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RESUMEN

RESUMEN

La digestion anaerobia mesofilica ha venido usdndose en México para la
estabilizacion de los lodos producidos durante el tratamiento de aguas residuales,
debido a que presenta varias ventajas con respecto a otros métodos de
tratamiento; sin embargo, con respecto a los parametros microbiolégicos
establecidos en la NOM-004-SEMARNAT-2002, que regula la disposicion y redso
de los lodos residuales, solo se consigue producir biosélidos clase C y para
cumplir con los parametros de las clases A y B, es necesario controlar la
presencia de patdgenos (Coliformes fecales y Salmonella spp.). Como solucién, se
ha propuesto aplicar un tratamiento térmico previo al proceso de digestion
anaerobia mesofilica, con el que se pretende una mayor remocion de
microorganismos patoégenos y también disminuir los costos relacionados con el
tratamiento de los lodos y mas aun la obtencion de biosdlidos con caracteristicas
gue faciliten su disposicion final cumpliendo con la Normatividad vigente.

En el presente trabajo se realiz6 el seguimiento y se evalud el efecto del
pretratamiento térmico mediante la determinacién de las cinéticas de inactivacion
de coliformes fecales y Salmonella spp. utilizando tres distintas temperaturas de
exposicion (60 °C, 70 °C y 80 ©°C). Ademas se empled como herramienta la
microbiologia predictiva para ajustar modelos cinéticos a los pretratamientos
térmicos estudiados.

Con respecto a los coliformes fecales, el pretratamiento térmico a 60 °C logré
una inactivacion promedio de 4.82 unidades logaritmicas, a 70°C se disminuyod
4.74 log, mientras que a 80°C de temperatura de exposicidn se obtuvo una
reduccion de 5.45 log de este indicador microbiolégico. Para Salmonella spp., se
tuvo una remociéon de 6.3 log en el tratamiento térmico a 60 °C, una inactivacién
de 6.78 log con una hora de exposicién a 70 °C y la inactivacion total de este
microorganismo al alcanzar los 80 °C de temperatura del proceso.

Las curvas de inactivacion determinadas durante esta investigacidn se pueden
relacionar con la presencia de varias subpoblaciones microbianas con distintas
tolerancias al incremento de la temperatura, debido a que fue posible identificar
principalmente dos regiones en éstas, la primera reflejando la inactivacion de la
mayor parte de la carga microbiana, mientras que por el contario la segunda
mostré letalidad casi imperceptible. Lo anterior funciona como evidencia
experimental de que no todos los microorganismos de una poblacién tienen la
misma probabilidad de morir, implicando heterogeneidad entre las células de un
mismo grupo de microorganismos.
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INTRODUCCION

Introduccion

Actualmente el tratamiento de las aguas residuales es una problematica de
suma importancia a nivel mundial, que implicitamente demanda Ia
estabilizacién y disposicidén final de los lodos residuales generados por el
tratamiento de los efluentes de desecho, conforme lo estipulado en las
normatividades concernientes. A pesar de que nuestro pais ya cuenta con
la Norma Oficial NOM-004 SEMARNAT 2002 que regula el manejo y la
disposicion final de los lodos de desecho provenientes de plantas de
tratamiento municipales, gran proporcion de éstos son dispuestos en el
ambiente sin ser estabilizados pese al alto contenido de patdgenos,
metales pesados y compuestos tdxicos, provocando un riesgo latente para
la salud publica.

Con el propédsito de incrementar la experiencia en los procesos de
tratamiento de estos desechos, se debe fomentar el desarrollo de las
tecnologias existentes para el tratamiento de los lodos y promover de esta
manera su reutilizacién con fines agricolas, solucionando asi un problema
de contaminacién.

Se sabe que los pocos digestores anaerobios de lodos construidos en
México operan principalmente a temperaturas de mesofilia, condiciones
bajo las cuales los parasitos y patdgenos no son reducidos lo suficiente
para producir biosélidos clase A. Con el fin de asegurar la destruccion de
patdgenos, se ha propuesto el arreglo “Pretratamiento térmico y posterior
digestion anaerobia mesofilica (37°C)” (Martinez, 2009).

El presente estudio se enfocd principalmente en lograr mayor eficiencia en
términos de reduccién de patdgenos en la etapa previa a la digestion
anaerobia mesofilica. Lo anterior se logré mediante la determinacion de las
cinéticas de inactivacion de microorganismos patdgenos (coliformes
fecales y Salmonella spp.) a tres distintas temperaturas de exposicion
durante el pretratamiento térmico.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1.1 Justificacion

El tratamiento y la disposicién adecuada de los lodos residuales continta
siendo una problematica de alto impacto en nuestra sociedad, debido a
gue en nuestro pais aun no se cuenta con la experiencia suficiente en los
procesos de tratamiento de estos desechos. Es alarmante que a pesar de
que las autoridades mexicanas publicaron la Norma Oficial NOM-004
SEMARNAT 2002 que regula el manejo y la disposicion final de los lodos de
desecho provenientes de plantas de tratamiento municipales, gran
proporcidon de éstos son dispuestos en el ambiente sin ser procesados pese
al alto contenido de patdgenos, metales pesados y compuestos toxicos,

provocando un riesgo latente para la salud publica.

Existen diversas tecnologias de tratamiento de los lodos residuales, sin
embargo, en la normatividad mexicana vigente se destacan: Ila
estabilizacion alcalina, la digestion aerobia y la digestién anaerobia. Esta
ultima en su intervalo mesofilico (20-40 °C) es aplicada ampliamente en el
pais y se trata de un proceso que es capaz de producir lodos clase C segln
los lineamientos establecidos en la NOM-004-SEMARNAT-2002; no
obstante, para cumplir con los pardametros de las clases A y B, es
necesario controlar la presencia de patdgenos (Coliformes fecales y
Salmonella spp.). Se ha propuesto para dar solucidon a este requerimiento,
operar la digestién anaerobia en intervalos termofilicos (50- 60°C) o bien
aplicar un pretratamiento térmico, donde el rango de temperaturas debe
mantenerse entre 60-100 °C para que pueda ser competitivo en cuanto a
costos (Wang et al., 1997). Los pretratamientos térmicos cuentan con el

beneficio asociado de incrementar la hidrdlisis del lodo, etapa identificada
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como limitante durante el proceso de digestién anaerobia (Ferrer et al.,
2008; Mottet et al., 2009).

En el trabajo de Martinez (2009) se aplicd un pretratamiento térmico (60
°C durante 1 hora) al lodo de desecho antes de ser sometido a digestidn
anaerobia mesofilica, con el propdsito de remover desde un inicio la carga
microbiana patdgena y asi lograr la produccién de biosdlidos clase A. Sin
embargo, el estudio no arrojé los resultados esperados; ya que si bien los
biosdlidos cumplieron con todo lo estipulado en la normatividad mexicana
vigente, incluidos los huevos de helmintos, en los parametros
microbioldgicos (coliformes fecales y Salmonella), hubo un recrecimiento o
una contaminacién en la etapa de la digestidon anaerobia mesofilica. Como
consecuencia, surge la necesidad de dar continuidad a esta linea de

investigacidn e identificar la causa de ese incremento.

Este trabajo continua la investigacion descrita anteriormente y estd
encaminado a esclarecer lo acontecido durante el pretratamiento térmico
en lo que concierne a los coliformes fecales y Salmonella spp., pues entre
mas informacion se tenga sobre como se eliminan estos microorganismos,
mayor entendimiento del proceso se tendra. Se pretende incursionar en la
microbiologia predictiva comuUnmente empleada en la industria de
alimentos, para monitorear y evaluar el efecto del proceso térmico
mediante la determinacién de las cinéticas de inactivacion de cada uno de

estos microorganismos.

Conocer la rapidez a la que se inactivan los patdégenos y cdmo reaccionan
ante distintas temperaturas de exposicion permitird identificar puntos
criticos durante el proceso asi como la construccion de modelos
matematicos que ademads de facilitar la interpolacién entre puntos de

datos y predecir respuestas para condiciones no estudiadas, hara posible
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

la posterior optimizacién del pretratamiento térmico y de esta forma

proponer una tecnologia competitiva desde el punto de vista econémico.

1.2 Objetivos.

1.2.1 Objetivo general

Obtener la cinética de inactivacion de microorganismos patégenos
(coliformes fecales y Salmonella spp.) por medio de analisis microbioldgico
durante el pretratamiento térmico de lodos municipales a diferentes

temperaturas de exposicién (60, 70 y 80 °C).
1.2.2 Objetivo especifico

Identificar las condiciones Optimas (tiempo vy temperatura) del
pretratamiento térmico que antecede a la digestion anaerobia mesofilica
para la obtencion de biosdlidos Clase A de acuerdo con la Normatividad

Mexicana vigente.
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2. PROBLEMATICA DEL TRATAMIENTO DE LOS LODOS
RESIDUALES EN MEXICO

En México, como en muchos otros paises; el saneamiento y tratamiento
adecuado de las aguas residuales generadas por la actividad humana
constituyen un problema ambiental ya que que contaminan de una manera
irracional los ecosistemas en donde son vertidas. Actualmente en nuestro
pais se consumen 328.2m?>/s de agua potable, se generan 237.5 m>/s de
aguas residuales municipales de las cuales el 88% es captado por sistemas
de drenaje. A su vez, se estima un caudal tratado de 88.12 m3/s, lo cual
implica que tan sélo recibe tratamiento alrededor del 42.1% de las aguas
residuales colectadas en los sistemas formales de alcantarillado
municipales (CNA, 2011).

Hoy en dia el tratamiento de las aguas residuales es una problematica que
toda ciudad tiene que enfrentar. El disefio de este proceso va mas alla de
considerar el aumento de volumen de las descargas debido al incremento
de la poblacién, también es necesario tomar en cuenta la mayor
generaciéon de residuos asi como la disposicion final que se les darg, tal es
el caso del lodo generado durante el proceso de lodos activados o bien en

la sedimentacion primaria y secundaria.

La composicion y cantidad de los lodos dependera de las caracteristicas de
las aguas residuales crudas y del proceso de tratamiento que se le dé a
dichas aguas. Por ejemplo, el proceso de lodos activados estd asociado a
la continua y excesiva generacién de lodos, compuestos principalmente
por biomasa microbiana (Prorot et al., 2011), y pese a ello continua siendo
el método mas utilizado a nivel mundial en el tren de tratamiento de aguas
residuales (Bonjoch y Blanch, 2009). Por consiguiente, la produccién de

lodos estd incrementdandose a escala global, mientras las rutas de
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disposicion se reducen conforme se establecen normatividades mas
estrictas. En nuestro pais, y con respecto a la infraestructura existente
para el tratamiento de las aguas, al cierre del ano 2009 se reportaron
2029 plantas de tratamiento de aguas residuales en operacion, de las
cuales 546 corresponden al proceso de lodos activados y contribuyen con
el 46.43% del caudal tratado (40.92 m?/s, ver figura 2.1) (CNA, 2010).

Principales procesos de
tratamiento de aguas residuales
municipales, 2009

Dual
Filtros Sli/a\__
biolégicos 2~

5%

Lagunas_/

aireadas
8%

Primario
avanzado
11%

Figura 2.1 Distribucion en México de los principales
procesos de tratamiento de aguas residuales en funcién del
caudal tratado (CNA, 2011)

El lodo producido en los procesos de tratamiento de aguas residuales estd
compuesto de la materia organica contenida en el agua residual cruda
(lodo primario) y en los microorganismos en exceso que deben ser
purgados (lodo secundarios). Este material es susceptible de
descomposicién, por lo que debe ser tratado adecuadamente. Una vez que
ha sido sometido a procesos de estabilizacion se le denomina biosdlido.

Los lodos crudos son peligrosos debido a su alto contenido de
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microorganismos, algunos de ellos patdgenos, virus, hongos o parasitos
(Mocé-Llivina et al., 2003), ademas de contener en algunos casos, metales

pesados (As, Cd, Hg, Pb, Se y Zn) y compuestos téxicos.

En anos anteriores, la mayor parte de los sistemas de tratamientos de
aguas residuales instalados en México no trataban de la manera adecuada,
ni contemplaban el manejo y disposicion de lodos generados durante los
procesos, por consiguiente, los mismos eran dispuestos al ambiente sin
tratamiento, ya que su manejo se limitaba a la disposicién en suelos,
lagunas, rellenos sanitarios o su vertido a la red de alcantarillado,
convirtiéndose en una problematica ambiental y en un riesgo para la salud

publica.

Teniendo en cuenta lo anterior y tomando como referencia la regulacion
para biosolidos de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (EPA por sus siglas en inglés), las autoridades
mexicanas publicaron la Norma Oficial que regula el manejo y la
disposicion final de los lodos de desecho provenientes de plantas de
tratamiento municipales, la NOM-004-SEMARNAT-2002. Lo anterior tuvo
como finalidad provocar un aumento en el interés por los sistemas de
tratamiento de lodos cuya eficiencia cumpliera con los requerimientos
especificados asi como promover la reutilizacion de los biosédlidos. Sin
embargo, actualmente se siguen incumpliendo estos requerimientos en

varios sitios del pais.

Dentro del documento oficial se establecen las especificaciones y limites
maximos permisibles de contaminantes en lodos para su aprovechamiento

y disposicion final. Estos se muestran en las tablas 2.1, 2.2 y 2.3.
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Tabla 2.1 Limites maximos permisibles para patdégenos y parasitos en
lodos y biosolidos (NOM-004-SEMARNAT-2002).

Indicador
Clase bacter;;zlégico Patogenos Parasitos
contaminacion
Huevos de
Coliformes Salmonella spp. NMP/g | helmintos/g
fecales NMP/g en base seca en base
en base seca seca
<1000 <3 <1 (a)
B <1000 <3 <10
<2000000 <300 <35
(a) Huevos de helmintos viables

Tabla 2.2 Limites maximos permisibles para metales pesados en
biosdlidos (NOM-004- SEMARNAT-2002).

Contaminante BUENOS

(determinados en EXCELENTES mg/kg mg/kg en
en base seca

forma total) base seca
Arsénico 41 75
Cadmio 36 85
Cromo 1200 3000
Cobre 1500 4300
Plomo 300 840
Mercurio 17 57
Niquel 420 420
Zinc 2800 7500
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Tabla 2.3 Aprovechamiento de biosdlidos (NOM-004-SEMARNAT-

2002).
Tipo Clase Aprovechamiento
* Usos urbanos con contacto publico
EXCELENTE A directo durante su aplicacion.

*Los establecidos para la clase B y C.

* Usos urbanos sin contacto publico
EXCELENTE O

BUENO

B directo durante su aplicacién.

*Los establecidos para la clase C.

* Usos forestales.
EXCELENTE O

C * Mejoramiento de suelos
BUENO

* Usos agricolas.

Por lo tanto, es igual de importante la correcta seleccion del proceso de
tratamiento del agua residual como el de los lodos residuales; debido a
que éste Ultimo es un factor que influye notoriamente en el costo del m?
de agua tratada. Se estima que actualmente el manejo y la disposicion de
estos residuos asciende al 50% de los costos totales de tratamiento de

purificacidn de efluentes residuales (Appels et al., 2010).
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3. TRATAMIENTO DE LODOS RESIDUALES

3.1 Caracteristicas

El término “lodo residual” se aplica a todo subproducto generado durante
el tratamiento de aguas residuales que no ha sido sometido a
estabilizacion. Tomando en cuenta que, por lo general, los trenes de
tratamiento estan conformados por varias etapas, es posible contar con
mas de un tipo de lodo, cada uno con distintas caracteristicas que estan en
funcidon de las operaciones y procesos por los cuales fueron generados. La
clasificacion mas general con la que se cuenta es derivada de los dos
distintos tipos de procesos aplicables para el tratamiento de aguas

residuales (Tchobanoglous et al., 2003):

I) Lodos generados en procesos fisicoquimicos.

a) Lodos de precipitaciéon de las plantas de ablandamiento y del
tratamiento de desechos industriales.

b) Lodos de hidréxido generados por la coagulacion vy
sedimentacion de las aguas y desechos industriales.

c) Lodos provenientes del tratamiento primario avanzado: sulfato
de aluminio como coagulante.

II) Lodos generados en procesos bioldgicos.

a) Lodos primarios: procedentes de la sedimentacidon primaria
(particulas facilmente sedimentables de naturaleza orgadnica o
inorganica).

b) Lodos secundarios o0 bioldgicos: procedentes de la
sedimentacion secundaria, consisten fundamentalmente en
biomasa en excedente, producto de la actividad bioldégica de los
microorganismos que interviene en el proceso de tratamiento.

c) Lodos combinados: mezcla de lodos primarios y secundarios.
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El lodo esta compuesto en su mayoria por agua y de un bajo porcentaje de
materia solida. Los lodos activados contienen menos del 1% de materia
sdlida, el de los filtros percoladores de 0.5 % a 2% de sdlidos, los lodos
del tratamiento primario hasta del 5% vy en los lodos bioldgicos
combinados, las concentraciones de sdlidos suspendidos pueden variar del
0.5% al 1.5% en base seca. La proporcidon de materia organica en los

sdlidos de los lodos esta entre 70 y 80% (Tchobanoglous et al., 2003).

Se considera a los lodos como residuos peligrosos por su elevada
concentracidon de microorganismos potencialmente patdgenos a humanos y
animales, ademas por las sustancias tdxicas que puedan contener. La alta
carga microbiana es ocasionada por la presencia de microorganismos
patégenos de los efluentes con materia fecal que se decanta en los
sedimentadores primarios o se encuentran en la biomasa generada por el
tratamiento bioldgico, ya que una gran cantidad de bacterias sobreviven
mejor cuando estan embebidas en una matriz, que cuando estan en
suspension, por consiguiente su concentracion en estos residuos supera a

la del agua residual (Mocé-Llivina et al., 2003).

Si estos residuos no se tratan adecuadamente, ademdas de provocar un
impacto ambiental adverso, representan una fuente de contaminacion
tanto para la superficie donde fueron vertidos como para el agua
subterranea; debido a las infiltraciones de bacterias, que por sus
dimensiones y su capacidad minima de adsorcion no logran ser retenidas
por las particulas del suelo (Bonjoch y Blanch, 2009). Por otro lado, la
materia organica y otros compuestos aportados al suelo por los lodos,
pueden modificar la distribucién y movilidad de metales pesados, lo que
podria afectar principalmente la asimilabilidad de Cu y Zn, ademas de
incrementar la biomasa microbiana del sistema o estimular el crecimiento
de la microbiota autdctona por la incorporaciéon de nuevas fuentes de
carbono (Ros et al., 2006)
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Sin embargo, una vez tratados, los lodos aportan diversos beneficios a los
suelos agricolas, entre estas aportaciones se encuentran el alto porcentaje
de humedad, la materia organica, el alto contenido de nutrimentos
mayores, una concentracion de micronutrientes adecuada, y una influencia
positiva sobre la capacidad de intercambio catiénico en los terrenos de

cultivo (Terreros-Mecalco et al., 2009).

