacién de las
aguas derivadas.

h) Usuario del agua regenerada: persona fisica o
juridica o entidad publica o privada que utiliza el agua
regenerada para el uso previsto.

i) Punto de entrega de las aguas depuradas: lugar
donde el titular de la autorizacién de vertido de aguas
residuales entrega las aguas depuradas en las condicio-
nes de calidad exigidas en la autorizacion de vertido, para
su regeneracion.

j) Punto de entrega de las aguas regeneradas: lugar
donde el titular de la concesidn o autorizacién de reutiliza-
cién de aguas entrega a un usuario las aguas regenera-
das, en las condiciones de calidad segun su uso previstas
en esta disposicion.

k) Lugar de uso del agua regenerada: zona o instala-
cion donde se utiliza el agua regenerada suministrada.

1) Autocontrol: programa de control analitico sobre
el correcto funcionamiento del sistema de reutilizacion
realizado por el titular de la concesion o autorizacion de
reutilizacion de aguas.

Articulo 3.  Régimen juridico de la reutilizacion.

1. La reutilizacion de las aguas procedentes de un
aprovechamiento requerird concesion administrativa tal
como establecen los articulos 59.1 y 109 del texto refun-
dido Ley de Aguas. Sera aplicable a la reutilizacion el
régimen juridico establecido en las secciones 1.7 «La con-
cesion de aguas en general» y 2. «Cesion de derechos al
uso privativo de las aguas» del capitulo Il del titulo IV del
texto refundido de la Ley de Aguas.

2. No obstante lo establecido en el apartado anterior,
en el caso de que la reutilizacion fuese solicitada por el
titular de una autorizacion de vertido de aguas residuales,
se requerira solamente una autorizacion administrativa.

3. Enel caso de que no coincidan en una misma per-
sona, fisica o juridica, la condicién de primer usuario de

las aguas y de titular de la autorizacion de vertido se
entendera preferente la solicitud de reutilizacién que
hubiese presentado el titular de la autorizacién de ver-
tido.

4. La misma preferencia a favor del titular de la auto-
rizacion de vertido se entendera reconocida respecto de
las solicitudes de concesidon de reutilizaciéon que presen-
ten terceros que no coincidan con el primer usuario de las
aguas.

CAPITULO Il

Condiciones basicas para la reutilizacion
de las aguas depuradas

Articulo 4. Usos admitidos para las aguas regeneradas.

1. Las aguas regeneradas podran utilizarse para los
usos indicados en el anexo |.A.

2. En los supuestos de reutilizacién del agua para
usos no contemplados en el anexo |.A, el organismo de
cuenca exigira las condiciones de calidad que se adapten
al uso mas semejante de los descritos en el mencionado
anexo. Sera necesario, en todo caso, motivar la reutiliza-
cién del agua para un uso no descrito en el mismo.

3. En todos los supuestos de reutilizacién de aguas,
el organismo de cuenca solicitara de las autoridades sani-
tarias un informe previo que tendra caracter vinculante.

4. Se prohibe la reutilizacién de aguas para los
siguientes usos:

a) Para el consumo humano, salvo situaciones de
declaracion de catastrofe en las que la autoridad sanitaria
especificara los niveles de calidad exigidos a dichas aguas
y los usos.

b) Para los usos propios de la industria alimentaria,
tal y como se determina en el articulo 2.1 b) del Real
Decreto 140/2003, de 7 de febrero por el que se establecen
los criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo
humano, salvo lo dispuesto en el anexo I.A.3.calidad 3.1c)
para el uso de aguas de proceso y limpieza en la industria
alimentaria.

c) Para uso en instalaciones hospitalarias y otros
usos similares.

d) Para el cultivo de moluscos filtradores en acuicul-
tura.

e) Para el uso recreativo como agua de bano.

f) Para el uso en torres de refrigeracion y condensa-
dores evaporativos, excepto lo previsto para uso indus-
trial en el anexo |.A.3.calidad 3.2.

g) Para el uso en fuentes y ldminas ornamentales en
espacios publicos o interiores de edificios publicos.

h) Para cualquier otro uso que la autoridad sanitaria
o ambiental considere un riesgo para la salud de las per-
sonas o un perjuicio para el medio ambiente, cualquiera
que sea el momento en el que se aprecie dicho riesgo o
perjuicio.

Articulo 5. Criterios de calidad.

1. Las aguas regeneradas deben cumplir en el punto
de entrega los criterios de calidad segun usos estableci-
dos en el anexo I.A. Si un agua regenerada esta destinada
a varios usos seran de aplicacion los valores mas exigen-
tes de los usos previstos.

2. Los organismos de cuenca, en las resoluciones
por las que otorguen las concesiones o autorizaciones de
reutilizacion, podran fijar valores para otros parametros o
contaminantes que puedan estar presentes en el agua
regenerada o lo prevea la normativa sectorial de aplica-
cion al uso previsto para la reutilizacion. Asimismo,
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podran fijar niveles de calidad mas estrictos de forma
motivada.

3. La calidad de las aguas regeneradas se conside-
rard adecuada a las exigencias de este real decreto si el
resultado del control analitico realizado de acuerdo con lo
previsto en el anexo I.B cumple con los requisitos estable-
cidos con el anexo |.C

4. El titular de la concesidn o autorizacion de reutili-
zacién de aguas es responsable de la calidad del agua
regenerada y de su control desde el momento en que las
aguas depuradas entran en el sistema de reutilizacion
hasta el punto de entrega de las aguas regeneradas.

5. Elusuario del agua regenerada es responsable de
evitar el deterioro de su calidad desde el punto de entrega
del agua regenerada hasta los lugares de uso.

6. Las responsabilidades previstas en los apartados 4
y 5 se entenderan sin perjuicio de la potestad de supervi-
sién y control de las autoridades ambientales y sanitarias.

7. Laconcesion de reutilizacion podra ser modificada
como consecuencia de las variaciones o modificaciones
que se aprueben respecto de la concesion otorgada para
el uso privativo del agua al primer usuario de la misma.

CAPITULO IlI

Contratos de cesion de derechos sobre aguas regeneradas

Articulo 6. Caracteristicas de los contratos de cesion de
derechos sobre aguas regeneradas.

1. Los titulares de la concesion de reutilizacion y los
titulares de la autorizacion complementaria para reutiliza-
ciéon de las aguas podran suscribir contratos de cesion de
derechos de uso de agua de acuerdo con lo establecido en
los articulos 67 y 68 de la texto refundido de la Ley de
Aguas con las siguientes particularidades:

a) El volumen anual susceptible de cesion no sera
superior al que figure en la concesion o autorizacién otor-
gada.

b) La Administracion publica al autorizar el contrato
suscrito, ademas de velar por el cumplimiento de los cri-
terios previstos en el articulo 68.3 texto refundido de la
Ley de Aguas., observara que se cumplen los criterios de
calidad en relacion a los usos a que se vayan a destinar
los caudales cedidos.