También se pueden emplear a los biosélidos como regeneradores de
suelos contaminados, ya que las bacterias anaerobias juegan un papel
importante en el ciclo del carbono, el nitrogeno y el azufre; ademas, sus
diversos grupos poseen la habilidad de usar tipos diferentes de aceptores
de electrones como el nitrato, el sulfato y carbonato durante Ia
degradacion de contaminantes organicos presentes en ecosistemas
contaminados con hidrocarburos y en la biotransformaciéon de metales

pesados (Terreros-Mecalco et al., 2009).

3.2 Proceso de tratamiento de lodos residuales

El disefo de un sistema de tratamiento para lodos de desecho busca
reducir al minimo el contenido de agua, materia organica, organismos
patdogenos, asi como su potencial de atraccion de vectores de
enfermedades, para su disposicion final o reuso.

Existen varios procesos convencionales que pueden integrar un
tratamiento de lodos residuales (Tchobanoglous et al., 2003), de los cuales

se pueden destacar:

1. Espesamiento.
Este procedimiento se emplea para concentrar los sélidos de los
lodos, favoreciendo etapas posteriores del tratamiento. Este puede
realizarse por gravedad, por flotacion, por filtracion o mediante

centrifugacién.
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2.  Estabilizacion/digestion.
La NOM-004-SEMARNAT-2002 define la estabilizacion como los
procesos fisicos quimicos o bioldgicos a los que se someten los
lodos para acondicionarlos para su aprovechamiento o disposicion
final y asi evitar o reducir efectos contaminantes al medio

ambiente.
Los métodos comunmente empleados para estabilizacion, contemplan a:

- La incineracion. Como ejemplo de procesos quimicos de reduccién
de masa esta restringida por su alto costo de inversion inicial y de
operacion.

- La estabilizacion quimica. Donde se anade cal para aumentar la
temperatura y el pH a un valor de 12, lo que reduce el olor,
destruye microorganismos causantes de enfermedades y facilita la
deshidratacién de los lodos, sin embargo, presenta la gran
desventaja de aumentar el volumen y la masa de residuos.

- Composteo. Es un proceso en el que la materia organica sufre una
degradacién biolégica de tipo aerobia en un medio con alto
contenido de sélidos hasta alcanzar un producto final estable, libre
de caracteristicas desagradables. Presenta el inconveniente de
incrementar la masa y el volumen por el material celulésico que se
le debe incorporar.

- La digestion aerobia. Consiste en degradar la materia organica en
presencia de oxigeno, lo cual requiere un largo periodo de
aireacion. En este proceso conforme se agota el sustrato, los
microorganismos entran a una fase enddgena, es decir empiezan a
consumir su propio protoplasma para obtener la energia necesaria
para las reacciones de mantenimiento celular. Puede llevarse a
cabo en intervalos de temperatura mesofilico y termofilico. La

digestién aerobia sin fuentes externas de calor se puede llevar a
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cabo utilizando el calor desprendido durante la oxidacion
microbiana de la materia orgdnica para el calentamiento del lodo.
Presenta como ventajas, la reduccion de los sdlidos volatiles entre
40 y 50%, la generacion de un producto final estable, libre de
malos olores y que requiere una inversién inicial con costos
relativamente bajos; sin embargo, los costos por energia asociados
al suministro de oxigeno son muy elevados.

Digestion anaerobia. Es un proceso de degradacion que convierte
materia organica en metano y didoxido de carbono en ausencia de
oxigeno. Este proceso suele tener lugar en intervalos mesofilico
(20-40 °C) y termofilico (50-60 °C) de temperatura. La via
anaerobia presenta las siguientes ventajas: se logra una reduccion
de la masa y volumen de lodo, ademas el biogas producido es un
gas combustible que puede emplearse para la produccion de
energia eléctrica. Mientras que el inconveniente principal son los
costos de inversion altos.

Acondicionamiento

Los lodos se acondicionan con la finalidad de mejorar sus
caracteristicas de deshidratacién. Los métodos mas empleados son
el tratamiento térmico y la adicién de reactivos quimicos como el
cloruro férrico, cal, alimina y polimeros organicos.

Desinfeccion

Este proceso tiene como objetivo reducir la concentracidon de
microorganismos patdégenos, ya que los procesos de digestidon
aerobia y anaerobia (exceptuando los casos en que estas se
realizan a intervalo termofilicos) no desinfectan el lodo. Los
métodos considerados para la desinfeccion de los lodos liquidos son
la pasteurizacion y el almacenamiento a largo plazo. En el primer
caso, la temperatura se eleva hasta los 70 °C durante 30 minutos

buscando la inactivacion de bacterias patdégenas y parasitos.
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Mientras que en el almacenamiento a largo plazo el lodo digerido se
almacena en lagunas excavadas durante 60 a 120 dias a un
temperatura de 20 y 4 °C respectivamente.

Deshidratacion

Tiene como finalidad reducir el contenido de humedad de los lodos
para facilitar el manejo y disminuir los costos de transporte, asi
como evitar la generacién de malos olores, aumentar el poder
calorifico antes de la incineracién, o bien, reducir la produccién de
lixiviados en caso de que se desee disponer los lodos en relleno
sanitario. Los procesos de deshidratacién disponibles son los filtros
de vacio, centrifugas, filtros prensa, filtros banda, lechos de secado
y lagunas.

Secado térmico

Es una operacién unitaria que involucra la reduccidon del contenido
de agua por su vaporizacion al aire. Esta reduccidn se realiza
mediante varios sistemas mecanicos tales como: secado
instantaneo, secado por pulverizacion, secado rotativo y secado de
pisos multiples.

Reduccion térmica

La reduccion térmica del lodo incluye la conversién total o parcial
de los solidos organicos a productos finales oxidados,
principalmente didoxido de carbono y agua. Generalmente se
procesan lodos crudos deshidratados cuando las opciones de
disposicion final son limitadas. Esta reduccién puede realizarse por
incineracion u oxidacion por via humeda o por combustién completa

o pirdlisis.
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3.3 Digestion Anaerobia

En los Ultimos afios, los procesos anaerobios han incursionado en el
tratamiento directo de efluentes residuales, sin embargo, su empleo para
la estabilizacion de lodos producidos en la depuraciéon aerobia de aguas
residuales continua siendo el proceso mas antiguo e importante asi como

el mas aplicado a nivel mundial (EPA, 1995; Bonjoch y Blanch, 2009).

La digestion anaerobia como tratamiento de lodo antes de su disposicion
final ofrece varias ventajas sobre otros métodos de estabilizacién, como lo
es la reduccion y conversién de materia organica del orden del 25 al 45%
de los sdlidos totales a metano, diéxido de carbono y agua, mezcla mejor
conocida bajo el nombre de biogas. Este es un gas combustible que puede
usarse tanto para mantener la temperatura necesaria dentro de los
digestores o bien utilizarse con el fin de producir energia eléctrica para
satisfacer las distintos requerimientos de energia dentro de una planta de
tratamiento, como puede ser la aireacién en un sistema de lodos
activados. Por consiguiente, el proceso se logra con bajas necesidades de
insumos asi como costos de operacion y mantenimiento relativamente
bajos; ademas pueden producirse biosélidos con caracteristicas adecuadas
para su reutilizacién como mejoradores de suelo, lo que facilita y abarata

en gran medida su disposicion final.

Este proceso puede llevarse a cabo tanto en intervalos mesofilicos (20-40
°C) como termofilicos (50-60 °C). En general, las condiciones mesofilicas
son mas utilizadas que la digestién termofilica, primordialmente por los
menores requerimientos de energia, menor generacion de lodos y la

mayor estabilidad del proceso.

Se ha reportado en literatura que se obtiene mayor remocién de
patdgenos y parasitos cuando se aplica la digestién termofilica en lugar de

la mesofilica y que es por consiguiente una técnica adecuada para la
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produccién de biosodlidos de clase A (Rojas et al., 2001). Existen ademas
varios estudios sobre la digestion anaerobia en etapas, la cual se realiza
con el propdsito de asociar las ventajas individuales de la fase termofilica y
de la fase mesofilica que reduce la concentracidon de acidos grasos volatiles

(AGV), y evita las desventajas de cada una de ellas (Rubio, 2004).

En el trabajo de Rubio (2004) se reporta que en la digestion anaerobia en
dos fases termofilica/mesofilica, la primera etapa termofilica es la
responsable de la destruccion de la mayor parte de coliformes fecales,
Salmonella spp. y pérdida de viabilidad de huevos de helmintos, y que
este arreglo cumple con los requerimientos para la produccion de

biosdlidos de clase “A”.

La materia organica en ausencia total de oxigeno molecular, nitratos y
sulfatos, es convertida a metano y diéxido de carbono, por medio de una
serie de procesos bioquimicos complejos a través de la combinacion de la
actividad de diferentes grupos de microorganismos, tanto anaerobios

estrictos como facultativos.

La hidrdlisis puede considerarse como la etapa limitante del proceso
debido a que las bacterias son incapaces de alimentarse de material
organico complejo, por lo que los biopolimeros (proteinas, carbohidratos y
lipidos), son inicialmente hidrolizados por medio de enzimas extracelulares
a compuestos mas simples y asimilables por los microorganismos, como

son azucares, aminoacidos y acidos grasos.

Posteriormente los azlcares y aminoacidos sirven de sustrato a
organismos fermentadores, mientras que los acidos grasos superiores son
asimilados por oxidadores anaerobios. Los productos de estas reacciones
son acetato, hidrégeno, biomasa y productos intermedios como el
propionato y butirato. Estos ultimos son degradados hasta acetato e

hidrégeno por un grupo de bacterias Illamadas OHPA (bacterias
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acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno, por sus siglas en
inglés), las cuales deben existir en relacion sintréfica con las
metanogénicas que utilizan hidréogeno. El acetato y el hidrégeno son
finalmente los verdaderos sustratos de las bacterias metanogénicas, las

cuales se dividen en dos grupos troficos:

- Bacterias metanogénicas hidrogenofilicas, que utilizan el hidrégeno

producido por las OHPA para reducir CO2 en CHa.

CO,+ 4H, —  CH.+ 2H,0 (3.1)

- Bacterias metanogénicas acetoclasticas, que transforman el acetato
en CHs4. Esta transformacién contribuye con el 70% de la

produccion total de metano en los digestores.

CH,COO" + H.O — CH.+ HCO; (3.2)

En resumen se pueden identificar seis procesos de conversion en la
digestion anaerobia (ver figura 3.1):
1. Hidrdlisis de biopolimeros (proteinas, carbohidratos y lipidos).
2. Fermentacion de aminoacidos y lipidos.
3. Oxidacién p-anaerobia de acidos grasos de cadena larga y alcoholes.
4. Oxidacién anaerobia de productos intermedios como acidos volatiles
(excepto acetato).
5. Conversién de acetato a metano.

6. Conversion de hidrégeno a metano.
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MATERIA ORGANICA

Proteina Carbohidratos Lipidos
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Figura 3.1 Diagrama del flujo de energia (DQO) en la digestion

anaerobia de la materia organica particulada a metano (Gujer y
Zehnder, 1983).
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Al tratarse de un tratamiento bioldgico, resulta indispensable conocer los
factores ambientales que influyen en los microorganismos involucrados
para asegurar que presenten un buen crecimiento y por consiguiente una
mayor eficiencia en la remocién de materia y en la produccién de biogas.
Entre los parametros ambientales mas importantes que inciden en la
digestién anaerobia estdn, ademas de la ausencia de oxigeno, la
temperatura, el pH, la alcalinidad y los nutrientes; el monitoreo de éstos
es de gran utilidad para evitar fallas en el proceso, o dado el caso, tomar

las medidas correctivas necesarias.

3.4 Pretratamiento de lodos

Se ha identificado a la hidrdlisis como el paso limitante de la digestidon
anaerobia de compuestos no solubles (Ferrer et al., 2008; Mottet et al.,
2009), es decir, si se incrementa la eficiencia de la misma se favorece

consecuentemente el proceso de degradacion anaerobia.

Después del tratamiento aerobio de las aguas residuales la mayor parte de
la materia organica en lodos queda contenida en las células lo que reduce
su disponibilidad para los microorganismos anaerobios, es por eso que es
importante estudiar los diversos métodos de pretratamiento que permitan

mejorar la solubilizacion o desintegracion del lodo.

Los pretratamientos tienen como objetivo cambiar la estructura de los
fléculos y mejorar la solubilidad de la materia organica contenida en los
lodos (Ferrer et al., 2008). De esta forma, los componentes disueltos
pueden ser usados mas facil y rapidamente en los tratamientos bioldgicos
posteriores o para la recuperacion de componentes Utiles como nitrégeno y
fésforo. También tienen influencia en la reduccién de patégenos asi como

en el mejoramiento de la deshidratacion del lodo.
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Existen varios trabajos, que han estudiado ampliamente estos procesos,

entre ellos destaca el de Miller (2001), que reporta los siguientes métodos

ya aplicados:

Tratamientos térmicos.

Mientras los lipidos y carbohidratos en los lodos pueden ser
facilmente degradados, las proteinas estan protegidas por la pared
celular, la cual impide la hidrdlisis enzimatica. Por medio del
incremento de la temperatura en un rango entre 60 a 80 °C se logra
destruir las paredes celulares dejando expuestas las proteinas para
la degradacion bioldégica. Generalmente se aplica este tipo de
tratamiento por medio de intercambiadores de calor o bien mediante
la aplicacién directa de vapor. Los problemas de olor asociados al
proceso ha sido la principal causa que ha limitado su implementacion
a gran escala.

Hidrdlisis biolégica con o sin adicién de enzimas.

Otra forma de romper la pared celular es mediante el empleo de
enzimas, que incluso logran la lisis en células Gram positivas, que se
caracterizan por su resistente capa de recubrimiento. Por lo general,
este proceso se recomienda acoplado a un método mecanico ya que
asi no se necesitan agregar enzimas sino que se pueden aprovechar
las contenidas en el liquido intracelular para que éstas, mediante la
autolisis, continten con la degradacion de los compuestos celulares.
Tratamientos quimicos.

Entre las distintas opciones de este tipo de tratamiento resalta, en
especial, el empleo de ozono, debido a que no requiere adicién de
reactivos, solo energia eléctrica, y no incrementa la concentracién de
sales. Este método consiste en una oxidacién parcial y una hidrolisis

de la materia organica, consecuentemente la posterior oxidacion
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completa es favorecida ya que las moléculas grandes son
fragmentadas generando compuestos mas facilmente degradables.
Otras variantes emplean acidos o alcalis con el fin de que las células
contenidas en el lodo puedan ser disueltas a temperatura ambiente.
Pese los beneficios aportados por estas técnicas existen desventajas,
por ejemplo, los problemas operacionales causados por la corrosion.
Desintegracion mecanica con ultrasonido, molinos y homogeneizado-
res.

Para la adecuada eleccidon del método de desintegracion se pueden
comparar rendimientos entre si mediante la energia especifica, que
se define como la energia mecanica que se aplica a cierta cantidad
de lodo. En un estudio realizado se encontré que el empleo de
molinos y centrifugas representan menor requerimiento energético
que utilizando ultrasonido u homogeneizadores (Mdaller, 2000).
Ademas del consumo energético se debe tomar en cuenta el
desgaste de los equipos y el gasto en el mantenimiento de éstos,
debido al dano ocasionado por las particulas fibrosas contenidas en
el lodo.

Congelamiento y derretimiento.

Se considera este método pese que en algunas regiones resultaria
extremadamente costoso, existen otras donde seria
econdmicamente factible implementarlo gracias a las condiciones
climaticas apropiadas. Por medio de estos procesos se obtiene una
forma mas compacta de los lodos activados al modificar la estructura
de los fléculos ademas de reducir el contenido de agua, lo cual

brinda mejores caracteristicas de deshidratacion.

En todos los pretratamientos mencionados se logra un abatimiento de la

carga microbiana, sin embargo es el proceso térmico el mas eficaz a

diferencia de los métodos de desintegracion mecanica, donde la

concentracion de patdgenos solo se reduce en 1 a 2 6rdenes de magnitud.
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3.5 Pretratamiento térmico

En lo que se refiere a tratamientos térmicos se han considerado dos
rangos de temperatura: los procesos que se llevan a cabo por debajo de
los 100 °C a presion atmosférica, y aquellos en los que la temperatura
sobrepasa los 100 °C donde es necesario contar con un reactor
presurizado (Prorot et al., 2011). Aunque estos ultimos reportan efectos
mas eficaces, resultan muy costosos y requieren mucho mantenimiento.
Wang y colaboradores en el afio de 1997 estudiaron la efectividad de un
pretratamiento térmico entre 60 y 120 °C, donde se llegd a la conclusion
que el pretratamiento produce un aumento significativo de la produccién
de metano (30-52%). Ademas de no encontrar diferencias significativas
entre las temperaturas de exposicion a 60, 80 y 100 °C se demostré que
el pretratamiento térmico a temperaturas moderadas promueve la
hidrolisis y la destruccion de la materia organica contenida en los lodos asi
como que el rango de temperaturas debe mantenerse entre 60-100 °C
para que pueda ser realizado a costos comparativamente mas bajos.
Consecuentemente, Bougrier et al., (2007) concluyen que el
pretratamiento térmico mejora la eficiencia de la digestion anaerobia
posterior y que el aumento en la produccién de metano resultante (25%
de aumento a 190 °C) es suficiente para cubrir la demanda de energia
necesaria para precalentar el lodo.

De tal manera que si se toma en cuenta como factor prioritario el impacto
en la produccion de biogas, los tratamientos térmicos se pueden clasificar
en dos grupos: procesos a temperaturas desde los 70 a los 121 °C donde
se alcanza un incremento de produccidon de biogas del 20-30%, y los que
se llevan a cabo a 160-180 °C que permiten un incremento de 40-100%
de biocombustible obtenido por el proceso de digestién anaerobia
(Bougrier et al., 2008).
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Tabla 3.1 Resultados de algunos trabajos recientemente publicados
sobre los impactos de diferentes pretratamientos térmicos en lodos
activados y digestion anaerobia.

Tratamiento

Referencia L. Resultados
termico
0]
Kim et al., 1210c,30 | [neremento del 30% enla
(2003) minutos reduccion de solidos
volatiles (SV).
59% de incremento en la
reduccién de sdlidos
Val /. 170 °C, 1
alo et al., O C 15 totales (ST), 92% de
(2004) minutos .,
aumento en produccion de
biogas.
Acoplado a digestién
termofilica, efecto positivo
en produccion de gas.
Ferrer et al., 70 °C, 9-72 Mejor pretratamiento a 70
(2008) horas °C durante 9 horas,

recomiendan estudiar
tratamientos con menor
tiempo de exposicion.

Climent et al.,
(2007)

70-134°C, 90
min-9 horas

Digestion termofilica
subsecuente, incremento
del 50% en produccién de
biogas a 70 °C (9 h). No

hay efecto por
tratamientos con
temperaturas mas altas.