2. Quienes obtienen la concesién o la autorizacion
de reutilizacion podran ceder, en los términos que esta-
blece el articulo 343 del Reglamento del Dominio Publico
Hidraulico, aprobado por el Real Decreto 849/1986, de 11
de abril, con caracter temporal a otro concesionario o titu-
lar de derechos de igual rango, la totalidad o parte de los
derechos de uso que le correspondan, percibiendo a cam-
bio la compensacion econdmica que establece el articulo
345.2 del Reglamento del Dominio Publico Hidraulico. De
igual modo podran participar en las operaciones de los
Centros de Intercambio de Derechos.

CAPITULO IV

Procedimiento para la reutilizacion de aguas depuradas

Articulo 7. La reutilizacion de aguas a través de iniciati-
vas o planes de las Administraciones Publicas.

1. Con la finalidad de fomentar la reutilizacion del
agua y el uso mas eficiente de los recursos hidraulicos,
las Administraciones Publicas estatal, autondmica o local,
en el ambito de sus respectivas competencias, podran
llevar a cabo planes y programas de reutilizacion de
aguas. En estos planes se estableceran las infraestructuras

que permitan llevar a cabo la reutilizacion de los recursos
hidraulicos obtenidos para su aplicacion a los usos admi-
tidos. En dichos planes se especificara el analisis econo-
mico-financiero realizado y el sistema tarifario que corres-
ponda aplicar en cada caso. Asimismo, estos planes y
programas seran objeto del procedimiento de evaluacion
ambiental estratégica conforme a lo establecido en la Ley
9/2006, de 28 de abril, sobre evaluacién de los efectos de
determinados planes y programas en el medio ambiente.

2. Enlaejecucion de los citados planes y programas,
se cumpliran las exigencias establecidas en el articulo 109
del texto refundido de la Ley de Aguas, y en este real
decreto respecto de la necesidad de obtener la concesion
o autorizacion de reutilizacion de aguas por quien vaya a
realizar la actividad.

3. Si la explotacion se realiza de forma temporal o
permanente por alguna de las administraciones publicas,
estatal, autondmica o local, la concesion o autorizacion de
reutilizacién se otorgara a nombre de la misma, o de la
entidad o sociedad publica a quien se haya encomendado
la ejecucion de las infraestructuras o su explotacion, que
sera la responsable del cumplimiento de todas las condi-
ciones impuestas durante los periodos de prueba y explo-
tacion.

4. Cuando la explotacion de una infraestructura
correspondiese a determinados usuarios, serd preciso
que la Administracion publica correspondiente lleve a
cabo la entrega de dicha infraestructura formalizando el
oportuno documento en el que deberan constar todas las
circunstancias en las que se produce la entrega. En parti-
cular se mencionara el hecho de que se transfiere a los
usuarios, desde ese momento, la concesidon o autoriza-
cion de reutilizacién del agua y en consecuencia la res-
ponsabilidad en el cumplimiento de las condiciones
impuestas. En el &ambito de la Administracién General del
Estado, las Sociedades Estatales de Aguas solicitaran la
necesaria concesion o autorizacion respecto de las insta-
laciones de reutilizacion que se le hubieran encomendado
en el correspondiente Convenio de Gestién Directa.

5. Cuando la explotacion del sistema de reutilizacion
del agua se realice a través de contratos de concesion de
obra publica, el concesionario estara obligado a solicitar
la correspondiente concesidon o autorizacion de reutiliza-
cion.

Articulo 8. Procedimiento para obtener la concesion de
reutilizacion.

1. Cuando la solicitud de concesién para reutilizar
aguas sea formulada por quien ya es concesionario para
la primera utilizacion de las aguas, el procedimiento se
tramitara, sin competencia de proyectos, de acuerdo con
lo establecido en este articulo.

2. El expediente se iniciard por el concesionario de
las aguas para la primera utilizacion, que a tal efecto
debera presentar su solicitud dirigida al organismo de
cuenca territorialmente competente en cualquiera de los
lugares designados en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992,
de 26 de noviembre, de Régimen Juridico de las Adminis-
traciones Publicas y del Procedimiento Administrativo
Comun, y en el modelo normalizado que figura en el
anexo ll, manifestando en ella su proposito de reutilizar
las aguas, con indicacién del uso para el que las solicita.
Dicho modelo estard disponible en la pagina Web del
Ministerio de Medio Ambiente.

3. El peticionario debera presentar un proyecto de
reutilizacion de aguas que incluya la documentacién
necesaria para identificar el origen y la localizacion geo-
grafica de los puntos de entrega del agua depurada y
regenerada; la caracterizacién del agua depurada; el volu-
men anual solicitado; el uso al que se va a destinar; el
lugar de uso del agua regenerada especificando las carac-
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teristicas de las infraestructuras previstas desde la salida
del sistema de reutilizacion de las aguas hasta los lugares
de uso; las caracteristicas de calidad del agua regenerada
correspondientes al uso previsto asi como el autocontrol
analitico propuesto como establece el anexo |; el sistema
de reutilizacion de las aguas; los elementos de control y
senalizacion del sistema de reutilizacion; las medidas
para el uso eficiente del agua y las medidas de gestion del
riesgo en caso de que la calidad del agua regenerada no
sea conforme con los criterios establecidos en el anexo |
correspondientes al uso permitido.

4. Cuando el destino de las aguas regeneradas fuese
el uso agricola se acreditara la titularidad de las tierras
que se pretenden regar a favor del peticionario o, en el
caso de concesiones solicitadas por comunidades de
usuarios, el documento que acredite que la solicitud de
concesién ha sido aprobada por la Junta General. Se pre-
sentara en todo caso una copia actualizada del plano par-
celario del catastro, donde se senalara la zona a regar.
Cuando las caracteristicas del agua regenerada superen
los valores de los parametros e indicadores definidos en
el «anexo |.LA. Uso Agricola», el organismo de cuenca
recabara, de acuerdo con las instrucciones técnicas vigen-
tes, informacioén adicional referida a los pardmetros y las
caracteristicas de los cultivos.

5. El organismo de cuenca examinara la documenta-
cion presentada e informard sobre la compatibilidad o
incompatibilidad de la solicitud con el Plan Hidrolégico de
cuenca atendiendo, entre otros, a los caudales ecoldgi-
cos. En el primer caso continuara la tramitacion del expe-
diente; en el segundo denegara la solicitud presentada.

Simultdaneamente solicitara el informe al que se
refiere el articulo 25.3 del texto refundido de la Ley de
Aguas, para el que se concede el plazo de un mes, trans-
currido el cual, sin que se haya emitido, continuara la
tramitacion del expediente en los términos previstos en la
Ley 30/1992, de 26 de noviembre.