Bougrier et al.,
(2008)

135-190 °C

Incremento del 25% en la
produccién de metano con
el tratamiento a 190 °C.

Jeong et al.,
(2007)

120 °C, 30 min

Incremento del 25% en la
produccion de metano.

Phothilangka
et al., (2008)

Procesos de
hidrodlisis
térmica-

presurizada

Incremento del 80% en la
produccion de biogas.
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Referencia TraEam_l ento Resultados
termico

Pérez-Elvira et | 170°C, 3 bar, 30 | Incremento del 50% en la
al.,(2008) min produccién de metano.

Incremento del 11% en la

N L' 2 [o] o 7 o .7
gesy Liu >°,20%y 70°C, produccion de metano con

(2009) 48 horas el tratamiento a 50 °C.
Acoplada a fase
Rubio v Novola Fase acidogénica metanogénica tanto
y oy a 55 °C, TRH de | termofilica como mesofilica
(2010) , . L,
2 a 3 dias se logro produccion de

biosdlidos clase A.
Se logrod en todos los casos
70, 80, 90 ©°C, solubilizar los compuestos

15, 30y 60 organicos e inorganicos,

Appels et al., _ i
(2010) minutos para pero en caso de produccion
cada de biogas, el tratamiento

temperatura mas eficiente fue a 90 °C

durante 60 min.

Como se puede observar en la Tabla 3.1, la mayoria de los estudios
realizados se han enfocado en la remocion de la demanda quimica de
oxigeno (DQO), reduccidon de masa de lodo, disminucidon en el tamano de
los floculos y particularmente al incremento en la produccion de biogas,
entre éstos destacan: Barjenbruch y Kopplow, (2003); Valo et al., (2004);
Bougrier et al., (2008); Ferrer et al., (2008) y Appels et al., (2010), todos
concluyen que existen muchos beneficios asociados a la introduccidon de un
pretratamiento térmico como paso previo a la digestion anaerobia. En
contraste, son muy pocos los trabajos que han profundizado en Ila
remocién de microorganismos patdgenos o en los cambios en la actividad
bioldgica que sufren las poblaciones bacterianas implicadas, de tal forma
gue se puede citar a: Martinez (2009); Lu et al. (2007); Maya et al.
(2008), Lang y Smith (2008); Bonjoch y Blanch (2009); Rubio y Noyola
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(2010) y Prorot et al. (2011). Los resultados mas importantes de estos

trabajos se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Revisién bibliografica de investigaciones que reportan

remocion de parasitos y patdgenos debido a tratamientos térmicos.

Referencia Trai,:am_lento Resultados
termico
Noyola et al., 60 a 70 °C 100% inactivacion de
(2007) 1 hora huevos de helminto.
No deteccién de
Salmonella spp. desde
60°C vy 1 hora,
o eliminacion de
Martinez 503’go6y07fgé: coliformes fecales desde
(2009) : 70 °C 30 minutos,
minutos. . . ./
inactivacion total de los
huevos de helminto a
partir de los 30 minutos
a 70 °C.
26, 40, 50, 60, 70 Inactivaciongs de
Maya et al., 80 °C: 3 horas huevos de helminto del
(2008) Y q ’t N 10, 16, 57,82, 100y
€ contacto. 100% respectivamente.
Inactivacion de E.coli y
Salmonella senftenberg
y S.oranienburg
alrededor de los 20-60
minutos a 55 °C, Muerte
55 °C por 120 instantanea de los
Lang y Smith | minutos y 70 °C microorganismo
(2008) durante un estudiados a 70 °C.
minuto. ** Bacterias aisladas de
lodo crudo presentan
mayor resistencia en
comparacién a bacterias
provenientes de cepas
puras.
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Tratamiento

Referencia .. Resultados
termico
Reduccidén en conteo de
. coliformes de 5a 6
Bonjoch y 60 °C por 90 unidades o
Blanch minutos y 80 °C g

respectivamente, no
llegan a eliminacién
total.
Estudian efectos del
tratamiento térmico
sobre las poblaciones
microbianas, concluyen
qgue se presenta la lisis
celular a partir de los 50
°C y aumenta
proporcionalmente con
la temperatura hasta los
95 °C.

(2009)** por 60 minutos.

50, 65, 80y 95 °C
durante 20
minutos

Prorot et al.,
(2011)

**gseguido de un bafo de hielo hasta alcanzar los 0 °C.

Por lo tanto, un tratamiento térmico es conveniente para complementar el
método de estabilizacion, aumentar la deshidratacién del lodo, pero sobre
todo, por la considerable reduccidn del nimero de microorganismos
patdgenos, beneficio sobresaliente que se podria aprovechar
convenientemente si se acopla a un proceso convencional de digestidon
anaerobia mesofilica, como se propuso en el trabajo de Martinez, 2009, y
asi buscar la produccién de biosdlidos Clase “A” para cumplir con la

normatividad mexicana vigente.
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4. MICROORGANISMOS PATOGENOS

El lodo proveniente de las plantas de tratamiento de aguas residuales es
una fuente potencial de organismos infecciosos (ver Tabla 4.1), la
diversidad y cantidad de microorganismos presentes en éste depende de
varios factores, como el origen del agua residual, el tipo de tratamiento de
la planta y otras condiciones ambientales. Por lo general, este desecho
contiene bacterias entéricas patdgenas, las cuales son excretadas con la
materia fecal, el hombre es obviamente la fuente mas comun, pero
dependiendo del entorno el agua residual pude contener también heces de

mascotas o de animales de granja.

Los lodos residuales pueden variar en la calidad y cantidad de su fraccion
organica e inorganica, estas variaciones suelen presentarse tanto en
distintas ubicaciones geograficas, como en el mismo sitio pero en distinto
tiempo; por consiguiente, la naturaleza y concentracién de patdgenos en
éste dependera de las condiciones generales de salud y el tamafo de la
poblaciéon servida. En una comunidad muy grande sélo una pequefia
porcidon de ésta coincidira de estar infectada al mismo tiempo, por lo tanto
se detectaran niveles bajos de microbiota patégena, de forma contraria en
una poblacién con menor numero de habitantes, las excreciones de esas
pocas personas ya sea infectadas o no, representan la mayor parte de las
aguas residuales y en tales circunstancias el lodo podria estar libre de
microorganismos nocivos, o0 bien, tener altas concentraciones de los

mismos (Carrington, 2001).

4.1 Clasificacion

La contaminacidn fecal ha sido, y sigue siendo, el principal riesgo sanitario
en los lodos, que supone la incorporacidn de microorganismos patégenos

procedentes de enfermos y portadores, y la transmisién hidrica a la
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poblacién susceptible (ver Tabla 4.2). Por ello, el control sanitario de
riesgos microbioldgicos es tan importante y constituye una medida
sanitaria basica para mantener un grado de salud adecuado en la

poblacién.

Los organismos perjudiciales presentes en los lodos residuales pueden ser

clasificados en 4 amplias categorias:

- Virus.

Los virus llegan a los lodos a través de las heces presentes en las aguas
residuales, producen enfermedades y han sido clasificados como los
microorganismos mas patdégenos, para los humanos los mas relevantes
son los enterovirus (polio virus, echo, cossackie), rotavirus, reovirus,
adenovirus, virus tipo Norwalk, Hepatitis A y E. Las enfermedades
causadas por los enterovirus van de ligeras a severas o incluso mortales,
se transmiten principalmente por via fecal-oral y por las rutas
respiratorias, son los responsables de wuna amplia variedad de
enfermedades humanas incluyendo: meningitis, miocarditis, paralisis,
infecciones respiratorias, algunos tipos de diabetes asi como de ciertas
infecciones en ojos y piel. Los reovirus y adenovirus pueden causar
enfermedades respiratorias, gastroenteritis e infecciones en los ojos. Es
cierto que la Hepatitis A y E presentan sintomas similares, pero el peligro
de muerte es mas alto con la hepatitis E que cuando se esta infectado con
el virus tipo A, ademas éste afecta entre el 15-25% de mujeres

embarazadas (Romdhana et al., 2009).

Es importante mencionar que los virus pueden sobrevivir en el agua
durante periodos de tiempo relativamente elevados, aunque sin duda la
supervivencia y la inactivacién de los enterovirus es diferente en biosdlidos

debido a su agregacion y adhesién a los soélidos (Sidhu y Toze, 2009).
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- Bacterias

Este grupo comprende a la familia de las bacterias dafiinas, ya que en las
aguas residuales existe una amplia variedad de éstas. Una de las bacterias
patdgenas mas comunes es el género de Salmonella, la especie mas
severa es Salmonella typhi, ésta produce una toxina que causa fiebre,
nauseas, diarrea y puede ser fatal si no se trata adecuadamente. Shigella,
un género menos comun es encontrada en aguas contaminadas con
desechos humanos, material vegetal, leche y productos lacteos; solo se
han reconocido cuatro especies (dysenteriae, flexneri, bodydii y sonnei) la
primera de éstas es causante de un tipo de gastroenteritis muy severa
nombrada disenteria bacilar, aunque en general todas son responsables de

varias infecciones intestinales mejor conocidas como shigellosis.

Otras bacterias presentes en el lodo son: Vibrio, Mycobacterium,
Clostridium, Leptospira, Yersinia, Escherichia coli y Campylobacter (Sidhu
y Toze, 2009). Vibrio consiste en por lo menos 28 especies, en donde
Vibrio cholerae es conocida como la causante del colera humano. Algunos
clostridios producen serias enfermedades en humanos, el botulismo es
producido por el Clostridium botulinum, el tetanos por Clostridium tetani y
la gangrena gaseosa por Clostridium perfringens. La especie mas
representativa dentro del género de Yersinia es Y. enterocolitica, causante
de sintomas como fiebre, diarrea, dolor abdominal intenso, vomito y dolor
de cabeza, su incidencia es principalmente en nifios y adultos mayores
(Romdhana, et al., 2009). Dentro del género Campylobacter se conocen
varias especies patégenas: Campylobacter jejuni, C. coli, C. fetus, las dos
primeras especies son de las principales causantes de la diarrea en
humanos, mientras que la Ultima es la mayor causa de esterilidad y

abortos espontaneos en ganado vacuno y ovino.
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- Parasitos

La familia de los parasitos incluye: protozoos, nematodos y helmintos. Las
especies mas representativas de los protozoos son: Giardia lamblia,
Cryptosporidium parvum, y Cyclospora. Giardia lamblia es un protozoo
flagelado que se puede transmitir a los humanos a través de restos
fecales, causa una gastroenteritis aguda denominada giardiasis; se
caracteriza por la formacién de quistes, que son estructuras de proteccion
que permiten al parasito resistir condiciones de deshidratacion vy
tratamientos quimicos. Después de la ingestion los quistes germinan y se
unen a las paredes de los intestinos causando los sintomas de la
giardiasis: diarrea repentina, liquida y maloliente, calambres intestinales,
flatulencia, nauseas, pérdida de peso y malestar. Los nematodos mas
comunes son Trichinella y Anisakis, estos pueden invadir tejidos causando
su inflamacién y fibrosis. Los helmintos son detectados como huevos en
los biosdlidos y son capaces de producir larva e infectar a las personas,
representan uno de los grupos de mayor resistencia a diversas condiciones
ambientales, cuentan con una mayor tasa de sobrevivencia (anos),
comparada con la de otros patégenos como el caso de algunos virus vy
bacterias (meses) o incluso el de protozoos (semanas), una alta capacidad
de ovoposicion (huevos/dia). A este respecto, por ejemplo, una hembra de
Ascaris lumbricoides en estado adulto puede liberar hasta 27,000,000 de
huevos durante los 10 a 24 meses de su vida, mientras que el
representante de la clase platelminta, Taenia solium produce 700,000 en
cada ovoposicién, y una dosis minima infectiva de 1 huevo (Maya et al.,
2008). Las enfermedades que producen son las helmintiasis, las cuales
afectan del 25 al 33% de la poblacidn en los paises en desarrollo, pero

menos del 1.5% en los desarrollados.
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- Hongos
La mayoria de los hongos son inocuos para los humanos, solamente unas
50 especies causan enfermedades y la incidencia total de infecciones
fungicas serias es baja, aunque ciertas infecciones fungicas superficiales
sean bastante comunes. Los géneros mas comunes son Actinomyces,
Aspergillus y Candida. Algunos hongos determinan reacciones inmunitarias
gue pueden resultar en reacciones alérgicas después de la exposicion a
los antigenos del hongo. Por ejemplo, Aspergillus spp. es un saprofito
comunmente encontrado en la naturaleza como un moho de la hojarasca,
es un potente y muy comun alérgeno, que causa asma y otras reacciones
de hipersensibilidad. Las levaduras son hongos unicelulares, Candida
albicans pertenece a este grupo, puede causar infecciones bucales,

vaginales o de pulmones.

Generalmente los virus patdgenos y las bacterias viven de 1 a 3 meses
mientras los protozoos (quistes) y huevos de helminto pueden vivir hasta
un afo en agua residual y posiblemente mucho mas en los lodos, (Sidhu y
Toze, 2009).
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Tabla 4.1 Microorganismo patdgenos que pueden ser encontrados en
los lodos residuales (Carrington, 2001).

Bacteria

Bacillus anthracis
Campylobacter spp.
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Escherichia coli
Leptospira spp.

Listeria monocytogenes
Mycobacterium spp.
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella spp.
Shigella spp.
Staphylococcus
Streptococcus

Vibrio cholera

Yersinia enterolitica
Virus

Adenovirus

Astrovirus

Calcivirus

Coronavirus
Coxsackievirus
Echovirus

Hepatitis A-virus
Parvovirus

Ploiovirus

Reovirus

Rotavirus

Virus influenza

Virus tipo Norwalk

Protozoos
Entamoeba histolytica
Giardia lambia
Toxoplasma gondii

Sarcocystis

Helmintos
Ancylostoma duodenale
Ascaris lumbricoides
Diphyllobothrium latum
Echinococcus gramulosus
Taenia saginata

Taenia solium

Toxocara canis
Toxocara cati

Trichuris trichura
Hongos

Aspergillus fumigatus
Aspergillus spp.
Epidermophyton spp.
Geotrichum candidum
Phialophora richardsii
Trichophton spp.
Levaduras

Candida albicans
Candida guillermondii
Candida krusi

Candida tropicalis
Cryptococcus neoformans

Trichosporon
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Tabla 4.2 Concentracidn tipica de microorganismos en el lodo crudo
(Carrington et al., 2001).

Microorganismo| Género |Concentracion
Escherichia

Bacterias coli 10%/9
Salmonella 10%-10°/g

Virus Enterobacter 10%-10%g

Protozoos Giardia 10°-10%/g
Ascaris 10%-10%g

Helmintos Toxocara 10-10%/g
Taenia 5/9

4.2 Caracteristicas de crecimiento y supervivencia

Todas las células contienen determinados tipos de componentes quimicos
complejos como proteinas, lipidos, acidos nucléicos y polisacaridos los
cuales estan contenidos dentro de la membrana citoplasmatica, a través
de la cudl entran los nutrientes y otras sustancias vitales. Si se rompe la
membrana celular, la integridad de la célula se destruye, produciéndose la

muerte (lisis) y liberandose al medio los componentes que la integran.

Virus, bacterias, parasitos y hongos muestran resistencia a factores
ambientales como a la temperatura, humedad, asi como a agentes fisicos
y quimicos. El parametro conocido como potencial de hidrégeno (pH)
ejerce una gran influencia sobre las reacciones bioquimicas de los
organismos, la mayoria de las bacterias son estables en el intervalo 1.5>
pH <8.5; sin embargo, algunos géneros son mas sensibles como
Salmonella que se destruye si el pH esta por debajo de 4.0. Muchos virus
son resistentes a condiciones de extrema acidez, como Hepatitis A que es
estable en el intervalo de 1> pH <3.75. La mayoria de los hongos son

acido-tolerantes, a excepcion de unos pocos que pueden crecer en
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condiciones de pH neutras o alcalinas, como es el caso de Aspergillus
(Romdhana et al., 2009).

La temperatura es un parametro que se encuentra intimamente ligado a la
eliminacion de microorganismos patdégenos vy parasitos. Afecta
directamente al equilibrio de la vida de los microorganismos
incrementando o disminuyendo el ritmo de las reacciones bioquimicas y
enzimaticas de los procesos celulares y por tanto su crecimiento. La
resistencia de los microorganismos a la temperatura cambia de acuerdo a
la actividad del agua en el lodo, la presencia de un soluto disminuye la
actividad del agua y esto incrementa la resistencia al calentamiento de la

microbiota.

Diferentes especies y sus subespecies muestran distintas sensibilidades a
elevadas temperaturas y a sus tiempos de exposicion: Hepatitis A vy
Nerovirus mantienen su integridad y capacidad de infectar aln después de
los 60 min de calentamiento a 60°C, es decir, no son inactivados por los
tratamientos de pasteurizaciéon. Adenovirus es mas sensible y es
inactivado después de someterlo a calentamiento 10 minutos a 56°C. Para
varias bacterias temperaturas de 44-48 °C estan reportadas como el limite
de crecimiento, en el caso de Salmonella se recomienda someterla 30
minutos a 50 °C para reducir su poblacién, Campylobacter ya no es
detectado después de ser expuesto 10 min a 70 °C, Yerseniae representa
un grupo de menor resistencia ya que es destruido después de 1 a 3 min a
60 °C. El empleo de temperaturas menores permite la presencia de
algunas bacterias e incluso el recrecimiento de otras que se creian
eliminadas, como es el caso de Vibrio que puede tolerar 15 min a 80 °C.
Con respecto a los parasitos estos pueden perder viabilidad en el lodo al
someterlos a temperaturas moderadas (55 °C) por lo menos 10 minutos.

Finalmente, la mayoria de los hongos pueden ser destruidos hasta los 88
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°C durante 30-60 minutos, por ejemplo, Aspergillus es inactivado a 60 °C

después de 60 minutos (Romdhana et al., 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, los patdégenos también son
resistentes a varios agentes quimicos, incluyendo acidos y solventes
alcalinos, tal es el caso de Hepatitis A que muestra resistencia a varias
sustancias, entre ellas cloroformo, freén, &cido percloroacético o
cloraminas mientras que los rotavirus son resistentes al éter, cloroformo y

a los detergentes no idnicos como el desoxicolato.