6. A continuacion, el organismo de cuenca elaborara
una propuesta en la que se estableceran las condiciones
en las que podria otorgarse la concesion para reutilizar las
aguas. Este condicionado contendrd, entre otros extre-
mos:

a) El origeny la localizacién geografica del punto de
entrega del agua depurada;

b) El volumen maximo anual en metros cubicos y
modulacién establecida, caudal maximo instantdneo
expresado en litros por segundo.

c) Eluso admitido.

d) El punto de entrega y el lugar de uso del agua
regenerada.

e) Las caracteristicas de calidad del agua regenerada
que deben cumplir los criterios de calidad exigidos para
cada uso que se establecen en el anexo LA de este real
decreto, hasta su punto de entrega a los usuarios.

f) El sistema de reutilizacion de las aguas.

g) Los elementos de control y sefhalizacion del sis-
tema de reutilizacion.

h) El programa de autocontrol de la calidad del agua
regenerada que incluya los informes sobre el cumpli-
miento de la calidad exigida que se determinara conforme
establece el anexo I.LBy I.C.

i) El plazo de vigencia de la concesion.

j) Las medidas de gestion del riesgo en caso de cali-
dad inadmisible de las aguas para el uso autorizado.

k) Cualquier otra condicion que el organismo de
cuenca considere oportuna en razon de las caracteristicas
especificas del caso y del cumplimiento de la finalidad del
sistema de reutilizacion del agua.

7. Elaborada la propuesta de condiciones, se solici-
tara la conformidad expresa del peticionario que tendra
lugar en el plazo de diez dias habiles. Transcurrido este
plazo, el organismo de cuenca notificard la resolucién

expresa en el plazo maximo de un mes, contado desde
que ha tenido constancia de la conformidad.

8. Si el solicitante no estuviera de acuerdo con las
condiciones propuestas, presentard motivaciéon justifi-
cada que podra ser o no admitida, dando lugar a resolu-
cion expresa de la administracion en el plazo de un mes.

9. De no haber respuesta, se denegara la concesién
solicitada en el plazo de un mes, contado desde la notifi-
cacion de la propuesta de condiciones.

Articulo 9. Procedimiento para obtener la autorizacion
de reutilizacion.

1. Cuando el titular de la autorizacion de vertido pre-
sente una solicitud para reutilizar las aguas se le otorgara
una autorizacién administrativa, que tendra el caracter de
complementaria a la de vertido, en la que se estableceran
los requisitos y condiciones en los que podra llevarse a
cabo la reutilizacion del agua.

2. Si se solicita la obtencion de una autorizacion de
vertido manifestando el proposito de reutilizar las aguas
residuales, la autorizacion de reutilizacion quedara supe-
ditada al otorgamiento de la autorizacién de vertido.

3. Para obtener la autorizacién complementaria a la
de vertido serd preciso presentar la solicitud prevista en el
anexo Il con la informacion exigida en el articulo 8.3y, en
su caso, 8.4. Dicha solicitud se dirigira al organismo de
cuenca territorialmente competente en cualquiera de los
lugares designados en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992,
de 26 de noviembre.

4. Los sucesivos tramites seran los establecidos en
los parrafos 5, 6, 7, 8 y 9 del articulo 8.

Articulo 10. Procedimiento para quien no es concesiona-
rio de la primera utilizacion ni titular de la autorizacion
de vertido.

Si quien formula la solicitud de concesion para reutili-
zacion es un tercero que no ostenta la condicion de con-
cesionario para la primera utilizacion, ni la de titular de la
autorizacién de vertido de las aguas residuales, se seguira
el procedimiento que establece el Reglamento del Domi-
nio Publico Hidraulico para las concesiones en general,
previa presentacion de la solicitud para obtener la conce-
sién de reutilizacion de aguas segun el modelo del anexo |l.
La propuesta de condiciones en la que podria otorgarse la
concesion para reutilizar las aguas determinara los extre-
mos establecidos en el articulo 8.6 de este real decreto.

Articulo 11. Disposiciones comunes a la concesion y
autorizacion de reutilizacion de aguas.

1. Tanto las concesiones de reutilizacion como las
autorizaciones de reutilizacidon seran inscritas en la Sec-
cion A) del Registro de Aguas en la forma que establece el
articulo 192 del Reglamento del Dominio Publico Hidrau-
lico.

2. El incumplimiento de las obligaciones derivadas
del condicionado de la concesion o autorizacién de reuti-
lizaciéon serd sancionado con arreglo a lo dispuesto en el
titulo VIl del texto refundido de la Ley de Aguas.

3. El titular de la concesién o autorizacion de reutili-
zacion debera sufragar los costes necesarios para adecuar
la reutilizaciéon de las aguas a las exigencias de calidad
vigentes en cada momento y responderd permanente-
mente de dicha adecuacion.

Cuando proceda a juicio de la administracion conce-
dente, la sustitucion de caudales concesionales por otros
procedentes de la reutilizacion, la administracion respon-
dera de los gastos inherentes a la obra en los términos del
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articulo 61.3 segundo parrafo del texto refundido de la Ley
de Aguas.

Disposicion transitoria primera. Régimen transitorio de
las reutilizaciones directas de aguas depuradas con
concesion o autorizacion administrativa vigente.

Las reutilizaciones directas de aguas depuradas que, a
la entrada en vigor de este real decreto, cuenten con con-
cesion o autorizacion administrativa deberan realizar las
adaptaciones que resulten necesarias para poder cumplir
las condiciones basicas de la reutilizacién y las obligacio-
nes impuestas en este real decreto en el plazo de dos
anos contados desde su entrada en vigor.

Disposicién transitoria segunda. Régimen transitorio de
los expedientes de reutilizacion directa de aguas
depuradas, iniciados y no resueltos a la entrada en
vigor de este real decreto.

Los expedientes de reutilizacién directa, iniciados y no
resueltos a la entrada en vigor de este real decreto, se
resolveran conforme a la legislacion vigente al tiempo de
su solicitud, sin perjuicio de que una vez otorgada la
correspondiente concesion o autorizacion, el titular de la
misma deba realizar, en el plazo de dos anos contados
desde el otorgamiento de la autorizacion, las adaptacio-
nes que resulten necesarias para poder cumplir las condi-
ciones basicas de la reutilizacién y las obligaciones
impuestas en este real decreto.

Disposiciéon derogatoria Unica. Derogacion normativa.

Quedan derogados los articulos 272 y 273 del Regla-
mento del Dominio Publico Hidraulico, asi como cuantas
disposiciones de igual o inferior rango se opongan a lo
dispuesto en este real decreto.

Disposicién final primera. Caracter basico.

Este real decreto tiene el caracter de legislacién basica
sobre sanidad y medio ambiente y sobre contratos y con-
cesiones administrativas, de conformidad con lo dispuesto
en el articulo 149.1.13.%, 16.?, 23.7 y 18.% de la Constitucion,
excepto los articulos 3.3, 8 —salvo el primer parrafo de su
apartado 5 que también tiene caracter de legislacion basica
ambiental de conformidad con lo establecido en el articulo
149.1.23.%-, 9, 10 y 11.1, que seran exclusivamente de apli-
cacion en las cuencas hidrograficas intercomunitarias,
cuya gestién corresponde a la Administracion General del
Estado conforme al articulo 149.1.22.7 de la Constitucion.

Disposicién final segunda. Desarrollo, aplicacion vy
adaptacion del real decreto.

Por los Ministros de Medio Ambiente, de Agricultura,
Pesca y Alimentacion y de Sanidad y Consumo se dicta-
ran conjunta o separadamente, segun las materias de que
se trate, y en el &mbito de sus respectivas competencias,
las disposiciones que exija el desarrollo y aplicacion de
este real decreto.

Disposicién final tercera. Entrada en vigor.

El presente real decreto entrara en vigor el dia siguiente
al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estado».

Dado en Madrid, el 7 de diciembre de 2007.
JUAN CARLOS R.

La Vicepresidenta Primera del Gobierno
y Ministra de la Presidencia,

MARIATERESA FERNANDEZ DE LA VEGA SANZ
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ANEXO: 2
Ejemplo del Registro de Datos de Chromocult



SUPERVIVENCIA DE E.coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo

Repeticion

Datos Generales

Cadigo del ensayo:
Numero del Efluente:

Nombre de la Depuradora:

Fecha de Ingreso:

Tipo de Muestra:

Tipo de Tratamiento:
Volumen de la Muestra:

E3.2

01
Villaviciosa
14-10-08
Efluente
Secundario
2000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: 6,9
DQO: 20 mgl/l
DBOS: 4 mgl/l
Sélidos totales: 2 mgll
Fosforo total: 1,41 mg/l
Nitrogeno total: 8,15 mgl/l
Amonio:
Nitratos:
Datos Experimentales
E. coli Agitacion Luz VoILfmen de
alicuota
Jo8 Jo9 Iman |Planchal Sl NO | 100 ml | 500 ml
X X X X
Observaciones:

1- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de

incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracién Método de recuento
E3.2.2 - g | g
Fecha inicio: *’g g o 3 S <1 3 § R = E
15-10-08 c |l g | 2| E| |28l 8|d|zgle gl |laleg|B|E|c:|a
E T © o 2 £ E = N «® o £ =
Fecha termino: 3 £ g < o
10-11-08 X X X X X
Tiempo Dilucion UFC/placa  Log UFC/ml l.og Liminf Log Lim sup SD  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 42 6,40 6,26 6,55 0,07 0 6,40 logNO 6,40
0 1,00E-05 33 0,2 4,89 b 2,26
0 1,00E-05 1 0,4 4,61 n 0,25
0 1,00E-05 3 0,6 4,42
2 1,00E-04 7 4,90 4,72 5,07 0,09 1 4,14
2 1,00E-04 7 2 3,72
2 1,00E-05 1 3 3,43
2 1,00E-05 0 4 3,21
5 1,00E-01 118 2,95 2,79 3,11 0,08 5 3,03
5 1,00E-01 83 6 2,87
5 1,00E-02 8 7 2,73
5 1,00E-02 8 8 2,61
8 1,00E-02 8 2,66 2,13 3,18 0,27 9 2,49
8 1,00E-02 12 10 2,39
8 1,00E-01 37 11 2,29
8 1,00E-01 31 12 2,20
8 1,00E+00 283 13 2,12
8 1,00E+00 282 14 2,04
12 1,00E+00 103 2,15 1,91 2,39 0,12 16 1,89
12 1,00E+00 120 20 1,63
12 1,00E-01 18 21 1,57
12 1,00E-01 18 22 1,51
15 1,00E+00 160 2,17 1,84 2,50 0,17 23 1,46
15 1,00E+00 145 24 1,41
15 1,00E-01 14 25 1,35
15 1,00E-01 11 26 1,30
15 1,00E-02 1
15 1,00E-02 3




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
e22 | ¢ 1k

Fecha inicio: £ é ] g ;g .| 3 § £ - E _
15008 | O | & | £ | E| s |sE|E|°|eg|E|E|E ||| |E|: ]|
Fecha termino: E B i I-% . § < 5
10-11-08 X X X X X
Tiempo Dilucion UFC/placa Log UFC/ml Log Liminf Lcg Lim sup SD SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
19 1,00E+00 49 1,62 1,42 1,83 0,10 -

19 1,00E+00 43

19 1,00E-01 3

19 1,00E-01 5

22 1,00E+00 31 1,43 1,26 1,61 0,09 -

22 1,00E+00 29

22 1,00E-01 3

22 1,00E-01 2

26 1,00E+00 27 1,31 0,89 1,73 0,22 -

26 1,00E+00 21

26 1,00E-01 3

26 1,00E-01 1




ANEXO: 3
Ejemplo del Registro de Datos de Colilert



SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo Repeticion X

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E13
Numero del Efluente: 5

Nombre de la Depuradora: Villaviciosa
Fecha de Ingreso: 03-03-10
Tipo de Muestra: Efluente
Tipo de Tratamiento: Secundario
Volumen de la Muestra: 2000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: 7,2
DQO: 32 mgl/l
DBOS5: 11 mgl/l
Solidos totales: 4 mgl/l
Fosforo total: 0,62 mg/l
Nitrégeno total: 13,1 mg/l
Amonio: 2,1 mgl/l
Nitratos: 6,1 mgl/l
Datos Experimentales
E. coli Agitacién Luz Volu,men de
alicuota
Jo8 JOo9 Iméan [Planchal SI NO | 100 ml | 500 ml
X X X X