4.3 Presencia en los distintos tipos de lodo

Por medio de la consulta de literatura cientifica se ha recopilado
informacion sobre la concentracién de algunos patdgenos caracteristicos
de los lodos residuales, los datos son mostrados en la Tabla 4.3 y son
derivados del anadlisis de lodo proveniente de distintas plantas de
tratamiento y de diferentes puntos del proceso para brindar un panorama
general de la diversidad y del comportamiento de los microorganismos
segun el tren de tratamiento. Los resultados fueron obtenidos por medio
de distintos métodos de analisis de conteo de microorganismos: conteo
microscépico directo, unidades formadoras de colonias (UFC) en medio
sOlido, y la técnica de niumero mas probable (NMP) como determinacién

estadistica.
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Tabla 4.3 Recopilacién de algunas concentraciones de patdégenos en
distintas etapas del tratamiento de lodos residuales (Romdhana, et al.,

2009).
Patégeno Nombre f'e la| Tipo de Concentracion Referencia
especie lodo
4.8x10 %- 2.1 x Guzman et al.,
10° UFC/10g (2007)
Bosch et al.
- 3 4
Crudo 850-43x10° UFC/I (1986)
Enterovirus Williams y Hurts
1320 UFC/I (1988)
. 1_ 2
Virus Digerido 1.1x10°-1x10 Guzman et
UFC/10g al.,(2007)
Composta <8.3UFC/10g v
. . . ) 4 Bosch et al.,
Rotavirus Primario 30-26 x 10" UFC/I (1986)
Adenovirus Primario 5800-32500 Williams y Hurts
UFC/I (1988)
1.85x10°NMP/gST | Martinez (2009)
Crudo Bonjoch y
. 8.5log UFC/g Blanch (2009)
lif
Coliformes 1.7x10° NMP/gST | Martinez (2009)
Digerido Bonjoch y
7.42 log UFC/g Blanch(2009)
8 x 10°
UFC/100ml EPA (1979)
Bacterias 10%- 10* Tchobanoglous
Crudo NMP/10C£)1 ml et al., (2003)
3.45x10 Martinez (2009)
NMP/gST
Wéry et al.
3 V4
Salmonella 10% gen/ml| (2008)
< 3-62
Digerido UFC/100ml EPA (1979)
g 5.3 x 10°
NMP/gST Martinez (2009)
. 4 Wéry et al.,
Deshidratado | 5x10™ gen/ml (2008)
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Bacterias

Nombre fle la| Tipo de Concentracion Referencia
especie lodo
357 275 -1 032 Sahlstrom et al.,
25 UF 2004
Crudo o8 LS \(Ngl?y lt al
7 _ 8 /
10" - 10°gen/ml (2008)
L Sahlstrom et al.,
Escherichia Digerido 2- 8 435 UFC/g (2004)
coli 4-6log NMP/g Eszaonotﬁr etal.,
Deshidratado 7575, 768 Weéry et al.,
gen/ml (2008)
. Gantzer et al.,
Alcalinizado |<1-2.9 logNMP/g (2001)
2x107 UFC/100mL | EPA (1979)
Digerido 60.667-106.571
UFC/g Sahlstrom et al.,
Clostridium _ 37.667-438.450 |(2004)
Centrifugado UFC/g
. Weéry et al.
3_ 6 ’
Deshidratado | 10°- 10° gen/ml (2008)
.| Crudo 107 UFC/100mL
Mycobacterium Digerido 10° UFC/100mL EPA (1979)
Campylobacter | Deshidratado | 10 ® gen/ml Weéry et al.,
jejuni Centrifugado |5-10 gen/ml (2008)
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4.4 Indicadores

El riesgo de contaminacion, tanto a nivel humano como ambiental, hace
necesario el control de la presencia de microorganismos en los residuos de
los tratamientos de aguas negras. Determinar el tipo de microorganismos
presentes y su concentracion proporciona herramientas indispensables
para conocer la calidad del agua y para la toma de decisiones en relacién

al control de vertidos, tratamientos y conservacién de ecosistemas.

Existe un consenso general sobre la dificultad de determinar la presencia
de todos los organismos patdégenos en matrices tan complejas como lo son
los lodos y los biosdlidos. Dicha determinacidn implica varios dias de
analisis, costos elevados y laboratorios especializados. La cuantificacidén
demanda mucho tiempo y se vuelve costosa cuando especies nocivas
estan presentes en pequefas cantidades o bien son dificiles de aislar.
Frente a estas dificultades y a la necesidad de hacer una evaluacién rapida
y fiable, se ha planteado la necesidad de trabajar con organismos

indicadores.

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un
comportamiento similar a los patégenos (concentracidén y reaccion frente a
factores ambientales y barreras artificiales), pero son mas rapidos,
economicos y faciles de identificar. Una vez que se ha evidenciado la
presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los patdgenos se
encuentran presentes en la misma concentracion y que su comportamiento
frente a diferentes factores como pH, temperatura, presencia de
nutrientes, tiempo de retencidn hidraulica o sistemas de desinfeccidon es
similar a la del indicador. Por consiguiente resultan de gran utilidad para

demostrar la eficacia de los procesos de desinfeccion.
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Para que un microorganismo pueda ser considerado como parte de este

grupo debe reunir las siguientes caracteristicas:

- Estar presente siempre que exista contaminacion fecal.

- Ser constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.

- Estar presente de forma exclusiva en las heces de animales
homeotérmicos.

- Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e
identificacion.

- Incapaz de reproducirse afuera del huésped.

- Tener una estrecha relacién con el resto de los microorganismos
patdégenos.

- Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de
las bacterias patdgenas.

- Facil deteccidon y cuantificacion, con poca probabilidad de ocasionar
falsos positivos.

- No debe ser patégeno.

No existe ningln microorganismo que reuna todos los criterios de un
indicador ideal y apenas pocos grupos satisfacen algunos de estos
requisitos, por ejemplo: los coliformes fecales (CF), coliformes totales (CT)

y estreptococos fecales (EF).

Los microorganismos indicadores contemplados por la Norma Oficial que
regula el manejo y la disposicion final de los lodos de desecho
provenientes de plantas de tratamiento municipales (NOM-004-
SEMARNAT-2002) son:

- Coliformes fecales

- Salmonella spp.

A continuacién se profundizara en cada uno de estos grupos.
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4.5 Coliformes fecales

El grupo coliforme abarca los géneros Klebsiella, Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter y Serratia. Cuatro de estos géneros (Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter y Serratia) se encuentran en grandes cantidades en el
ambiente (fuentes de agua, vegetaciéon y suelos) no estan asociados
necesariamente con la contaminacion fecal y no plantean ni representan
necesariamente un riesgo evidente para la salud. Se definen en
bacteriologia como bacterias en forma de varilla, no esporuladas, Gram
negativas, aerodbicas facultativas que fermentan la lactosa con produccion
de gas cuando se incuban a 35 °C durante 48 horas (Madigan et al.,
2004).

El grupo de coliformes fecales es adecuado como indicador de

contaminacidn bacteriana ya que estos:

e Son contaminantes comunes del tracto gastrointestinal tanto del hombre
como de los animales de sangre caliente.

e Estan presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades.

e Permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patégenas.

e Se comportan de igual manera que los patdgenos en los sistemas de

desinfeccion.

Los coliformes fecales y Escherichia coli en particular, se han seleccionado
como indicadores de contaminacion fecal debido a su relacion con el grupo
tifoide-paratifoide y a su alta concentracién en diferentes tipos de
muestras (Auer y Niehaust, 1993). Son un subgrupo de los coliformes
totales, se denominan termotolerantes por su capacidad de soportar
temperaturas mas elevadas y ser capaces de fermentar la lactosa a

44.5°C, se encuentran casi exclusivamente en las heces de animales de

MARIA ELENA VILLALBA PASTRANA | 42



ANTECEDENTES

sangre caliente, por lo que se considera que reflejan mejor la presencia de
contaminacion fecal que otras bacterias.

Uno de los aspectos negativos del uso de este grupo como indicador es
gue poseen la capacidad de reproduccion fuera del intestino de los
animales homeotérmicos siendo favorecida por la existencia de
condiciones adecuadas de materia organica, pH, humedad, etc., (Madigan
etal., 1997).

Aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes presentes en heces
fecales, estan formados por E. coli y ciertas especies de Klebsiella, seguido

en menor grado por especies de Enterobacter y Citrobacter.

4.5.1 Escherichia coli

Las bacterias de la especie Escherichia coli pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos cortos, Gram negativos,
quimioheterdtrofos, catalasa positiva, oxidasa negativa, anaerobios
facultativos. La mayoria de las cepas fermentan la lactosa, aunque algunas
son fermentadoras lentas de este azlcar. Produce acido y gas a partir de
la glucosa, lactosa, fructuosa, galactosa, maltosa, arabinosa, xilosa,
ramnosa y manitol. Puede fermentar o no, segun los casos, la sacarosa,
rafinosa, salicina, esculina, ducitol y glicerina. Es variable la fermentacion
de la sacarosa y la salicina. Raramente fermenta la pectina y el adonitol.

Nunca fermenta la dextrina, almidén, glucdgeno e inositol.

Las cepas de E. coli se pueden diferenciar una de otras teniendo en cuenta
como base a sus antigenos somaticos O, flagelares H y capsulares K. Han
sido identificados por lo menos un total de 173 antigenos O, 53 antigenos
H, y 72 antigenos K. La mayoria de las cepas son comensales inofensivos;
sin embargo, algunas son patdgenas y provocan enfermedades tanto en

animales como en humanos.
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Algunos serotipos son mas relevantes que otros, como por ejemplo E.coli
0157:H7, que es conocido desde 1982 por ser una cepa nociva para los
humanos, causante de importantes infecciones y ademas con mayor

tolerancia a algunas condiciones de crecimiento (Smigic et al., 2009).
Habitat

La mayoria de las cepas pertenecientes a la especie E.coli, forman parte
de la microflora normal del intestino del hombre y de los animales de
sangre caliente, encontrandose habitualmente en las heces. E. coli
representa el uno por ciento o menos de las bacterias presentes en el
colon; sin embargo, la bacteria es la especie anaerobia facultativa mas
numerosa en el tracto gastrointestinal sano de los animales domésticos
(Madigan et al., 2004).

Caracteristicas de crecimiento y supervivencia

Algunas cepas de E. coli patdgeno son capaces de crecer a temperaturas
tan bajas como 7 °C y tan altas como 46 °C (Van Derlinden et al., 2011),
siendo la escala de crecimiento éptimo 35-40 °C. Sin embargo, E. coli
0157:H7 tiene un intervalo de crecimiento ligeramente mas limitado, con
una temperatura minima de crecimiento de 8 °C, una maxima de
aproximadamente 44-45 °C y una optima de 37 °C. Distintos estudios de
inactivacion térmica han revelado que E. coli 0157:H7 es mas sensible al
calor que las cepas tipicas de Salmonella spp. Por esta razén, los
tratamientos térmicos que son suficientes para destruir Salmonella

también deberian provocar la muerte de E. coli 0157:H7.

El efecto del pH sobre el crecimiento depende del tipo de acido presente,
es capaz de crecer a un pH de 4.5 ajustado con acido clorhidrico, pero no

en un medio cuyo pH ha sido ajustado con acido lactico.
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Se ha determinado que puede crecer en un 6% de cloruro de sodio y
toleran mejor el cloruro sédico y nitrito sddico que las cepas tipicas de
Salmonella spp, es capaz de crecer aunque lentamente en un caldo que

contenga 6.5% de cloruro de sodio pero no al 8.5%.
Patogenicidad

Algunas cepas de E. coli son patégenas y pueden producir infecciones
entéricas (diarrea, disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico y enfermedad de los edemas) o extraintestinales (infecciones
del tracto urinario, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis,
mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas). E. coli provoca en seres
humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y
aproximadamente 775,000 muertes al afo, afectando fundamentalmente a
la poblacidn infantil del tercer mundo. La dosis infectiva es muy baja, esto
es, de menos de pocos cientos de células, el periodo de incubacién varia
con la cepa, pero como término medio, los sintomas suelen aparecer entre
8 y 72 horas.

Los E. coli patdgenos se han englobado en diferentes grupos o categorias:
E. coli enteropatogénicos (ECEP), E. coli enterotoxigénicos (ECET), E. coli
enteroinvasivos (ECEI), E. coli verotoxigénicos (ECVT) o]
enterohemorragicos (ECEH), E. coli enteroagregativos (ECEA), E. coli con
adherencia difusa (ECAD), E. coli uropatogénicos y E. coli bacteriémicos o
septicémicos. Las cepas de estos grupos presentan mecanismos de
patogénesis especificos, serotipos distintos y producen infecciones y

sindromes diferentes.

Aunque Escherichia coli es un microorganismo habitual del intestino
humano y otros animales, las cepas que producen diarrea, exceptuando
las enterohemorragicas, son de origen humano. Las cepas citopatogénicas

penetran en el intestino e invaden las células epiteliales del colon donde se
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multiplican y producen su muerte. Esto da lugar a la produccién de

ulceraciones cuya consecuencia es una diarrea sanguinolenta.

Dentro de los Escherichia coli enterovirulentos, las cepas enteroinvasivas,
ademas de poseer las propiedades comunes de los otros tipos patdgenos
tienen por otra parte ciertas propiedades atipicas que se relacionan con
Shigella (inmovilidad, similitud bioquimica, algunas cepas no producen gas
de la glucosa ni de otros azlcares, su fermentacidon lenta de la lactosa).
Los sintomas que ocasionan las cepas E. coli enteroinvasivas aparecen
entre las 8 y 24 horas posteriores a su ingestion, se manifiestan con
escalofrios, malestar, dolor de cabeza, fiebre, dolores abdominales y

diarrea profusa sanguinolenta. La enfermedad dura dias y aun semanas.

Las cepas de E. coli enterotoxigénicas son aquellas que elaboran una
toxina termolabil y/o termoestable. La primera se inactiva a una
temperatura de 60 °C aplicada durante 30 minutos, y la segunda resiste a
mas de 100 °Caplicados durante 30 minutos. El microorganismo actua
colonizando el epitelio del intestino delgado, donde elabora las toxinas. La
toxina termoldbil rompe la funcion celular del epitelio intestinal
produciendo secrecidon de agua y electrolitos que vierten en la luz intestinal
produciendo diarrea acuosa profusa, los sintomas se asemejan a los del
cblera, e inician entre las 8 y las 44 horas que siguen a la ingestién del

producto contaminado con el microorganismo.

4.6 Salmonella spp.

Salmonella y Escherichia estan bastante préximos, ambos géneros tienen
un 50% de homologia en su ADN, sin embargo y en contraste con la
mayoria de microorganismos del género Escherichia, los miembros del
género Salmonella son usualmente patdgenos, bien para humanos o para

otros animales de sangre caliente (Madigan et al., 2004).
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Género bacteriano, perteneciente a la familia enterobacteriaceae. Son
bacterias de forma bacilar, no formadores de esporas, habitualmente
moviles mediante flagelos peritricos, aunque S. pullorum, S. gallinarum y
algunas mutantes de otras serovariedades son inmoviles. Gram negativos,
aerobios-anaerobios facultativos, fermentan la glucosa con produccién de
gas, no fermentan la lactosa, reducen nitratos a nitritos, suelen ser
catalasa positivas y oxidasa negativos. Forman colonias tipicas sobre
medios de cultivo sdlidos y poseen caracteristicas bioquimicas vy

seroldgicas definidas.

La mayoria de las cepas, salvo S. typhi, son aerdgenas, utilizan citrato
como Unica fuente de carbono, descarboxilan la lisina, la arginina y la
ornitina y producen sulfuro de hidrogeno. La reaccién con rojo de metilo es
positiva, la prueba de Voges-Proskauer es negativa y la prueba de Indol es
negativa. La fenilalanina no es desaminada, la urea no es hidrolizada, la
gelatina no es licuada rapidamente en los medios nutritivos y no son

producidas ni DNAasa ni lipasa (Madigan et al., 2004).

Salmonella se subdivide en siete especies que se diferencian entre si

mediante la hibridacién DNA/DNA o por las propiedades bioquimicas:

I. S. entérica

I1. S. salamae
ITI. a) S. arizonae, b) S. diarizonae
IV. S. houtenae

V. S. bongori
VI. S. indica

A su vez, cada especie se divide en serovariedades caracterizadas
inmunoldgicamente sobre la base de tres antigenos superficiales, el

antigeno O de pared celular (somatico); el H, o flagelar y el Vi (capa
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externa polisacarida) que se encuentra en las cepas causantes de las
fiebre tifoideas (Madigan et al., 2004).

Aunque la familia de Salmonella incluye mas de 2300 serotipos,
Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium son las identificadas mas
comunmente en casos de salmonelosis (Mukhopadhyay y Ramaswamy,
2011).

Habitat

La mayoria de los representantes de la familia se encuentran en el tracto
intestinal del hombre y de los animales, bien como patégenos, bien como

comensales (Madigan et al., 2004).

En el ambiente las bacterias pertenecientes al género Salmonella spp.,
estan presentes en los afluentes de los rios contaminados y heces secas de
los animales, en el lodo residual, con el consiguiente riesgo de
diseminacion. En grupos de animales destinados al consumo humano
pueden permanecer viables durante varios meses y pueden ser
diseminados por el polvo, originando una contaminacién ambiental

acumulativa.
Caracteristicas de crecimiento y supervivencia

El género Salmonella estd integrado por microorganismos resistentes que
se adaptan facilmente a las condiciones extremas del medio (Spector y
Kenyon, 2011). En la Tabla 4.4 se presentan las condiciones de

temperatura y pH tipicas para este género.
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Tabla 4.4 Condiciones limites para el crecimiento de Salmonella.

Condiciones | Minimo | Optimo | Maximo
Temperatura
5.2 35-43 46.2
°C
pH 3.8 7-7.5 9.5

La evidencia mas reciente indica que la exposicion prolongada de cepas
mesofilas a condiciones de estrés térmico se traduce en mutantes de
Salmonella typhimurium capaces de crecer a 54°C; aunque aun no ha sido
esclarecido el mecanismo de este fendmeno, los hallazgos preliminares
indican que dos mutaciones independientes permiten a S. typhimurium

crecer activamente a 48 °C y a 54°C.

La capacidad de adaptacién fisiolégica de Salmonella spp. se demuestra
por su capacidad de multiplicarse por debajo de valores de pH de 3.8 y
sobre valores de pH de 9.5 (Spector y Kenyon, 2011). Los efectos
bacteristaticos o antibacterianos de los medios acidos dependen del

acidulante.

La exposicion breve de Salmonella typhimurium a medios ligeramente
acidos de pH 5.5 a 6 seguida de la exposicién de las células adaptadas al
pH de valor < 4.5 desencadena una compleja respuesta de acido-
tolerancia que potencia la supervivencia del microorganismo en medios

sumamente acidos (pH 3.0 a 4.0).