Observaciones:
1- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
SERU 8|3 L
Fecha inicio: g g o s | £, 3 S | 3¢ = 3 .
04-03-10 Clg || E | |2:s| 2 |o|sg|g ||l |2 ]|¢c]|3
£ i © 0 E £ E - o « o £ =
Fecha termino: 8 & g < o
07-04-10 X X X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mI Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-06 10/0 1,10E+07 5,70E+06 2,01E+07 0,32 0 6,87 logN 6,87
0 1,00E-05 33/3 5,48E+06 3,92E+06 7,86E+06 0,17 1 6,64 b 0,23
0 7,40E+06 5,52E+06 9,93E+06 -—- 0,15 2 6,61 n 0,18
4 1,00E-06 4/0 4,10E+06 1,70E+06 9,50E+06 0,43 3 6,59
4 1,00E-05 32/3 5,38E+06 3,73E+06 7,50E+06 0,17 4 6,57
4 4,90E+06 3,54E+06 6,78E+06 -—- 0,17 5 6,56
6 1,00E-06 2 2,00E+06 6,00E+05 7,30E+06 0,62 6 6,55
6 1,00E-05 27/0 3,74E+06 2,45E+06 5,45E+06 0,20 7 6,54
6 3,64E+06 2,54E+06 5,21E+06 0,18 8 6,53
11 1,00E-05 22 2,88E+06 1,90E+06 4,39E+06 0,21 9 6,53
11 1,00E-04 49/15 2,61E+06 1,71E+06 3,99E+06 0,21 10 6,52
11 2,60E+06 1,95E+06 3,46E+06 0,15 11 6,51
13 1,00E-05 25 3,44E+06 2,33E+06 5,12E+06 0,20 12 6,51
13 1,00E-04 49/17 2,91E+06 1,90E+06 4,46E+06 0,21 13 6,50
13 3,00E+06 2,26E+06 3,98E+06 -—- 0,14 15 6,49
18 1,00E-05 19 2,38E+06 1,53E+06 3,73E+06 0,22 18 6,48
18 1,00E-04 48/16 2,28E+06 1,58E+06 3,23E+06 0,18 18 6,48
18 2,16E+06 1,63E+06 2,87E+06 -—- 0,15 19 6,48
20 1,00E-05 26 3,64E+06 2,47TE+06 5,39E+06 0,20 20 6,47
20 1,00E-04 49/17 2,91E+06 1,90E+06 4,46E+06 0,21 20 6,47
20 3,12E+06 2,35E+06 4,14E+06 0,14 25 6,46
34 1,00E-04 49/21 3,65E+06 2,32E+06 5,56E+06 0,22 34 6,44




ANEXO: 4
Efectos de la temperatura sobre la cinética de E. coli



SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo X Repeticion

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E24

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 12-01-11

Tipo de Muestra: Agua de Estanque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 2000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: e
pQo: | e
pBos: | e
Solidos totales: | —ee-
Fosforototal: [ = -
Nitrégeno tota. [ = -

Amonio: | e
Nitratos: | = -
Datos Experimentales
E. coli Agitacién Luz Volu,men de
alicuota
Jo8 JO9 Iman |Plancha] SlI NO 100 ml | 500 ml
X X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 10°C la agitacién se realiz6 a través de un iman,mientras que para la otra
la agitacion se realizé en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E241 | o 8|8 e

Fecha inicio: g ?E . S g < | 3 S | 3¢ = 3 .
zov | S s | g [ E | f Rl B |EE e el |nlalE|q| "
Fecha termino: E - . ﬁ - E’ < ° LEJ "
17-03-11 X X X X X

Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mI Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull

0 1,00E-05 11/4 1,68E+06 9,70E+05 2,68E+06 0,25 0 6,23 logN 6,23
1 1,00E-05 23 3,06E+06 2,04E+06 4,63E+06 0,20 0,1 6,06 b 0,55
2 1,00E-05 23 3,06E+06 2,04E+06 4,63E+06 0,20 0,2 5,99 n 0,51
3 1,00E-05 13 1,50E+06 8,80E+05 2,57E+06 0,27 0,4 5,89

5 1,00E-05 1 1,00E+05 3,00E+04 5,60E+05 0,73 0,6 5,81

5 1,00E-04 9/0 9,80E+04 4,70E+04 1,84E+05 0,34 0,8 5,74

5 9,78E+04 5,25E+04 1,82E+05 0,32 1 5,68

8 1,00E-03 15 1,78E+04 1,08E+04 2,94E+04 0,25 2 5,45

8 1,00E-03 19 2,38E+04 1,53E+04 3,73E+04 0,22 3 5,27

8 1,00E-04 2 2,00E+04 6,00E+03 7,30E+04 0,62 5 4,98

8 1,00E-04 3 3,10E+04 1,10E+04 9,00E+04 0,53 5 4,98

8 2,12E+04 1,55E+04 2,91E+04 0,16 8 4,64

12 1,00E-02 32 5,04E+03 3,54E+03 7,25E+03 0,18 8 4,64

12 1,00E-03 7 7,50E+03 3,70E+03 1,55E+04 0,36 12 4,27

12 5,38E+03 3,87E+03 7,48E+03 -—- 0,17 13 4,18

13 1,00E-02 34 5,60E+03 3,97E+03 8,01E+03 0,18 14 4,10

15 1,00E-03 4 4,10E+03 1,70E+03 9,50E+03 0,43 14,2 4,09

19 1,00E-02 16 1,92E+03 1,19E+03 3,13E+03 0,24 14,4 4,07

22 1,00E-01 48 1,45E+03 1,02E+03 2,24E+03 0,20 14,6 4,06

28 1,00E-02 8 8,70E+02 4,50E+02 1,71E+03 0,33 14,8 4,04

33 1,00E-03 3 3,10E+03 1,10E+03 9,00E+03 0,53 15 4,03

48 1,00E-02 5 5,30E+02 2,30E+02 1,23E+03 0,42 19 3,74

48 1,00E-01 16 1,92E+02 1,19E+02 3,13E+02 0,24 22 3,55

48 0,00E+00 39/6 8,36E+01 5,96E+01 1,14E+02 0,16 28 3,19

48 1,08E+02 8,18E+01 1,42E+02 -—- 0,14 33 2,93

56 1,00E-01 10 1,11E+02 6,10E+01 2,05E+02 0,30 48 2,23

56 0,00E+00 45/11 1,40E+02 9,93E+01 1,90E+02 0,16 56 1,90

56 1,30E+02 9,86E+01 1,72E+02 -—- 0,14 56 1,90




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E24.1 — S I
— <] S p o} @a T =
Fecha inicio: = g . o | .| 3 § 50 - 3
= ] = 8 o = S O O O © @ ] <] <
12-01-11 R T - R - - - = I - - < - = =T =T O O
< =
Fecha termino: 3 . & g < 5
17-03-11 X X X X X
Tiempo Dilucién Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
64 0,00E+00 36/10 8,01E+01 5,87E+01 1,06E+02 0,15 - 64 1,59




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E24.2 - S | o
— o © aQ <
Fecha inicio: g g o s €. 3 S |ze £ 3
12-01-11 oS ls | £ |E | |22 |o|ez|le|g|g|la|la|lB|%]|¢E|a
Fecha termino: E N C L%Ii - E E ° S "
14-02-11 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mlI Lim inf Lim sup SEi SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 18/0 2,18E+06 1,34E+06 3,39E+06 0,23 0 6,34 logN 6,34
1 1,00E-05 10 1,11E+06 6,10E+05 2,05E+06 0,30 0,1 4,97 b 2,45
3 1,00E-02 7/1 8,50E+01 3,90E+02 1,56E+03 0,35 0,2 4,71 n 0,25
5 1,00E-01 20 2,54E+03 1,65E+02 3,94E+02 0,22 0,4 4,40
5 1,00E+00 4717 1,45E+02 1,01E+02 2,05E+02 0,18 0,6 4,18
5 1,69E+02 1,28E+02 2,24E+02 0,14 0,8 4,02
7 1,00E-01 5 5,30E+01 2,30E+01 1,23E+02 0,42 1 3,89
7 1,00E+00 31 4,78E+01 3,34E+01 6,90E+01 0,18 3 3,09
7 4,84E+01 3,45E+01 6,79E+01 0,17 5 2,64
8 1,00E+00 17 2,07E+01 1,30E+01 3,33E+01 0,24 7 2,31
8 1,00E+00 21 2,71E+01 1,77E+01 4,16E+01 0,21 7,5 2,24
8 2,38E+01 1,73E+01 3,28E+01 0,16 8 2,17
12 1,00E+00 35 5,91E+01 4,20E+01 8,44E+01 0,17 8,5 2,11
13 1,00E+00 29 4,29E+01 2,97E+01 6,25E+01 0,19 12 1,72
15 1,00E+00 7 7,50E+00 3,70E+00 1,55E+01 0,36 13 1,63
20 1,00E+00 29 4,29E+01 2,97E+01 6,25E+01 0,19 15 1,45
21 1,00E+00 35 5,91E+01 4,20E+01 8,44E+01 0,17 17 1,29
22 1,00E+00 16 1,92E+01 1,19E+01 3,13E+01 0,24 19 1,15
28 1,00E+00 4 4,20E+00 1,70E+00 1,07E+01 0,46 21 1,01
33 1,00E+00 2 2,00E+00 6,00E-01 7,30E+00 0,62 23 0,89
25 0,77
27 0,66
29 0,56
30 0,51
31 0,46
32 0,41
33 0,37




SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo Repeticion X

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E26

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 28-03-11

Tipo de Muestra: Agua de Estanque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 2000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH:
pQo: | e
pBos: | e
Solidos totales: | —ee-
Fosforototal: | -
Nitrégeno tota. [ = -

Amonio: | e
Nitratos: | -
Datos Experimentales
E. coli Agitacién Luz Volu,men de
alicuota
Jo8 JO9 Iman |Plancha] SlI NO 100 ml | 500 ml
X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 20°C la agitacién se realiz6 a través de un iman, mientras que para la otra
la agitacion se realizé en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E26.1 = 2 ©
Fecha inicio: % g o o | & (_c:j § S - 3
0031 |8 |8 | £ | E| S (ZE|E|C (il | |E ||| g| ]|
Fecha termino: E - . ﬁ - E’ < ° LEJ "
03-05-11 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mI Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 13/2 1,71E+06 9,90E+05 2,74E+06 0,25 0 6,230 logN 6,23
2 1,00E-05 6 6,30E+05 3,00E+05 1,39E+06 0,38 0,2 6,090 b 0,44
6 1,00E-04 9 9,90E+04 5,30E+04 1,88E+05 0,32 0,4 6,000 n 0,72
8 1,00E-03 16 1,92E+04 1,19E+04 3,13E+04 0,24 0,6 5,922
13 1,00E-02 14 1,64E+03 9,80E+02 2,75E+03 0,26 0,8 5,852
15 1,00E-01 30 4,53E+02 3,15E+02 6,56E+02 0,18 1 5,786
15 1,00E-02 9 9,90E+02 5,30E+02 1,88E+03 0,32 2 5,500
15 5,22E+02 3,75E+02 7,27E+02 0,17 3 5,253
28 1,00E+00 18/1 2,31E+01 1,42E+01 3,57E+01 0,23 4 5,029
30 1,00E+00 10 1,11E+01 6,10E+00 2,05E+01 0,30 5 4,820
35 1,00E+00 6 6,30E+00 3,00E+00 1,39E+01 0,38 6 4,623
7 4,435
8 4,255
9 4,081
10 3,912
13 3,432
16 2,982
19 2,556
22 2,148
25 1,756
28 1,377
31 1,009
35 0,534




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
e262___| $ |8 e
Fecha inicio: g % . S % | 3 § ER = E
Fecha termino: E - . § - E < ° o "
03-05-11 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 13/0 1,48E+06 8,50E+05 2,51E+06 0,27 0 6,170 logN 6,17
8 1,00E+00 36 6,24E+01 4,46E+01 8,88E+01 0,17 0,2 4,288 b 2,56
8 1,00E-01 10 1,11E+02 6,10E+01 2,05E+02 0,30 0,4 4,021 n 0,19
8 1,00E-02 2 2,00E+02 6,00E+01 7,30E+02 0,62 0,6 3,848
8 7,21E+01 5,29E+01 9,82E+01 0,16 0,8 3,716
13 1,00E+00 50 2,01E+02 1,36E+02 3,88E+02 0,26 1 3,609
14 1,00E-01 17 2,07E+02 1,30E+02 3,33E+02 0,24 2 3,247
28 1,00E+00 17 2,07E+01 1,30E+01 3,33E+01 0,24 3 3,011
30 1,00E+00 17 2,07E+01 1,30E+01 3,33E+01 0,24 4 2,833
35 1,00E+00 7 7,50E+00 3,70E+00 1,55E+01 0,36 5 2,687

6 2,564

7 2,456

8 2,360

9 2,273

10 2,194

13 1,989

16 1,820

19 1,675

22 1,547

25 1,432

28 1,329

31 1,234

35 1,118




SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo X Repeticion

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E27

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 10-05-11

Tipo de Muestra: Agua de Estanque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 2000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH:
pQo: | e
pBos: | e
Solidos totales: | —ee-
Fosforototal: [ -
Nitrégeno tota. [ = -

Amonio: | e
Nitratos: | -
Datos Experimentales
E. coli Agitacién Luz Volu,men de
alicuota
Jo8 JO9 Iman |Plancha] SlI NO 100 ml | 500 ml
X X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 37°C la agitacién se realiz6 a través de un iman, mientras que para la otra
la agitacion se realizé en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Expenimento Tratamiento Incubacién Concentracion Método de recuento
E27L | o $ |3
Fecha inicio: g (C-% s S _g 3 3 § % 2 - § .
10-05-11 Sl& | €| E|E |22l 2|0 |eg|e|g|B ||| |2 |5 ]|@
Fecha termino: é - " L% - E < ° 5 "
19-05-11 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mI Lim inf Lim sup SEi SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 23/3 3,41E+06 2,23E+06 4,92E+06 0,20 - 0 6,53 logN 6,53
1 1,00E-05 8/0 8,60E+05 4,50E+05 1,69E+06 0,33 - 0,2 6,11 b 1,36
2 1,00E-03 5/0 5,20E+03 2,30E+03 1,19E+04 041 - 0,4 5,83 n 0,74
6 1,00E+00 15/2 1,99E+01 1,19E+01 3,09E+01 024 - 0,6 5,59
8 1,00E+00 1/0 1,00E+00 3,00E-01 5,60E+00 0,73 - 0,8 5,37
9 1,00E+00 0 1 517
2 4,26
3 3,47
4 2,75
5 2,07
6 1,43
7 0,82
8 0,23
9 0,34