El estrés acido también puede desencadenar resistencia bacteriana frente
a otras condiciones ambientales adversas. El crecimiento de S.
typhimurium a pH 5.8 origind una resistencia térmica aumentada a 50°C,
una tolerancia aumentada al estrés osmotico elevado (2.5 M de NaCl)
atribuida a la sintesis inducida de proteinas OmpC, una mayor

hidrofobicidad de la superficie, y una resistencia aumentada al sistema

MAR{A ELENA VILLALBA PASTRANA | 49



ANTECEDENTES

lactoperoxidasa bacteriano y a agentes activos de superficie como el cristal

violeta (Leyer y Johnson, 1993).
Patogenicidad

Algunas serovariedades (por ejemplo: S. typhi, S. paratyphi A., S.
paratyphi C. y S. sendai) estan adaptadas al hombre como hospedador y
generalmente causan sindrome septicémico-tifoideo en los seres humanos.
Las demas serovariedades, sin embargo, causan gastroenteritis en el
hombre. La fiebre tifoidea es muy comun en algunos paises en desarrollo,
mientras que es rara en los paises desarrollados en los que la
gastroenteritis causada por Salmonella se encuentra entre las causas
principales de morbilidad por consumo de alimentos. Las serovariedades
implicadas varian de acuerdo con la zona geogréafica, pero frecuentemente
incluyen a S. typhimurium, S. enteritidis, S. heidelberg, S. agona, S.

newport, S. infantis, S. panama, S. saint paul y S. welteveden.

La enterotoxina causante de diarrea figura de modo predominante como
un factor de virulencia de Salmonella debido a su capacidad para producir

sintomas clinicos manifiestos en los casos humanos de salmonelosis.

En contraposicién a varios patdégenos bacterianos como Yersinia, Shigella,
y cepas enteroinvasoras de Escherichia coli, que se multiplican dentro del
citoplasma de las células hospedadoras, las Salmonellas estan encerradas
en vacuolas endocitéticas donde empieza la replicacién bacteriana en un

plazo de horas después de la interiorizacién.

La poblacidon susceptible estd conformada por los bebes y los nifos de
corta edad, las personas ancianas, las personas desnutridas y las personas
con resistencia debido a otras infecciones o a enfermedades cronicas, en
general individuos con el sistema inmunoldgico débil. Investigaciones

detalladas de brotes transmitidos por alimentos han indicado que la
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ingestion de solo unas cuantas células de Salmonella puede resultar
infecciosa; datos cientificos indican que de 1 a 10 células pueden constituir

una dosis infectiva humana (Kapperud et al., 1990).

4.7 Mutualismo y simbiosis

Los microorganismos que habitan en un ecosistema presentan varios tipos
de asociaciones e interacciones entre las especies. A veces se asocian
diferentes especies bacterianas, o bien bacterias y otra clase de
organismos, como levaduras, mohos, algas, protozoos e incluso plantas, u
hongos con plantas como en el caso de las micorrizas. En muchos casos, el
crecimiento y la reproduccidn son mas vigorosos en asociaciones
favorables de dos tipos de organismos que en cultivos de una sola especie.
Un claro ejemplo de sistemas microbioldgicos mixtos son los lodos
residuales. Si se pretende comprender y optimizar los procesos a los que
se les somete, es de suma importancia profundizar en los distintos tipos de
interacciones que pueden estar implicados; es por eso que este apartado

resume algunas de ellas.

El mutualismo es la vida en comun de dos o0 mas organismos asociados en
beneficio mutuo pero no implica necesariamente el contacto fisico.
Simbiosis es una asociacion especifica entre dos tipos de organismos que
estan en contacto fisico. Generalmente, el de menor tamano (simbionte)
vive dentro o estd adherido a la superficie del mayor (hospedador). La
simbiosis no siempre implica mutualismo. El hospedador es siempre un
organismo eucaridtico y puede mantener al simbionte (eubacteria,
actinomiceto, hongo o alga) intracelular o albergarlo en el interior de
cavidades u érganos. Por otra parte, la sintrofia es la accién cooperante de

dos microorganismos con metabolismos complementarios (un tipo de
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mutualismo) alcanzando un efecto que no es logrado separadamente por

ninguno de ellos.

Un organismo puede ser incapaz de crecer en presencia de cierto
substrato, pero si coincide con un microorganismo capaz de degradarlo y
producir moléculas Utiles para el primero, se observa su crecimiento. Esta
asociacion recibe el nombre de comensalismo o vida en comin de dos
especies con beneficio para una de ellas y sin dafio ni provecho para la
otra, por ejemplo cuando los microbios colonizan la superficie externa de
una planta obteniendo energia de la metabolizacion de exudados
producidos por el hospedador. Otro ejemplo es la influencia favorable de
un microbio facultativo sobre el desarrollo de uno anaerobio, el primero
reduce la tensidon de oxigeno y crea un ambiente adecuado para que

prospere el segundo (Carrillo, 2003).

Las comunidades microbianas estan caracterizadas por siete diferentes
mecanismos bioldgicos:

a) Provisién de nutrientes especificos por los diferentes miembros de la
comunidad.

b) Moderacién de la inhibicion del crecimiento.

c) Interacciones que causan la alteracion de los parametros de
crecimiento de las poblaciones individuales, produciendo un
desempefio de la comunidad mas eficiente y/o competitivo.

d) Actividad metabdlica combinada no expresada por las poblaciones
individuales aisladas.

e) Cometabolismo.

f) Reacciones de transferencia de hidrégeno.

g) Interaccion entre varias especies dominantes.
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5. MODELOS MICROBIOLOGICOS PREDICTIVOS

5.1 Microbiologia predictiva

El concepto de microbiologia predictiva es empleado tradicionalmente en la
industria alimentaria, definiéndose como el conocimiento detallado de las
respuestas microbianas a las condiciones ambientales que permite una
evaluacién objetiva del efecto de las operaciones de procesado y
almacenamiento en la seguridad de los alimentos. Este incluye la
acumulacidon de conocimientos sobre el comportamiento microbiano en los

productos y su derivacion en modelos matematicos.

La microbiologia predictiva combina el conocimiento de las respuestas del
crecimiento microbiano sobre un rango de condiciones, con el poder de la
modulacién matematica, para permitir predicciones del crecimiento o bien
de la inactivacion (Van Derlinden et al., 2011). Esto es especialmente
relevante si se generaliza su aplicacién no sélo a alimentos, sino a todo
tipo de productos que sufren el deterioro microbiano o en los cuales se
desea controlar la incidencia de organismos patégenos. Es util para
monitorear la reduccidon de una poblacidn microbiana como para ayudar a

entender el comportamiento de sistemas bioldgicos.

Una etapa importante en la cuantificacion de los efectos de los factores
ambientales es el desarrollo de modelos matematicos para predecir el
efecto de la combinacidn de dichos factores de crecimiento en los
productos. Estos también permiten la interpolacion entre puntos de datos,

y con esto es posible predecir respuestas para condiciones no estudiadas.

Los modelos predictivos son fundamentales en la estimacion de la vida util
de los productos, valorar la eficacia de la higiene, identificar los puntos
criticos en el proceso de produccidn y distribucidon, y pueden guiar acerca

de cdémo las variables del medio afectan al comportamiento del
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microorganismo patdégeno o alterante y asi determinar la seguridad

microbioldgica del producto.

Los modelos microbioldgicos predictivos pueden dividirse en modelos
cinéticos y modelos de probabilidad. Los primeros calculan la vida
microbioldgica de los productos, es decir, el periodo del tiempo durante el
cual el nimero de microorganismos en el producto es menor que un
determinado valor. Los ultimos determinan si el microorganismo puede
crecer, e identifica las condiciones de almacenamiento con baja o nula
probabilidad de crecimiento. Ambos modelos suelen estar estrechamente
relacionados, porque la probabilidad de deteccidon de crecimiento durante
un periodo de tiempo especifico depende de la multiplicacién del
microorganismo, asi como de la fase de latencia y tiempo de generacidn,

es decir, depende de los parametros cinéticos.

5.2 Curvas de respuesta a la dosis

Una curva de respuesta a la dosis consiste en una grafica que describe la
relacién entre el nimero o la fraccion de microorganismos sobrevivientes y
la dosis de un agente letal a la cual han sido expuestos. La dosis es
expresada en unidades del factor a evaluar como el tiempo, partes por
millon, intensidad de un campo eléctrico, etc. Las curvas de respuesta a la
dosis tienen tipicamente una forma sigmoidea, caracterizada por una
region marginal de inhibicién o letalidad casi imperceptible, seguida de una
region claramente lineal, representando un decaimiento exponencial
(Lépez-Malo et al., 2002).

Este comportamiento tradicionalmente ha sido separado en dos regiones,
una con efecto marginal (o ningun efecto), a bajas intensidades de
exposicion del factor de preservacion y una segunda regidon con un

comportamiento lineal (después de una transformacién logaritmica), que
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es modelado por la cinética de primer orden. Un enfoque alternativo para
modelar la respuesta a la dosis microbiana es el de considerarla continua
para el rango entero del factor de preservacién aplicado, sin cambios
abruptos de la cinética de respuesta, pero con transicion gradual a partir
del efecto marginal (o no efecto) a intensidades relativamente bajas hasta
efectos inhibitorios o letales en altas intensidades del factor de

preservacion.

La poblacién microbiana decae como resultado de la exposicion a agentes
letales (por ejemplo, alta temperatura, dosis de irradiacién, tratamientos
con altas presiones), y pueden ser descritas por la funcién de Fermi, la
distribucién de Weibull, la cinética de primer orden, entre otros modelos
(Peleg, 2003).

La adquisicion de datos para aclarar las interacciones de multiples
variables asociadas con sistemas de alimentos ha estado en proceso
durante varias décadas, particularmente para determinar cémo la
actividad antimicrobiana es afectada por otros parametros (Lépez-Malo et
al., 2002).

El tratamiento matematico de la curva de respuesta a la dosis es muy
similar a las de las curvas de supervivencia, pero el tiempo de exposicidon
es sustituido por la dosis administrada. A altas dosis de un agente letal se
puede causar la mortalidad casi instantdanea de la poblacion microbiana
expuesta, por el contrario con dosis bajas podria tenerse un efecto
retrasado. La diferencia desde el punto de vista de modelado, radica en
que, en el primer caso (dosis altas), el tiempo no es el factor primario,

pero en el segundo (dosis bajas) si lo es.
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En inactivacion térmica o no térmica de microorganismos, por lo general
pueden encontrarse cuatro tipos comunes de curvas de supervivencia
semi-logaritmicas (Figura 5.1): curvas lineales (inactivacion de primer
orden), curvas con hombro o periodo inicial lag (concavidad positiva),

curvas con una cola (concavidad negativa) y curvas sigmoideas.

Log S (escala arbitraria)

Tiempo (escala arbitraria)

Figura 5.1 Diferentes curvas de inactivacién: A) con hombro
(concavidad negativa), B) con cola (concavidad positiva), C)
logaritmica lineal, D) sigmoidea (Peleg, 2000)

5.3 Cinética de primer orden

Tradicionalmente, la inactivacion microbiana ha sido considerada un
proceso que sigue la cinética de primer orden, suponiendo que las células
o esporas tienen idéntica resistencia a un agente letal y cada

microorganismo tiene la misma probabilidad de morir.
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Cuando una poblacion bacteriana es sometida a un proceso de
esterilizacidon que le provoca la pérdida de la viabilidad, se observa una
disminucion logaritmica en el nUmero de microorganismos sobrevivientes
en funcidon del tiempo de exposicion al agente esterilizante (ver Figura
5.2). De tal forma que la velocidad de destruccion estda dada por la

ecuacion propuesta por Chick (1908):

= —kn (5.1)
Donde N, es el nUumero de microorganismos viables en una unidad de
masa o volumen al tiempo t, Ny es el nUmero de microorganismos viables
iniciales (t = 0), k una constante de velocidad de inactivacién, que
depende de la resistencia del microorganismo al proceso de esterilizacion y
de su medio externo (temperatura, humedad y concentracién del agente
letal), (Peleg, 2003).

Poblacion Microbiana versus Tiempo

200 -

150 “\
100

Células por mL (107
LT
=

tiempo (min.)

Figura 5.2 Decaimiento logaritmico de una poblacidon microbiana
al ser sometida a un agente letal.
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Integrando la expresion (5.1):

fon st =—k [ dt (5.2)
InN — InN, = —kt (5.3)

(4.3) también puede expresarse como:

logN — logN, = S logNﬂ (5.4)
0

2.303

La ecuacion (5.4) es una ecuacion de una linea recta si se denomina y =

log N:

y—yo=—mt (5.5)
O bien:

y = —mt + yo (5.6)

Poblacion Microbiana versus Tiempo

1000
3
et -4
— 100
E \
2 10
& < —valor D—— S

1 T T T T T T

tiempo {(min)

Figura 5.3 Poblacién microbiana en el tiempo para una
temperatura 7, una de las expresiones de la curva de inactivacion
o de supervivencia, ecuacion (4.4).
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Si se llama D al tiempo (min) requerido para que la poblacién original se

reduzca a un décimo de la poblacidn inicial (N =N°/10), (ver figura 5.3)

entonces:
N
kt kD N (No/10)
logN —logNy = — === — == = log - = log == = log(l/lo) =-1 (5.7)
kD 2303
—S3e3= "1 D="— (5.8)

El valor D (min) se denomina “tiempo de reduccion decimal”, y es el
tiempo requerido para reducir la poblacion microbiana un 90% o un orden
de magnitud. De la ecuaciéon (5.8) se obtiene que el valor D esta
inversamente relacionado con la constante k, entonces valores menores
de D significan una mayor tasa de muerte o una muerte mas rapida del

microorganismo en estudio (Van Boekel, 2002).

La forma mas familiar de la ecuacion de inactivacion de primer orden es:

(5.9)

t
D

logS(t) = logNl = —
0

El término N/Ng se conoce como probabilidad de deterioro y debe tener un

- r - - N
valor menor que 1. La curva semilogaritmica resultante de graficar log —
0

contra el tiempo, es llamada frecuentemente curva de supervivencia.

La dependencia de la temperatura en el valor D, es expresada usando la
constante de resistencia termal, mejor conocida como valor de z (ver
Figura 5.4), es decir el aumento de la temperatura que disminuira el
tiempo de reduccién decimal por un factor de 10. El valor z es un valor
caracteristico de cada microorganismo y puede ser relacionado con la

energia de activacidn de la siguiente forma:
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2.303RT?
zZ=—
Eq

(5.10)

Valor D versus Temperatura

1000
< o0
(]
o
= 10
=

. valor z
1 I 1 I I I

130 132 134 136 138 140

Temperatura (°C)

Figura 5.4 Relacién grafica entre la temperatura y el valor D

El concepto del valor D ha sido utilizado en procesos de conservacion
térmicos asi como no térmicos. El objetivo de investigar la dependencia de
la temperatura en inactivacion térmica es para poder calcular el
tratamiento necesario en combinaciones tiempo-temperatura en |la

pasteurizacion o esterilizacidon generalmente de alimentos.

El concepto tradicional de 12D, que significa la reduccién de 12 ciclos
logaritmicos del numero inicial de microorganismos, es considerado
suficiente para el procesamiento de los alimentos. El valor D se vuelve
problematico cuando curvas de supervivencia semilogaritmicas

experimentalmente determinadas son claramente no lineales.

5.4 Desviaciones

Actualmente existen diversos modelos matematicos utilizados para evaluar
los procesos de esterilizacién, dentro de los cuales el mas utilizado por los

investigadores es la cinética de primer orden. Como se menciond en el
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apartado anterior esta cinética se basa en que las curvas de supervivencia
de células estan regidas por una relacién lineal entre el logaritmo decimal
del nimero de microorganismos sobrevivientes y el tiempo de exposicion
al agente letal; sin embargo, existen curvas de supervivencia microbiana

que no siguen esta tendencia lineal.

Debido a las desviaciones de la linealidad (concavidades) que pueden
presentar las cinéticas de inactivacion se puede ocasionar un
sobreprocesamiento o subprocesamiento, ya que los parametros de dichos
procesos convencionalmente se aplican a partir de la cinética de primer
orden (valores D y z). La explicacién mas comun de la no linealidad es que
la poblacién microbiana estudiada estd conformada a su vez por muchas
subpoblaciones, cada una con su propia cinética de inactivacion, incluso
cuando la poblacién es pura. Lo anterior implica que hay variacién
bioldgica, o en otras palabras, existe heterogeneidad entre las células de

una poblacion de un mismo microorganismo (Van Boekel, 2002).

Un punto de vista alternativo consiste en que la curva de supervivencia no
deberia ser tratada en el término cinético absoluto, sino como una forma
acumulativa de una distribucion temporal de eventos letales. Estos
representan las diferentes resistencias de la poblacién expuesta o tratada
al espectro del agente letal. Seguin este punto de vista, las diferentes
formas de las curvas de supervivencia son una manifestacion de las
propiedades de la distribucion como pueden ser su mediana, moda,
desviacion estandar, sesgo, entre otros. Los cambios de forma que ocurren
al ir cambiando las condiciones externas (la temperatura, la concentracién
de agentes antimicrobianos, el pH), son interpretados como cambios que
se reflejan en los pardmetros de la distribucién (Peleg y Penchina, 2000).
Ante esta problematica, varios autores (Whiting, 1995; Peleg y Pengchina,
2000; Corradini y Peleg, 2009) han desarrollado otros modelos

matematicos que se acoplen mejor con las formas reales de las curvas de
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supervivencia. A continuacién se presentan algunos modelos cinéticos
relativamente simples que permiten la cuantificacion de los efectos de

varios agentes letales para la inactivacién microbiana.

5.4.1 Modelo de distribucion de Fermi

Este modelo supone que la curva de respuesta a la dosis de un
microorganismo individual, i/, es una funcién escalén Si(X), donde X es la
intensidad del agente letal en las unidades pertinentes y Xc es el nivel en

el cual un microorganismo es destruido (Peleg, 2003):
Si X < Xci, entonces

Si(X)=10logSi(X) =0 (5.11)

Y si X > Xd, entonces
Si(X)=001l0ogSi(X) >-»  (5.12)

Segun esta definicidén, Xc, es una medida de la resistencia o la sensibilidad
del microorganismo al agente letal. A mayor X, mas tolerante es el
microorganismo; a menor X¢, mas susceptible es el microorganismo. La
curva de respuesta a la dosis de una poblacidn microbiana S(X),
compuesta de individuos con resistencias diferentes de X, se expresa

como:
S (X) = Z Si(X) Adi (5.13)

Donde A¢i es la fraccion de microorganismos, que sucumben a la misma

dosis letal:

T(Ad) = 1 (5.14)
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Cuando la poblacidn microbiana es suficientemente grande y su espectro
de resistencia es suficientemente denso, la ecuacién (5.13) puede ser
aproximada por una expresion basada en una distribucién paramétrica,
que describe el espectro de resistencia o sensibilidad del microorganismo,
definido en términos de los niveles de dosis de los agentes que causan su
mortalidad (Fig.5.5). La distribucion de Fermi se puede expresar entonces
como:
S(X) = W (5.15)

Donde k es una constante representando la extensién de la distribucion y
Xc es la moda y mediana para distribuciones normales sin sesgo. En la
ecuacién (5.15), cuando k es grande en relacidon con X - Xc, la distribucién
es angosta; por lo contrario cuando k es pequeia, la distribucién es

amplia. De tal forma, la distribucién de Fermi es siempre simétrica.