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracién Método de recuento
E27.2 = S I
— o © a <
Fecha inicio: = S o b = 8 5 0 =
S c S 3 2 5 g 8 = sS5 | o 0 0 < © © 5 8 <
10-05-11 © 1 5 2 g E |28| = | O |[g8| g & & S | s | s | s £ »
2 T 2 = EE - N ™ 8] £ -
Fecha termino: 8 g 2 o
19-05-11 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 10/2 1,32E+06 7,10E+05 2,20E+06 0,28 0 6,120 logN 6,12
2 1,00E-03 3/0 3,10E+03 7,00E+02 8,90E+03 0,64 0,2 5,229 b 1,99
6 1,00E-01 1 1,00E+01 3,00E+00 5,60E+01 0,73 0,4 4,860 n 0,50
6 1,00E+00 4/3 7,20E+00 2,90E+00 1,37E+01 0,39 0,6 4,576
6 7,56E+00 5,82E+00 9,80E+00 - 0,14 0,8 4,337
8 1,00E+00 2/0 2,00E+00 3,00E-01 7,10E+00 0,79 1 4,126
9 1,00E+00 3/0 3,10E+00 7,00E-01 8,90E+00 0,64 2 3,299
3 2,665
4 2,129
5 1,658
6 1,231
7 0,839
8 0,474
9 0,131




SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo Repeticion X

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E28

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 13-10-10

Tipo de Muestra: Agua de Estanque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 1000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: e
pQo: | e
pBos: | e
Solidos totales: | —ee-
Fosforototal: [ = -
Nitrégeno tota. [ = -

Amonio: | e
Nitratos: | = -
Datos Experimentales
E. coli Agitacién Luz Volu,men de
alicuota
Jo8 JO9 Iman |Plancha] SlI NO 100 ml | 500 ml
X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 20°C la agitacién se realiz6 a través de un iman, mientras que para la otra
la agitacion se realizé en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E28.1 5 8 ©
Fecha inicio: = g . o | & c—g 8 Se ~ 5
200511 | S | s | 2| E|: |28l |G |g2leglelelalalnl2]e]d
=] T o 5 & € E = D @ o £ =
Fecha termino: 3 £ g < o
03-06-10 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-06 1/0 1,00E+06 1,00E+05 5,50E+06 1,00 - 0 6,00 logN 6,00
3 1,00E-02 7/1 8,50E+02 3,90E+02 1,56E+03 0,35 - 0,2 5,26 b 1,64
5 1,00E+00 49/28 5,48E+02 3,58E+02 8,05E+02 0,20 - 0,4 4,96 n 0,50
10 1,00E+00 3/1 4,10E+00 4,10E+00 9,10E+00 0,37 - 0,6 4,73
14 1,00E+00 1 1,00E+00 1,00E+00 5,60E+00 0,43 - 0,8 4,53
1 4,36
2 3,68
3 3,17
4 2,73
5 2,35
6 2,01
7 1,69
8 1,39
9 1,12
10 0,85
13 0,14
14 -0,08




Experimento Tratamiento Incubacioén Concentracion Método de recuento
E282 | 8|3 L
Fecha inicio: g g o s | £, 3 S | 3¢ = 3 .
200511 | ° | & |2 |E | |SE| 2|0 |zg|eg|g|g|a|B |8 |2 |t ]|a
£ i © 0 2 £ E - o © o £ =
Fecha termino: 8 £ L o
03-06-10 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mi Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-06 2/0 2,00E+06 3,00E+05 7,10E+06 0,79 - 0 6,30 logN 6,30
3 1,00E-02 7/0 7,50E+02 3,60E+02 1,49E+03 0,36 - 0,2 5,04 b 2,30
5 1,00E+00 39/8 8,84E+01 6,30E+01 1,19E+02 0,16 - 0,4 4,66 n 0,37
10 1,00E+00 13/0 1,48E+01 8,50E+00 2,51E+01 0,27 - 0,6 4,40
14 1,00E+00 5 5,30E+00 2,30E+00 1,23E+01 0,42 - 0,8 4,18
1 4,00
2 3,32
3 2,84
4 2,45
5 2,11
6 1,82
7 1,56
8 1,31
9 1,09
10 0,88
13 0,33
14 0,16




SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo X Repeticién

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E30

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 16-06-11

Tipo de Muestra: Agua de Estangque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 1000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: | e
pQo: | e
pBos: | e
Sélidos totales: | -
Fésforototal: | = -
Nitrégeno total: | -

Amonio: | e
Nitratos: | -
Datos Experimentales
) L, Volumen
E. coli Agitacion Luz Olf en de
alicuota
Jos JO9 Iman |Plancha] SI NO 100 ml | 500 ml
X X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 20°C la agitacion se realiz6 a través de un iman, mientras que para la otra
la agitacion se realiz6 en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracién Método de recuento
E30.1 - g | o
Fecha inicio: % S o 8 3 § So 3
S S 3 2 58 s = s = O O O < © © g 8 <
160611 | © | & | £ | £ | E |SE| = | O |gg|e | |&5 | |e|&a|s5 |5 |¢
Fecha termino: § - g § - E < ° 5 "
25-02-08 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 25/3 3,79E+06 2,55E+06 5,40E+06 0,19 - 0 6,58 logN 6,58
4 1,00E-03 1/0 1,00E+03 1,00E+02 5,50E+03 1,00 - 0,2 4,87 b 2,57
10 1,00E+00 35/2 6,05E+01 4,20E+01 8,37E+01 0,17 - 0,4 4,54 n 0,26
13 1,00E+00 21/4 3,18E+01 2,08E+01 4,64E+01 0,20 - 0,6 4,32
18 1,00E+00 21 2,71E+01 1,77E+01 4,16E+01 0,21 - 0,8 4,15
24 1,00E+00 7 7,50E+00 3,70E+00 1,55E+01 0,36 - 1 4,01
31 1,00E+00 2 2,00E+00 6,00E-01 7,30E+00 0,62 - 2 3,61
39 1,00E+00 2 2,00E+00 6,00E-01 7,30E+00 0,62 - 3 3,17
4 2,92
5 2,70
6 2,52
7 2,35
8 2,21
9 2,07
10 1,95
13 1,63
16 1,36
19 1,13
22 0,92
23 0,85
24 0,79
31 0,40
34 0,25
39 0,03




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E30.2 — 3 I
Fecha inicio: % g ] . | 8 j % é 5 =
o 2 © c =
16-06-11U%é%géé%ég%é%%éé%%é?
Fecha termino: 8 & g < o
25-02-08 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi  SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-05 36/2 6,37E+06 4,41E+06 8,78E+06 0,17 - 0 6,80 logN 6,80
10 1,00E+00 6/2 8,40E+00 3,70E+00 1,53E+01 0,35 - 0,2 2,86 b 4,61
13 1,00E+00 7/0 7,50E+00 3,60E+00 1,49E+01 0,36 - 0,4 2,58 n 0,10
18 1,00E+00 6 6,30E+00 3,00E+00 1,39E+01 0,38 - 0,6 2,42
24 1,00E+00 6 6,30E+00 3,00E+00 1,39E+01 0,38 - 0,8 2,29
31 1,00E+00 3 3,10E+00 1,10E+00 9,00E+00 0,53 - 1 2,20
39 1,00E+00 1 1,00E+00 3,00E-01 5,60E+00 0,73 - 1,2 2,11
1,4 2,04
1,5 2,01
2 1,88
2,5 1,77
3 1,68
3,5 1,61
4 1,54
5 1,43
6 1,33
7 1,25
10 1,06
13 0,91
16 0,79
19 0,69
22 0,60
23 0,58
24 0,55
31 0,40
39 0,25




SUPERVIVENCIADE E. coli EN DIFERENTES TIPOS DE AGUA

Ensayo Repeticion X

Datos Generales

Cadigo del ensayo: E31

Ndmero del Efluente: | -

Nombre de la Depuradora: | ------

Fecha de Ingreso: 16-06-11

Tipo de Muestra: Agua de Estangque
Tipo de Tratamiento: | -

Volumen de la Muestra: 1000 ml

Datos Fisicoquimicos

pH: | e
pQo: | e
pBos: | e
Sélidos totales: | -
Fésforototal: [ = -—e--
Nitrégeno total: | = -

Amonio: | e
Nitratos: | -
Datos Experimentales
) L Volumen
E. coli Agitacion Luz Olf en de
alicuota
Jos JO9 Iman |Plancha] SI NO 100 ml | 500 ml
X X X X X

Observaciones:

1- Para la muestra incubada a 20°C la agitacion se realiz6 a través de un iman, mientras que para la otra
la agitacion se realiz6 en una plancha.

2- Los experimentos se realizaron en condiciones asépticas y sin alteraciones de las condiciones de
incubacion.




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracion Método de recuento
E31.1 = g | «
Fecha inicio: % S ° 3 £ § <. =
3 S 3 2 58 3 = S g 0 0 %) < © o 5 8 <
16-06-11 Sl || E |5 |sE|l S| |gE|a|&|E|2|8|2|5]|¢§]|¢v
Fecha termino: § - " ﬁ - S < 5
25-02-08 X X X X X
Tiempo Dilucion Pocillos + UFC/mI Lim inf Lim sup SEi SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-06 13 1,50E+07 8,80E+06 2,57E+07 0,27 0 7,18 logN 7,18
2 1,00E-03 47/5 1,35E+05 9,13E+04 1,93E+05 0,19 0,2 5,34 b 2,65
6 1,00E+00 49/39 1,05E+03 7,05E+02 1,51E+03 0,19 0,4 5,03 n 0,23
9 1,00E+00 49/18 3,08E+02 1,95E+02 4,71E+02 0,22 0,6 4,82
13 1,00E+00 41 8,31E+01 5,99E+01 1,18E+02 0,17 0,8 4,66
16 1,00E+00 39 7,38E+01 5,31E+01 1,05E+02 0,17 1 4,53
20 1,00E+00 38 6,97E+01 5,00E+01 9,90E+01 0,17 2 4,08
23 1,00E+00 29 4,29E+01 2,97E+01 6,25E+01 0,19 3 3,79
27 1,00E+00 34 5,60E+01 3,97E+01 8,01E+01 0,18 4 3,56
30 1,00E+00 21 2,71E+01 1,77E+01 4,16E+01 0,21 5 3,38
43 1,00E+00 18 2,22E+01 1,41E+01 3,52E+01 0,23 6 3,22
50 1,00E+00 18 2,22E+01 1,41E+01 3,52E+01 0,23 7 3,08
64 1,00E+00 2 2,00E+00 6,00E-01 7,30E+00 0,62 8 2,95
72 1,00E+00 0 9 2,84
10 2,73
13 2,46
18 2,11
22 1,87
26 1,67
30 1,49
40 1,11
50 0,79
60 0,53
64 0,43




Experimento Tratamiento Incubacion Concentracién Método de recuento
E312__ | $11 e
Fecha inicio: 2 % o o 3 = ot 59 - =
8 =y S 2 g 8 =) s g O (@) O < © © 9] 8 <
16-06-11 | &5 | 2 | & E |22l = | O |gE]| 8 & g S g |9 | % £ %
= w s @ = € E - N «® O £ [
Fecha termino: 3 g g < 8
25-02-08 X X X X X
Tiempo Dilucién Pocillos + UFC/ml Lim inf Lim sup SEi SEii Tiempo Log (Esperado) Weibull
0 1,00E-06 1 1,00E+06 3,00E+05 5,60E+06 0,73 0 6,00 logN 6,00
2 1,00E-02 32/6 5,91E+03 4,21E+03 8,12E+03 0,16 0,1 5,32 b 1,75
2 1,00E-01 49/26 1,52E+03 1,03E+03 2,28E+03 0,20 0,5 4,68 n 0,41
2 5,06E+03 3,93E+03 6,52E+03 0,13 2 3,66
6 1,00E+00 42/13 1,20E+02 8,79E+01 1,60E+02 0,15 3 3,24
9 1,00E+00 41/2 8,30E+01 5,75E+01 1,15E+02 0,17 4 2,89
13 1,00E+00 9 9,90E+00 5,30E+00 1,88E+01 0,32 5 2,59
16 1,00E+00 2 2,00E+00 6,00E-01 7,30E+00 0,62 6 2,32
20 1,00E+00 1 1,00E+00 3,00E-01 5,60E+00 0,73 7 2,08
23 1,00E+00 0 8 1,86
27 1,00E+00 0 9 1,65
10 1,46
11 1,27
12 1,10
13 0,94
14 0,78
15 0,63
16 0,48
17 0,34
18 0,21
19 0,08
20 -0,05
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