A) Célula B ) Poblacion

S(X)
Frecuencia

Dosis Dosis

LogS(X)

Dosis

Figura 5.5 A) Vista esquematica de la curva de respuesta a la
dosis de un microorganismo descrito por la funcién de Fermi, B)
la distribucidon de dosis letales a las cuales los individuos de la
poblaciéon sucumben, C) curva de respuesta a la dosis.
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La funcién de distribucién de Fermi es continua, por lo tanto, ésta puede
ser ajustada por medio de procedimientos de regresion estandar no
lineales aun para las curvas de respuesta a la dosis con mucha pendiente.
Sin embargo, debido a que la magnitud de k tiene poca importancia,
especialmente cuando datos experimentales en y cerca de Xc no estan
disponibles, seria prudente fijar el valor de k por adelantado, dejando a Xc
como Unico parametro ajustable para ser determinado por la regresion. El
uso particular de esta funcién es que sus constantes (Xcy k) pueden ser
directamente relacionados con la forma de la curva de supervivencia, lo
gue hace posible la comparacidn entre microorganismos o la evaluacién de

la intensidad del factor que determina la supervivencia microbiana.

5.4.2 Modelo de distribucion Weibull

La funcidén de distribucion de Weibull toma en consideracién la variacion
bioldgica de una poblacién de microorganismos y es usada para describir
el espectro de las resistencias de dicha poblacién a un agente letal en

diferentes condiciones.

Las principales ventajas de este modelo son su simplicidad y su capacidad
de modelar las curvas de supervivencia que son lineales y aquellas que
contienen hombro o regiones con cola (ver Fig. 5.1, curvas A, B, y C). Con
los parametros apropiados, la funcién de Weibull puede explicar
distribuciones claramente sesgadas y distribuciones casi absolutamente

simétricas (Peleg y Penchina, 2000).

La funcion de distribucion de probabilidad esta dada por:

ft) = 5(5)[3_1 exp (— (g)ﬁ) (5.16)

a \a
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Cont, a, >0, y con la funcion de distribucion acumulativa:

B

F(t) = exp (— (%) ) (5.17)
En términos de una curva de supervivencia, la ecuacion (4.17) puede
expresarse:

B

S(t) = N% = exp (— (é) ) (5.18)

O en su equivalente:
1 (t\P
logS(t) = - ——(%) (5.19)

Donde, S(X) es la fraccion de microorganismos sobrevivientes; No es el
nimero inicial de células y N el nimero de células al tiempo t; con
a, pcomo los dos parametros de la distribucidon; los cuales pueden ser
obtenidos empleando una técnica de regresion no lineal; o como el factor

de posicion de la distribucién y g como el factor de forma.

De acuerdo con el modelo (5.19), la grafica log S(X) vs t presenta
concavidad hacia abajo siempre que g > 1 y una concavidad hacia arriba
siempre que B < 1; mientras que cuando g = 1 la curva de supervivencia
es lineal y la distribucion de Weibull se reduce a una distribucién
exponencial (Corradini et al., 2009). Para este caso en particular, la

funcidon de distribucidon de probabilidad exponencial se reduce a:

fl) = %exp (—é) (5.20)
Y su funcion de distribucién acumulativa se reduce a una ecuacion de
cinética de primer orden:

logS(t) = — — (5.21)

2.303a

MAR{A ELENA VILLALBA PASTRANA | 65



ANTECEDENTES

Desde el punto de vista de la inactivacion térmica microbiana, los distintos
valores del factor de forma () se pueden interpretar de la siguiente forma

(ver Figura 5.6):

- Cuando B > 1 significa que las células remanentes son muy
susceptibles al calor, o en otras palabras, indica que el dafo
acumulado en la primera fase del tratamiento impide que el resto
de los microorganismos sobrevivan.

- Sif < 1 indica que las células remanentes tienen menos
probabilidad de morir, es decir, éstas son mas resistentes o quizas
se han adaptado a las nuevas condiciones de estrés.

- Finalmente cuando g = 1 implica que la probabilidad de muerte de
las células no depende del tiempo, o bien, que todas las células
presentan la misma sensibilidad al agente letal sin importar cuanto
dure el tratamiento. En general demuestra que no existe variacion

bioldgica dentro de la poblacién microbiana.

Con el fin de obtener mayor cantidad de informacién de la distribucion de
Weibull, es posible calcular a partir de los valores de ayp otros

parametros de utilidad como lo son la media, moda y varianza.

La moda de la distribucidon, Xm, es:

7
X, = (%) (5.22)
Su mediana es:
B+1
P ‘Z) (5.23)
)
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Y su varianza es:

, TN

o2 = = (5.24)
@)
El Coeficiente de sesgo (oblicuidad) esta dado por:
v, = “33/ (5.25)
Uz 2
r 2 r 2
Donde u; = (H—/f) r U2 = (H—@, y r es la funcion gamma.
(Ya)? (Ya)?

La moda, X, representa el tiempo de tratamiento al cual la mayoria de la
poblacion muere o se inactiva. La mediana, X, corresponde al tiempo de
inactivacién promedio. El coeficiente de sesgo vi, representa el sesgo de la
distribucién. Cuando vi;>1 indica que la curva es sesgada a la derecha,
mientras que v; < 1 indica que estd sesgada a la izquierda; y una

distribucién con un valor de v;= 1 indica que ésta es simétrica.

Cuando curvas de respuesta a la dosis son ajustadas con la ecuacién
(5.18) como modelo, se espera que la g adquiera valores del orden de 1.5
a 5. Por ejemplo, si # > 1, indica la existencia de un pico de frecuencia
(moda) en algun sitio en medio del rango de la dosis aplicada; por
consiguiente, el valor de (1/a) correspondiente podria tener un valor
numérico muy pequefio. Tales valores, especialmente cuando se combina
con una B de niumero no entero, el modelo es muy poco atractivo para ser
presentado en su forma original. Sin embargo, la conversién de sus
parametros ay f en promedio, moda, varianza o la desviacidén estandar
(5.22 a 5.25), facilitaria enormemente la comparacion entre diferentes
organismos. Esto también puede ser usado para cuantificar la influencia de

condiciones de crecimiento u otros factores sobre el mismo organismo.
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Aunqgue la distribucion acumulativa exponencial expresada por la ecuacion
(5.21) tiene la misma forma que una cinética de primer orden (5.9), el
significado de los parametros D y « son distintos. D es el reciproco de la
constante de inactivacion de primer orden, mientras que « representa la
media de la distribucion de los tiempos que describe la muerte de la

poblacidén microbiana y tiene una interpretacion probabilistica.

-0.2

0.4 4

0.6

0.8

=1

lag S

=12 4

-1.4

-1.6

-1.8

=2

Tiempo (escala arbitraria)

Figura 5.6 Grafica que esquematiza las curvas de inactivacion
generadas a partir de tres distintos valores del factor de forma B
y su influencia en el tiempo de confiabilidad (tr), de acuerdo a la
funcion de distribucién de Weibull (Van Boekel, 2002).

El concepto de tiempo de confiabilidad (tg), es el tiempo necesario para
reducir el nimero de microorganismos en un factor de 10, el cual es
equivalente al valor D comunmente manejado en los procesos de

esterilizacién, solo que para la distribucién de Weibull se expresa de la

siguiente manera:

tp = a(—=In0.1)# = a(2.303)# (5.26)
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Estos tiempos estan indicados con lineas punteadas en la Figura 5.6 para
varios valores de g, demostrando la dependencia existente entre tr y g.
Por consiguiente este parametro puede desempefiar la misma funcidon que
el parametro D, pese que no tengan totalmente el mismo significado (Van

Boekel, 2002). De tal forma que al generalizar la ecuacion (5.26):

tp = a(=In10"9)8 (5.27)

Donde d es el numero de reducciones decimales, ejemplificando para el

caso mas comun en los procesos de esterilizacién, 12D:

tp = a(25.328)F (5.28)

No hay que alarmarse si los valores D tradicionales y reportados en
literatura resultan muy diferentes de estos calculados a partir de la funcion
(5.26), pues se ha demostrado que el modelo de Weibull puede ser mas
realista que la cinética de primer orden. Aunque por supuesto no hay que
olvidar que son los propios datos experimentales los que indican cual

modelo emplear.

Una de las pruebas clasicas para evaluar la aplicabilidad del modelo de
Weibull consiste en una grafica doble logaritmica de In (-In S(X)) en
funcidon de In t. Se establece que el modelo aplica adecuadamente, si se

obtiene una linea recta.
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Loa S (escala arbitraria)

Tiempo (escala arbitraria)
Figura 5.7 Vista esquematica de las distintas curvas de
supervivencia microbiana. (A) Ecuacién 4.19 con B>1, (B)
Ecuacién 4.19 con B<1(C) Ecuacion 4.29, (D) Ecuacion 4.30.

En principio y en practica, las curvas semi-logaritmicas de supervivencia
microbiana no siempre tienen las formas modeladas por la ecuacién (5.19)
(Figura 5.7, tipo A y B), sino que también pueden presentar formas
sigmoideas (Figura 5.7, tipo C y D) (Corradini et al., 2010). Para describir
matematicamente el comportamiento del Log contra el tiempo en los casos
de curvas sigmoideas, se requieren modelos empiricos mas elaborados,

Peleg et al., (1999) proponen:

Para la curva tipo C:

logS = —c t™ — c,t™2 (5.29)
Y para el tipo D
- ng
lOgS — (1+Cc34ttn4)’n3 > Ny (5-30)

Donde t es el tiempo de exposicién y las ¢“s y n’s son constantes. En
estos casos, la forma de las curvas varia en funcién de la intensidad del

agente letal. Las curvas de inactivacion son coéncavas hacia arriba y
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relativamente planas cuando el organismo ha sido expuesto a un agente
letal con baja intensidad; esto significa que los miembros mas sensibles de
la poblacidon fallecen dejando sobrevivientes con mayor resistencia. La
curva se convierte en cdéncava hacia abajo o escalonada cuando se
incrementa la intensidad del agente letal, lo cual refleja la acumulacién del

dafo y el incremento en la sensibilidad de los organismos sobrevivientes.

Existen muchos mas modelos matematicos que los presentados en este
texto, todos buscan representar con mayor exactitud las curvas de
supervivencia microbiana para obtener un mejor entendimiento de los
procesos de esterilizacion y conservacién de ciertos productos; sin
embargo, muchas veces la gran cantidad de informacion disponible en vez
de facilitar el estudio provoca gran confusién sobre cémo identificar el
modelo adecuado. Como solucidn a lo anterior, primero se deben analizar
los datos experimentales y buscar el que se le aproxime mas, siempre
teniendo en cuenta el tan conocido principio de parsimonia: cuanto mas
sencilla sea una explicacidon es mejor, que en este caso seria el modelo con

menor nimero de parametros o bien el mas sencillo de manipular.

5.5 Validacion de modelos

La microbiologia predictiva esta basada en la premisa de que las
respuestas de las poblaciones de microorganismos a los factores
ambientales son reproducibles, y que por caracterizacion de los factores
dominantes de las respuestas de crecimiento, es posible, desde
observaciones anteriores, predecir las respuestas de dichos

microorganismos en otras condiciones ambientales similares.

Para determinar qué predicciones proporcionan una buena descripcién del
crecimiento en los productos, los modelos deben validarse y evaluarse en

su habilidad predictiva. Cuando un modelo matematico se construye y
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valida adecuadamente, permite, por ejemplo, la prediccién del efecto de
cambio de las condiciones de tratamiento sobre la evolucidon microbiana.
La precision de los modelos puede ser valorada graficamente enfrentando
los valores observados contra las correspondientes predicciones del
modelo. Ademds, el error cuadrado del medio, los valores de R?, los
factores de sesgo y de exactitud pueden utilizarse como indicacién de la

confianza de los modelos cuando son aplicados a los productos.

El coeficiente de determinacién multiple (R?) es un criterio de valoracién
de la capacidad de explicacion de los modelos de regresién, y representa
el porcentaje de la varianza justificado por la variable independiente,
mientras que el R? ajustado tiene en cuenta el tamafio del conjunto de
datos, y su valor es ligeramente inferior al de su correspondiente R®. Si
todas las observaciones estan en la linea de regresion, el valor de R% es 1,
y si no hay relacion entre las variables dependiente e independiente, el
valor de R? es 0. El coeficiente R? es una medida de la relacién lineal entre
dos variables. A medida que su valor es mayor, el ajuste de la curva a los
datos es mejor, puesto que la variacion explicada es mayor; asi, el
desajuste provocado por la sustitucion de los valores observados por los

predichos es menor.

El objetivo del enfoque de todos los modelos es obtener buena
generalizaciéon de propiedades. Esto significa que un modelo deberia
funcionar bien cuando se confronte con nuevos datos, incluso en la regién
de interpolacién del disefio experimental original. Esto estd relacionado
con la sobreestimacién o subestimacion: un modelo muy rigido tendra un
bajo R? ajustado, no obstante, quizds expone un comportamiento légico,
mientras que un modelo flexible tendrd un alto R? ajustado, pero puede
fallar cuando es usado con datos recientes o incluso con los datos usados

para desarrollar el modelo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion de lodos

Para el desarrollo de esta investigacion fue necesaria la continua obtencién
de lodos residuales; éstos fueron recolectados durante cuatro meses
dentro del periodo Diciembre (2010) - Marzo (2011) de la micro planta de
tratamiento de aguas residuales ubicada en los edificios 12 y 18 del
Instituto de Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). Esta planta lleva operando desde 2007 y trata en promedio 2.3-3
m3/dia y produce agua tratada para descarga de los sanitarios de esos

edificios.

Con el fin de simular la corriente de lodos de purga de una planta de
tratamiento convencional de aguas residuales municipales se colectaron
lodos primarios y secundarios, los primeros se obtuvieron del tanque
séptico y los secundarios se muestrearon en la seccién aerobia del
sedimentador secundario de la planta de proceso combinados, conocida
como microplanta (Anaerobia-Andxica-Aerobia). El lodo primario después
de extraerlo fue tamizado para retirar las particulas de grandes
dimensiones, empleando un tamiz de 0.5 cm. Para los lodos secundarios
no se requirio el tamiz, dado que tenian una consistencia tersa y uniforme.
Posteriormente se dejaron sedimentar aproximadamente 2 horas; el
excedente de agua era retirado y los lodos se almacenaban en bidones
para ser transportados al cuarto frio del laboratorio de Ingenieria
Ambiental del Instituto de Ingenieria donde permanecieran a una
temperatura de 4 ©°C. Al transcurrir aproximadamente 24 horas se
revisaban los bidones y si era necesario se retiraba una vez mas el
sobrenadante, se homogeneizaban las muestras de cada tipo de lodo y se

proseguia a la realizacion de los analisis de soélidos totales (STT), sdlidos
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totales volatiles (STV) y sodlidos totales fijos (STF) (ver Anexo A) para
conocer la composicién de cada lodo y poder realizar la mezcla de 60% de
lodo primario y 40% de lodo secundario (con base en peso), composicidn
tipica de la corriente de lodos de purga (Rubio, 2004). Una vez obtenida la
mezcla se almacenaba una vez mas en el cuarto frio segun lo establecido
en la NOM-004-SEMARNAT-2002 hasta su utilizacion, no excediendo una

semana de almacenamiento.

6.2 Descripcion del dispositivo experimental

El dispositivo donde se realizaba el pretratamiento térmico del lodo
residual fue denominado “Termohidrolizador de lodos” (Martinez, 2009)
(ver figura 6.1). Este equipo cuenta con un vaso de precipitados de 1000
mL de capacidad el cual tiene una rejilla a modo de tapa, donde se
encuentra fijo un agitador tipo propela de 0.6W con velocidad variable,
gue tiene como propodsito evitar los gradientes de temperatura y garantizar
un mezclado homogéneo dentro del recipiente. ElI sistema de
calentamiento esta constituido por un aro de aluminio que posee en su
interior una resistencia de 200W que por conveccién propicia el
calentamiento de la mezcla de lodo. El dispositivo cuenta con una caja
controladora, en cuyo interior se encuentra un circuito electrénico
conectado a un termopar que mide la penetracién del calor en el lodo y

controla el sistema de calentamiento y agitacion.

La temperatura y el tiempo deseados fueron programados mediante un
teclado en la pantalla de la caja del controlador y en un crondémetro
respectivamente, estos dos acoplados al circuito. Cuando la mezcla
alcanzaba la temperatura deseada, automaticamente se activaba el
crondmetro que inicia la cuenta del tiempo programado y una vez que éste
transcurria se activaba una alarma que indicaba que el ciclo se habia

completado, desconectando a su vez el sistema y la resistencia para
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detener el calentamiento. Cuando Ila temperatura sobrepasaba Ila
temperatura programada (set point) se encendia un ventilador ubicado
debajo del vaso de precipitados que ayuda al sistema a bajar la
temperatura hasta alcanzar la estipulada y en ese momento éste se

apagaba.

Figura 6.1 Termohidrolizador de lodos

6.3 Procedimientos de inactivacion

En cuanto al diseno experimental para obtener las cinéticas de inactivacion
de los patdgenos durante el pretratamiento térmico de lodos, se estipuld
estudiar tres distintas temperaturas de exposicion (60,70 y 80 °C). La
duracién de cada tratamiento se estableciéo en 60 minutos con base en lo

reportado por Martinez (2009).

En todos los ensayos se colocd un volumen de 800 mL de mezcla de lodo
en el termohidrolizador; el lodo fue introducido al aparato a una
temperatura aproximada de 4 °C requiriendo de 20 a 35 minutos para

alcanzar las temperaturas establecidas (60, 70 y 80 °C). Se presto
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especial cuidado en mantener el termopar inmerso y en el centro del lodo

para que el perfil de temperatura fuera representativo del sistema.

Una vez alcanzada la temperatura estipulada se tomo la primera muestra,
denominada Ty, las muestras consecuentes fueron tomadas a intervalos de
tiempo predeterminados, cada una de éstas consistié en 50mL de lodo.
Inmediatamente, el recipiente que contenia la muestra fué colocada en un
bafio de agua para detener el proceso de inactivacion térmica, bastd un
descenso a temperatura ambiente para lograr esto sin alterar la viabilidad
de los microorganismos remanentes en la muestra. El esquema de

muestreo aplicado para cada pretratamiento se muestra en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1 Esquema de muestreo.

Temperatura . .
o Tiempos de muestreo (min)
de Exposicion

60 °C o,1,2,3,510,12,15,20,30,60
70 °C 0,0.5,1,1.5,2,3,5,10, 15,30,60
80 °C 0,1,2,3,510,15,60

En el transcurso de 1 hora después de finalizado el tratamiento térmico,
todas las muestras colectadas fueron analizadas mediante las técnicas
microbioldgicas estipuladas en la NOM-004-SEMARNAT-2002. Una vez que
se encontraban resultados bien definidos, se realizaron de 3 a 4 replicas

para cada temperatura de exposicion.

6.4 Técnicas microbioldgicas

La Norma Mexicana que regula el manejo y la disposicion final de los lodos
de desecho provenientes de plantas de tratamiento municipales (NOM-
004-SEMARNAT-2002) establece las técnicas de cuantificacion de
Coliformes y Salmonella spp. (Anexos B y C).
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Se aplicéd la prueba directa para la determinacion de Coliformes, la cual
consiste en la inoculacidon y posterior incubacion a 44.5 °C en medio A-1
con campana de Durham (ver Anexo B), teniendo como prueba positiva la
generacién de gas como resultado de la fermentacion de la lactosa, y
como prueba negativa la ausencia de gas dentro de la campana de

Durham.

Mientras que para determinar la presencia de Salmonella spp. se inoculd
con cada muestra de lodo primero un medio de enriquecimiento y selectivo
(Caldo de Tetrationato) por 22 horas a 37 °C y después en medio Selenito
Cistina durante 24 horas a 41 °C (Anexo C), donde por medio de cambio
de coloracién a anaranjado intenso se obtuvo prueba positiva o en caso
contrario prueba negativa. Algunos de los tubos positivos de Selenito
Cistina se sembraron por estria en placa en medio de sulfito de bismuto,
con el fin de corroborar que los microorganismos aislados se trataran de

Salmonella spp.

El maximo de diluciones a emplear en ambos casos se fijo después de
hacer los analisis microbioldgicos al lodo crudo (1077), pues siempre se
partia de esa concentracion inicial de microorganismos hacia la completa
inactivacion de éstos, considerando el proceso térmico al que se sometia el

lodo.

La cuantificacién de cada uno de los microorganismos se llevd a cabo
aplicando el método estadistico de NUmero mas probable (NMP) en serie
de tres tubos, por medio de la obtencién del cddigo de los tubos positivos
y negativos, en Medio A-1 y Selenito Cistina respectivamente, verificando
posteriormente el valor de NMP de tablas (Anexo D). El resultado se
expresé en niumero de microorganismos por gramo de soélidos totales, este
ajuste se realizd con base en el analisis de sdlidos totales (STT) de cada

muestra de lodo.
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6.5 Curvas de inactivacion

Con los datos obtenidos de los analisis microbioldégicos de coliformes
fecales y Salmonella spp. se graficd el logaritmo del nimero de
microorganimos remanentes en el eje de las abscisas y el tiempo en el eje
de las ordenadas, obteniendo de esta forma las curvas de supervivencia
térmica, después se ajustaron tres distintos tipos de funciones: el modelo

de cinética de primer orden, modelo de Weibull y un modelo empirico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de los lodos residuales

Las caracteristicas que la literatura reporta indican STV entre 60 y 80%
para el lodo primario y STV entre el 70 y 80% para el lodo secundario
(Noyola, 1998). Como se puede observar en la tabla 7.1, la composicién
de los lodos (primarios y secundarios) entra perfectamente en el rango

recomendado.

Tabla 7.1 Composicion de solidos promedio de lodos residuales
concentrados.

%
Tipo lodo STT g/I STV g/l STF g/I STF % STV

Lodo primario |56.51 + 16.05|41.65 + 12.24(14.86 + 3.81| 26.3 | 73.7

Lodo secundario| 24.13 + 6.23 | 20.02 + 5.26 | 4.10 + 1.06 | 17.0 | 83.0

Tabla 7.2 Composicién promedio de las mezclas de lodo empleadas en
los pretratamientos térmicos.

Mezcla STT STV STF

Lodo ma/| ma/! ma/| %STV | %STF
1 42862 | 40380 | 2482 94.21 5.79
2 40330 | 31296 | 9033 77.60 | 22.40
3 41493 | 31770 | 9723 76.57 | 23.43
4 41070 30626 | 10443 74.57 25.43
5 31103 | 24273 | 6830 78.04 | 21.96
6 30453 | 23503 | 6950 77.18 | 22.82
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En la tabla 7.2 se detalla la composicién en soélidos totales de las seis
distintas mezclas de lodo, 60% lodo primario y 40% lodo secundario (con
base en peso), que se prepararon a lo largo de la fase experimental para

llevar a cabo los distintos pretratamientos térmicos.

Tomando en cuenta que el anadlisis de solidos totales ofrece una
aproximacion de la cantidad de materia organica presente en la fraccion
sélida del lodo residual (STV), en la Tabla 7.2 se puede observar que en
todas las mezclas obtenidas aproximadamente el 80% de la materia
presente es susceptible a descomposicion, factor que favorece al desarrollo
de las comunidades microbianas presentes. La alta carga organica se
asocia a la procedencia del lodo, debido a que la planta donde se

realizaron los muestreos trata las descargas de sanitarios de dos edificios.

Se nota un decremento en la cantidad de sélidos totales en las dos ultimas
mezclas obtenidas, esto fue provocado por una modificacion en el proceso
de tamizado, en ambos casos se empled un tamiz con menor tamano de
poro, con el propdsito de mejorar la consistencia de lodo y favorecer los
procesos posteriores. Sin embargo, es de resaltar que la proporcién de
materia organica presente en estas mezclas no sufrié alteracién alguna
(ver tabla 7.2), debido a que se retiraron principalmente fibras y semillas,
gue por su mayor tamafio obstruian el dispositivo de muestreo en el
termohidrolizador o se acumulaban en el agitador del mismo, por
consiguiente al retirar estas particulas del lodo, el pretratamiento resulté

beneficiado.
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Tabla 7.3 Caracterizacién microbioldgica de los lodos residuales

empleados en los pretratamientos térmicos.

Coliformes | Salmonella
fecales spp-
Mezcla NMP/gST | NMP/gST
Lodo lodo lodo
1 2.17E+06 No
cuantificado
2 1.14E4+07 No
cuantificado
3 2.24E+06 1.07E+07
4 1.07E+4+06 3.74E+07
5 3.54E+07 1.48E+08
6 1.51E+06 1.51E+08
PROMEDIO 3.83E+06 5.46E+07

En la Tabla 7.3 se concentran los resultados de los analisis de
cuantificacion de coliformes fecales y Salmonella spp.; estos reflejan que
en la mayoria de las mezclas de lodo se determiné similar carga
microbiana. Respecto a los coliformes fecales, en cuatro de las seis
mezclas procesadas se encontré 6 unidades logaritmicas (log) de estos
microorganismos, mientras que en tres de cinco muestras analizadas se
determind una concentracion de 7 log de Salmonella spp. Son estas
concentraciones iniciales promedio las que se usan como referencia para

las cinéticas de inactivacion.

Dos de las mezclas no muestran reportado su conteo de Salmonella spp.,
debido a que se presentaron problemas en la técnica analitica y los
resultados encontrados no fueron confiables, por lo cual se tomd la

decision de omitirlos.
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Las concentraciones de los microorganismos indicadores de la Tabla 7.3
son mayores a las reportadas en el trabajo de Martinez (2009), (1.85x10°
coliformes, 3.45x10% Salmonella spp.). Esta discrepancia esta relacionada
principalmente a las distintas procedencias del lodo, ya que en el presente
trabajo se obtuvieron de una planta que trata casi en su totalidad un
efluente procedente de sanitarios, mientras que en el trabajo previo se
muestred en la planta de tratamiento de aguas residuales de Cerro de la
Estrella, la cual trata un efluente de tipo municipal, que posee distintas
caracteristicas con respecto a un efluente de sanitarios, debido a que los
efluentes con mayor carga organica sufren dilucion por la incorporacién de
otros efluentes con diferente composicién que incluso pueden contener
sustancias que afecten parcialmente el desarrollo de los microorganismos

patdgenos.

7.2 Curvas de inactivacion

7.2.1 Coliformes fecales

Tabla 7.4 Datos experimentales promedio del pretratamiento a 60 °C.

t( min) [Log NMP/g ST
0 5.64 = 0.11
1 5.03 £ 0.0
2 4.16 £ 0.35
3 3.11 = 0.14
5 2.78 £ 0.0
10 2.78 £+ 0.001
12 2.36 + 0.001
15 2.03 + 0.001
20 1.76 = 0.001
60 1.76 = 0.001
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Figura 7.1 Curva de inactivacion de coliformes fecales, a

temperatura de 60 °C (Area sombreada zona de decaimiento

exponencial).
A través del analisis de la curva de inactivacién presentada en la figura 7.1
se pudo extraer informacion relevante sobre la reaccion de los coliformes
fecales ante una situacion de estrés, en este caso una exposicion durante
60 minutos a una temperatura de 60 ©°C. La concentracion de
microorganismos al tiempo cero de la curva isotérmica no dista mucho de
la concentracién promedio del lodo crudo, esto indica que nos
encontramos ligeramente sobre el umbral de temperatura donde se

muestran los primeros indicios de daho en las bacterias coliformes.

Durante los primeros 5 minutos se percibe con claridad una disminucion
exponencial en la concentraciéon de microorganismos (ver area sombreada
en figura 7.1), después se presenta una zona de decaimiento gradual que
se comporta de forma asintotica después de los 20 minutos de

tratamiento, con una carga remanente promedio de 1.75 log NMP/g ST. La
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primera zona de la curva refleja que la mayor parte de la poblacién de
coliformes fecales es susceptible a esta temperatura de exposicidén, sin
embargo, a medida que transcurre el tiempo el decaimiento es menos
acelerado hasta que practicamente es imperceptible la letalidad del
proceso. Lo anterior demuestra que existen miembros de la poblacidon que
son mMas resistentes y son capaces de crecer pese al tiempo de exposicion
y la temperatura de 60 °C, concordando con lo planteado por Van Boekel
(2002), sobre que una poblacién microbiana estudiada estd conformada a
su vez por muchas subpoblaciones, cada una con su propia cinética de
inactivacion.

Esta misma temperatura fue estudiada por Bonjoch y Blanch (2009),
encontrando presencia de coliformes fecales aun después de 90 minutos

de exposicién, comportamiento que concuerda con lo aqui determinado.

Tabla 7.5 Datos experimentales promedio del pretratamiento a 70 °C.

t(min) | Log NMP/g ST
0 4.13 + 0.67
0.5 3.85 + 0.07
1 3.05 + 0.28
1.5 2.44 £+ 0.08
2 2.22 + 0.13
3 1.93 £ 0.09
5 1.93 = 0.09
10 1.93 = 0.09
15 1.84 = 0.07
30 1.84 = 0.07
60 1.84 = 0.07
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Figura 7.2 Curva de inactivacion de coliformes fecales, a
temperatura de 70 °C (Area sombreada zona de decaimiento
exponencial).

La figura 7.2 muestra una tendencia similar a la curva procedente del
pretratamiento a 60 °C (Figura 7.1), el mismo decaimiento exponencial,
solo que en esta ocasién en un intervalo de tiempo ligeramente menor (3
minutos). A partir de ese instante se observa una zona marginal donde la
concentracion de coliformes fecales se mantiene practicamente inalterable

hasta completar los 60 minutos de exposicién a la temperatura probada.

El comportamiento lineal reflejado durante los primeros minutos del
tratamiento junto con la reduccién en la concentracion microbiana
aproximada de 2 log durante la fase no-isotérmica del proceso, son reflejo

del incremento en la intensidad del agente letal.

Con el propésito de llevar a cabo una comparacidon se puede mencionar

gue en el trabajo de Martinez (2009), donde se realizd un estudio
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semejante a éste, en el pretratamiento térmico a 70 °C a partir de los 30
minutos ya no se detectd la presencia de coliformes fecales, sin embargo,
al analizar la figura 7.2 se detecta una contradiccion respecto a esos
resultados pues aun en un lapso de una hora no se llega a la muerte
absoluta, es cierto que se inactiva el 99.99% de la poblacién inicial de
coliformes fecales pero también es muy notorio que aunque en minima

proporcidn, siguen existiendo bacterias capaces de sobrevivir a 70 °C.

Tabla 7.6 Datos experimentales promedio del pretratamiento a 80 °C.

T(min) Log NMP/g
ST
0 2.48 £ 0.01
1 2.28 + 0.35
2 2.28 *+ 0.35
3 1.87 = 0.01
5 1.87 = 0.01
10 1.87 = 0.01
15 1.74 £ 0.22
60 1.13 £ 0.19
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Figura 7.3 Curva de inactivacion de coliformes fecales, a
temperatura de 80 °C (Area sombreada final de zona de
decaimiento exponencial).

Si se observa la figura 7.3 y se toma en cuenta que la concentracion
promedio de bacterias de coliformes fecales en el lodo crudo fue de 6.58
log NMP/gST, se puede deducir que la mayor remocién de
microorganismos se llevd a cabo durante la fase no isotérmica,
aproximadamente 4 log de reduccion en la carga microbiana, de tal forma
que lo que describe esta isoterma a 80 °C es el final de la curva de
inactivacién representativa para este lodo segun lo previamente

establecido por los ensayos a 60 y 70 °C.

En especial esta curva isotérmica muestra una forma sigmoide y los
cambios en concentracién de los microorganismos a través del tiempo son
escalonados, no hay grandes cambios debido a que las bacterias sensibles
al incremento de la temperatura ya han sido inactivadas y las remanentes

presentan mucha resistencia, prueba de ello es la supervivencia de
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algunas de ellas a pesar de estar sometidas durante una hora a una
temperatura de 80 °C. Sin duda mediante este tratamiento térmico se
alcanza la mayor remocién de coliformes fecales (5.45 log) con respecto a
las otras dos temperaturas analizadas, pero tampoco se logré la
eliminacion total.

Bonjoch y Blanch (2009), en su trabajo de igual manera estudian la
eliminacion de los coliformes fecales a 80 °C y reportan que aun después
de 60 minutos de exposicidon a esta temperatura no se alcanza la remocién
total, por lo tanto hay evidencia de que lo acontecido en el presente

trabajo se ha presentado también en otras investigaciones.

Analisis general de las curvas de inactivacion de coliformes fecales

Todas las curvas presentadas en este apartado son isotérmicas, es decir se
tomo la primer muestra una vez que se alcanzé la temperatura establecida
para cada pretratamiento térmico (60 , 70 y 80 °C), de ahi la discrepancia
en las cargas microbianas en el tiempo t=0. En la figura 7.4 se observa
gue al incrementar la temperatura de exposicion disminuye la
concentracion de coliformes fecales al tiempo cero de cada isoterma
[to]eo>[t0]70>[t0]so, lo cual como se comentd en cada una de las
isotermas determina el grado de remocién alcanzada en la fase no
isotérmica de cada proceso. Esta reduccion en carga microbiana se
justifica por el ascenso gradual de la temperatura que logra el equipo
exerimental en el seno del lodo que va inactivando las bacterias con mayor

sensibilidad a este factor de crecimiento.
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Figura 7.4 Concentracion de coliformes fecales en t=0 en los
distintos pretratamientos (Area sombreada zona de decaimiento
exponencial).

Las tres curvas de inactivacidon generadas a partir de los resultados de los
analisis microbioldgicos establecidos en el Anexo B, presentan tendencias
similares dado que presentan dos regiones principalmente: la primera de
ellas donde se refleja la inactivacién de la mayor parte de la poblacidon de
coliformes fecales presentes en el lodo crudo (ver area sombreada en
figuras 7.1, 7.2 y 7.3), la duracion de ésta varia inversamente con
respecto a la temperatura, es decir, disminuye el intervalo de tiempo en el
que se presenta a medida que se incrementa la temperatura fijada para
cada isoterma; la segunda es conocida como regién marginal de inhibicion,
que es donde se observa conteos bacterianos con decrementos poco
notables o bien practicamente nulos, lo cual implica letalidad casi

imperceptible (ver area sin sombreado en figuras 7.1, 7.2 y 7.3).
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Para que un tratamiento térmico sea eficiente en la inactivacion de
patdogenos y relativamente rapido, la temperatura de exposicion debe
rebasar la temperatura maxima de crecimiento de los microorganismos en
cuestion (Carrington, 2001). Si se toma en cuenta que los coliformes
fecales son capaces de fermentar lactosa a 44.5 °C y se considera que el
95% de este grupo esta conformado generalmente por Escherichia coli, la
cual tiene como temperatura maxima de crecimiento 46 °C (Madigan et al.
1997; Van Derlinden et al. 2011), se puede asumir que para estos
microorganismos, la actividad bioldgica es alterada a partir de los 46 °C, o
sea, los danos se van intensificando junto con el incremento de
temperatura hasta que se presenta lisis celular o bien las bacterias quedan
en un estado en el que son incapaces de crecer, sucesos representados
por el término inactivacion microbiana. Por consiguiente, al tener
temperaturas de exposicion superiores a los 60 °C y tomando en cuenta
que se reporta que una exposicion breve a 70 °C es suficiente para
eliminar los patdgenos de los lodos residuales (Carrington, 2001), se
esperaba una inactivacién total, suceso que no se presentd en ninguno de
los pretratamientos pese que dentro de la regién marginal de inhibicion se
determinaran conteos de coliformes fecales muy bajos.

En su investigacion, Bonjoch y Blanch (2009) compararon la capacidad de
distintos tratamientos para reducir la concentracion de coliformes fecales
en lodos residuales. Entre los tratamientos se encontraba la pasteurizacion
a dos distintas temperaturas 60 °C (P60) y 80 °C (P80), el primer proceso
con una duracién de 90 minutos, mientras que el segundo se aplicd solo
por 60 minutos. En el ensayo P60 se determind una reduccién de 5 log y
para P80 se obtuvo 6 log de remocidn, cabe mencionar que en ninguno de
los casos se obtuvo inactivacion total, resultado que concuerda con los
obtenidos en este estudio.

En los trabajos de Van Boekel (2002) y Van Derlinden et al. (2011) se

discute sobre una de las bases de la microbiologia predictiva, la cual
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asume a las poblaciones microbianas como sistemas homogéneos y que
cada célula posee caracteristicas similares de crecimiento e inactivacion
respecto a los demas miembros de la poblacién. Van Derlinden et al.
(2011) afirman que aun en una poblacion idéntica genéticamente existe
una pequeia fraccién de organismos que reaccionan de forma distinta a
cierto agente estresante externo, siendo capaz de sobrevivir y en casos
extremos crecer. Por su parte, Van Boekel (2002), comenta la existencia
de subpoblaciones microbianas con su propia cinética de inactivacion

incluso en poblaciones consideradas puras.

Con base en lo anterior, las caracteristicas de las curvas de inactivacion
determinadas durante esta investigacién, se pueden relacionar con la
presencia de varias subpoblaciones microbianas con distintas tolerancias al
incremento de la temperatura dentro del grupo de microorganismos
denominado coliformes fecales. En la zona de decaimiento exponencial
muere la subpoblacion mas sensible a la temperatura mientras que en la
zona marginal se pueden identificar las bacterias con resistencia térmica

incrementada.

Tal vez el factor mas importante a tomar en cuenta es que en el caso
particular de los lodos residuales, los microorganismos indicadores forman
parte de la microbiota de los lodos residuales, un sistema microbiolédgico
mixto, y estd comprobado que en muchos casos, el crecimiento y la
reproduccion son mas vigorosos en asociaciones favorables de dos o mas
tipos de organismos que en cultivos de una sola especie, debido a que los
microorganismos que habitan en un ecosistema presentan varios tipos de
asociaciones e interacciones entre las especies que los hacen comportarse
de una forma distinta a lo esperado (Carrillo, 2003). Un claro ejemplo de
esto es presentado en el trabajo de Lang y Smith (2008) donde estudiaron

las cinéticas de inactivacién de Escherichia Coli y Salmonella a distintas
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temperaturas de exposicién, comparando el comportamiento de las cepas
puras con respecto a aquellas aisladas de lodo residual crudo. Una de sus
conclusiones es que son las bacterias provenientes del lodo crudo las que

presentan mayor resistencia al incremento de la temperatura.

Estas anomalias pueden ser asociadas a la propia naturaleza del producto
a tratar, el lodo residual, un material donde se tiene una alta
concentracion de sélidos, que pueden de cierta forma proteger a los
microorganismos, como mencionan Mocé-Llivina et al. (2003) ya que
muchas bacterias sobreviven mejor asociadas a sélidos que cuando estan
suspendidas en agua. Qi et al. (2008) plantean que es posible que los
coliformes fecales prefieran ambientes con alto contenido de sdlidos
debido a su mayor tolerancia a la baja actividad del agua (definida como la
presion de vapor de la solucion dividida por la presién de vapor del agua
pura a la misma temperatura), de tal forma que en el caso particular de
los lodos residuales al incrementar los sélidos disminuye la presion de
vapor de la solucidn y a su vez la actividad del agua, permitiendo que solo
los microorganismos mas tolerantes a ésta sobrevivan. También se puede
considerar que la misma consistencia de los lodos dificulta la transferencia
de energia, lo cual ocasiona la existencia de gradientes y es posible que
las bacterias resistentes sean aquellas que cuentan con posiciones

privilegiadas dentro de la matriz menos expuestas a la temperatura.

Peleg (2000) resalta que en todos los procesos asociados a mortalidad
microbiana es inevitable tener cierto grado de supervivencia, también
aborda el término de muerte absoluta ya que es mas congruente pensar
gue se alcanzard este grado de eliminacion cuando la curva de
supervivencia del microorganismo sigue una cinética de primer orden o
bien cuando la curva presenta concavidad negativa. Esto se explica dado

gue los microorganismos son afectados por una acumulacion de eventos
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letales que provocan que incluso los miembros mas resistentes de la
poblacién finalmente mueran. Sin embargo se expone que aun no se
cuenta con argumentos suficientes para negar que se alcance la muerte
absoluta en casos donde las curvas presentan concavidad positiva y con
una zona asintética, pues bien este comportamiento puede ser atribuido a
falta de intensidad del agente letal. Por resultar impractico no se ha
comprobado si después de un exceso de tiempo de exposicion sucumben

totalmente los microorganismos.

7.2.2 Salmonella spp.

Tabla 7.7 Datos experimentales promedio del pretratamiento a 60 °C

t(min) | Log NMP/g ST
0 5.13 + 0.33
1 4,49 £ 0.09
2 3.92 £+ 0.09
3 3.42 = 0.49
5 2.54 = 0.31
10 1.93 £+ 0.09
15 1.93 £+ 0.09
30 1.43 £ 0.62
60 1.43 £ 0.62

MAR{A ELENA VILLALBA PASTRANA | 93



RESULTADOS Y DISCUSION

8.0

7.0 /I\

[lodo crudo promedio]
5.46x107 NMP/gST

6.0

5.0 4

40 @

Log NMP/ gST

3.0

@1
—0—

2.0 ) °

1.0

0.0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (min)

Figura 7.5 Curva de linactivacién de Salmonella spp., a
temperatura de 60 °C (Area sombreada zona de decaimiento
exponencial).

Esta curva de supervivencia muestra una clara concavidad positiva
pronunciada, pero es posible identificar también las dos regiones que se
presentaron en la inactivacion de coliformes fecales, la zona de
decaimiento exponencial con un ajuste lineal casi perfecto durante los
primeros 10 minutos del tratamiento térmico (ver area sombreada figura
7.5) y la segunda parte de la curva con comportamiento asintético en los

siguientes 50 minutos.

Por lo tanto existen miembros del género Salmonella spp. que mostraron
capacidad de reproducirse aun después de ser sometidos una hora al

tratamiento térmico de 60 °C.

A través del analisis detallado de la Figura 7.5 se puede extraer que casi la
tercera parte de la remocién de Salmonella spp. se obtuvo durante la fase

no isotérmica (2.6 log), dado que el lodo crudo contaba con un conteo de
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7.73 Log NMP/gST, en la muestra a t=0 se determiné la presencia de 5.13
Log NMP/gST y en el proceso completo se logrdé 6.3 log de reduccién en
este indicador. Esto es congruente con lo reportado por Romdhana, et al.
(2009), pues se menciona que al alcanzar los 50 °C se afecta la integridad
de las bacterias y con 30 minutos de exposicidon a esa temperatura se

disminuiria notablemente la poblacién de Salmonella spp.

Tabla 7.8 Datos experimentales promedio del pretratamiento a 70 °C

t(min) | Log NMP/g ST
0 4.84 + 0.07
1 1.84 + 0.07
3 1.84 + 0.07
5 1.84 £ 0.07
15 1.90 £ 0.05
30 0.95 + 0.07
60 0.95 + 0.07
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Figura 7.6 Curva de inactivacion de Salmonella spp., a
temperatura de 70 °C

La figura 7.6 muestra un decaimiento de Salmonella spp. de tipo
escalonado, hay un cambio abrupto de concentraciéon de microorganismos
del punto inicial de la curva al primer minuto de tratamiento a 70 °C (una
reduccién de 3 Log), lo cual no precisamente revela la severidad del
tratamiento a esta temperatura pero si indica que es en la fase de ascenso
de temperatura donde se lesionaron inexorablemente los microorganismos
ocasionado esa subita caida. La técnica microbioldgica empleada (Anexo
C), en general, no es lo suficiente sensible para captar el cambio en la
poblacién de Salmonella spp. en ese intervalo menor a 1 minuto; porque el
método de deteccién de prueba positiva es mediante el vire del medio
Selenito Cistina (tono dmbar) a color naranja intenso. Al tratarse de una
evaluacion visual no se identific6 cambio notable entre las muestras
analizadas en el mencionado intervalo. Después de esa importante

disminucién, la carga microbiana se mantiene constante durante los
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siguientes 14 minutos para luego presentar un ultimo decremento que de
igual forma se mantiene hasta completar los 60 minutos de tiempo de
exposicion. Esta curva en especial no concuerda completamente con las
tendencias mostradas con anterioridad, de ahi que se asocie esto a la falta
de sensibilidad de la técnica empleada, aunque mantiene en comun la
supervivencia de algunos miembros de la poblacién de Salmonella spp.
Con respecto al proceso completo, se logra una reduccién de 6.78 Log

guedando muy préxima a la inactivacién total de este indicador.
Analisis general de las curvas de inactivacion de Salmonella spp.

En el caso de Salmonella spp. si se llegd a determinar la inactivacion total
en el pretratamiento térmico a 80 °C, o mejor dicho el lodo se sometio al
calentamiento acostumbrado solo que una vez que se alcanzé la
temperatura de 80 °C ya no se encontrd presencia de este microorganismo
en ninguno de los tiempos consecuentes. Este resultado se corrobord por
medio de otras 3 réplicas con intervalo de muestreo mas amplio, llegando
a la misma conclusién. Por lo tanto, el asenso de temperatura a 80°C es
suficiente para inactivar Salmonella spp. Si se analiza lo acontecido en los
dos tratamientos previos (60 °C y 70 °C) se nota claramente la
sensibilidad a la temperatura de este microorganismo indicador, pues
desde el primer proceso es en la fase no isotérmica donde se logra una
importante disminucién, y es en el tratamiento a 70 °C donde se nota la
mayor reduccion desde el primer minuto de exposicidén. La literatura marca
que este grupo de microorganismos presenta un intervalo amplio de
crecimiento, que va desde los 2 °C hasta los 54 °C (Spector y Kenyon,
2011), por consiguiente también resulta inesperada esta tolerancia a 70
°C.

Es valido adjudicar este comportamiento de resistencia a los mismos

factores argumentados para la supervivencia de los coliformes fecales,
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dado que se trata de la misma muestra de lodo y tanto la naturaleza del
medio como la existencia de interaccidon entre las diversas especies de
microorganismos presentes interfieren de forma similar en el desarrollo del

género Salmonella spp. (Bermudez-Aguirre y Corradini, 2011).

Unas de las peculiaridades de este género es que estd integrado por
microorganismos resistentes que se adaptan facilmente a las condiciones
extremas del medio y que son capaces de permanecer en un estado de
inactividad y retornar a estado activo una vez que se presentan las
condiciones favorables para su crecimiento (Bermudez-Aguirre y Corradini,
2011). Se han estudiado varias especies que lo conforman, identificando
algunas con mayor capacidad que otras para generar resistencia a ciertos
factores de crecimiento, como por ejemplo Salmonella senftenberg es la
mas termotolerante del género (Horan et al., 2004) y su sola presencia
junto con otras serovariedades incrementa considerablemente la termo

resistencia general de Salmonella spp. (Silva y Gibbs, 2011).

Por otra parte, si se comparan los resultados aqui encontrados con los
presentados en el trabajo de Martinez, (2009) resultan una vez mas muy
distintos entre si, pues en esa investigacién los tratamientos térmicos
desde los 60 minutos a 60 °C se reporta como no detectable Salmonella
spp., aunque se debe recordar que en los procesos de inactivacién la
cantidad de microorganismos inicial es una variable importante (Juneja et
al., 2001) y en el lodo empleado en el trabajo de Martinez, se tenia un
conteo de este indicador de 4.54 log NMP/gST, que estd casi 3 log por

debajo de la carga microbiana determinada en esta investigacion.

Son varios los estudios que concuerdan en que el principal factor que
interviene en la inactivacion térmica de las bacterias es el tipo de medio en
el que se encuentran asi como de su composicion, pero es el estudio

realizado por Juneja et al., (2001) el cual enfatiza que es el alto contenido
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en grasa lo que promueve la tolerancia a altas temperaturas de distintas
cepas de Salmonella spp., llegan a esta conclusion con validez estadistica
por medio de la variacion del nivel de grasa y variacion de la temperatura
(58-65 °C), generaron curvas de inactivacion para cada una de las
distintas cepas, encontrando curvas cdncavas con una zona lag inicial
(hombro) misma que se extiende a medida que se incrementa el nivel de

grasas en el medio (carne de ave de corral).

En el trabajo de Buzrul y Alpas (2007) se analizan las curvas de
supervivencia de algunos de los microorganismos asociados a las
enfermedades mas comunes por contaminacion de alimentos, entre estos
se encuentran Salmonella typhimurium y S. enteritidis. En ese trabajo,
ambas fueron sometidas a una temperatura de 60 °C, y pese a que se
trataban de cepas puras y el medio en el que se encontraban dispersas era
solucidon peptonada, presentaron curvas sigmoideas parecidas a la figura
7.5 de esta investigacion. Ademas, sus resultados concuerdan con en el
hecho de que en el tiempo de estudio no presenta inactivacion absoluta.
Aunque en ese trabajo no se discute sobre este término, si se declara que
el comportamiento térmico serd muy diferente cuando las bacterias se han
adaptado a ciertas condiciones de estrés dependiendo del producto en el
gue se encuentren a cuando éstas han crecido en ambientes de laboratorio

controlados.

Asi como existen trabajos donde la inactivacion de Salmonella spp. se ha
ajustado al modelo tradicional de primer orden, hay muchos otros en los
gue se demuestra la no-linealidad en algunos alimentos y soluciones (Silva

y Gibbs, 2011), tal fue el caso de los trabajos citados anteriormente.

La influencia del estado fisiolégico del organismo en la generacién de
resistencia a ciertos agentes letales se analizd en la investigaciéon realizada

por Leyer y Johnson (1993); en ésta concluyen que la exposicién breve de
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Salmonella typhimurium a medios ligeramente acidos desencadena una
compleja respuesta de acido-tolerancia que potencia la supervivencia del
microorganismo en medios sumamente acidos, amplia su termotolerancia
Yy Su resistencia a varias condiciones ambientales adversas. Se discute que
la adaptacion a la acidez altera el metabolismo de las células, induciendo
simultdneamente la sintesis de varias proteinas que le permiten su
supervivencia a temperaturas mayores de 50 °C a diferencia de aquellas
bacterias no adaptadas. Lo discutido apoya que el entendimiento de los
mecanismos de adaptacién asi como el conocimiento del estado fisioldgico
del microorganismo estudiado es critico para la apropiada evaluacién de su

supervivencia.

Es en la recopilacion literaria de Spector y Kenyon (2011) donde se
concluye que Salmonella spp. y otras bacterias cuentan con mecanismos
evolucionados de resistencia que han sido generados como respuesta a la
exposicion a niveles sub-letales de estrés, que permiten un incremento en
su capacidad de supervivencia cuando éstas son expuestas a niveles mas
potentes del agente letal. Ademas, estas bacterias cuentan con
mecanismos evolucionados inducidos por un tipo de estrés que les permite
también resistir la severidad de otros tipos de estrés aparentemente sin

relacién alguna, apoyando lo argumentado por Leyer y Johnson (1993).

Finalmente, con base en todo lo mencionado en este apartado, se puede
decir que son estas respuestas al estrés las que permiten al
microorganismo anticipar y prepararse para soportar futuros ambientes
desfavorables, incrementando su probabilidad de supervivencia. Muy
probablemente los microorganismos inmersos en las muestras analizadas
en este estudio contaban con esa evolucion de sus mecanismos de

respuesta y de ahi su termotolerancia incrementada.
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7.3 Cinéticas de inactivacion

Una vez que se analizaron las curvas de inactivacion de los indicadores
microbioldgicos en lodos residuales establecidos por la normatividad
mexicana vigente, se buscd un modelo matematico que resultara
conveniente  para representar el comportamiento de  estos
microorganismos ante los distintos incrementos de temperatura, con el fin
de describir el proceso térmico, permitir la interpolaciéon entre puntos de

datos y predecir respuestas para condiciones no estudiadas.

Entre las distintas funciones matematicas que se ajustaron a las curvas de
inactivacidon térmicas generadas en el presente trabajo se encuentran las

siguientes:

Cinética de primer orden

t

logS(t)zlogNﬂoz—D (7.1)
- Modelo de distribucion Weibull

logS(t) = —L(i)ﬁ (7.2)

2.303 \a
- Modelo empirico curva tipo C (Peleg et al., 1999)
logS = —c t™ — c,t™ (7.3)

- Modelo empirico curva tipo C (Peleg et al.,1999)

—c3t™3
(14c4t™a)’

logS = Ny > Ny (7.4)

Con el apoyo del software Mathematica 7.0 se calcularon los valores del
coeficiente de determinacién multiple R?, y por medio de éstos se

determind cual de los modelos describia mejor los datos experimentales.

MAR{A ELENA VILLALBA PASTRANA | 101



RESULTADOS Y DISCUSION

El modelo cinético de primer orden solo se pudo ajustar a los primeros
minutos de exposicidn de los tratamientos, es decir a las zonas lineales de
cada curva. Es importante mencionar que pese a la predominancia de la
no-linealidad en los procesos de inactivacion, muchos autores contindan
calculando los parametros D y z para diversos microorganismos con tan
sb6lo el niumero de datos que se ajusta a la zona lineal de la curva
(Bermudez-Aguirre y Corradini, 2011). Sin embargo; el grado de error que
implican estos valores dependera de las caracteristicas de las curvas
determinadas, de ahi que su calculo quede a consideracion del autor. En
relacién con lo aqui determinado (ver figuras 7.1, 7.2, 7.3, 7.5 y 7.6) la
zona lineal al tratarse solo de una pequefa porcién de la curva de
supervivencia, no proporciona elementos de peso para calcular los
parametros asociados a esta funcién, pues dada la naturaleza de la curva
encontrada si se emplearan éstos valores provocarian un considerable

subprocesamiento del lodo residual (ver figura7.7).
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Figura 7.7 Ejemplo de ajuste del modelo de primer orden para la
inactivacién de coliformes fecales a temperatura de 70 °C.
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Por otra parte, a pesar de que la funcién de Weibull resulté apropiada para
modelar cinéticas de inactivacidn que contienen regiones con cola
(céncavas hacia arriba), no se logré un buen ajuste, debido a que el
modelo matematico no describié adecuadamente la zona de decaimiento
exponencial (Ver figura 7.8). Sin embargo, esta funcién representa mas
adecuadamente los datos experimentales en comparacién con el ajuste del

modelo de primer orden.

Tiempo (min)
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R?=0.88

Ir||activaci6 n totTI

Figura 7.8 Ejemplo de ajuste del modelo de distribucién de
Weibull para la inactivaciéon de coliformes fecales a temperatura
de 70 °C.

Finalmente se requirid aplicar los modelos empiricos mas elaborados, y

aunque los dos modelos mencionados en las ecuaciones (7.3) y (7.4) son
indicados para curvas sigmoideas, fue el segundo el mas apropiado seguin
sus coeficientes de determinacién multiple R?. Los pardmetros del modelo
(7.4) se obtuvieron por medio de regresidn no lineal por minimos
cuadrados y se muestran recopilados en la tabla 7.9. En la mayoria de las
curvas se logré representar satisfactoriamente los resultados
experimentales aqui generados. A continuacidn se presentan las curvas de

inactivacién junto con su modelo cinético particular.
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Figura 7.9 Cinética de inactivacion de coliformes fecales, a
temperatura de 60 °C.
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Figura 7.10 Cinética de inactivacion de coliformes fecales, a
temperatura de 70 °C.
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Figura 7.11 Cinética de inactivacion de coliformes fecales, a

temperatura de 80 °C.
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Figura 7.12 Cinética de inactivacidn de Salmonella spp., a

temperatura de 60 °C.
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Figura 7.13 Cinética de inactivacién de Salmonella spp., a
temperatura de 70 °C.

Tabla 7.9 Compendio de coeficientes numéricos de las distintas
cinéticas de inactivacion

Microorganismo

[ 2
indicador T°C Cs Ca ns N4 R

60 0.92 -0.82 -0.08 -0.08 0.995
Coliformes fecales | 70 -0.27 -1.09 0.21 0.05 0.997
80 | 25.94 10.59 -0.06 -0.6 0.986

60 4.89 0.09 -0.35 | -16.18 | 0.996
70 | 111.49 | 61.32 | -1.12 -1.21 | 0.982

Salmonella spp.
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7.4 Curvas de penetracion de calor

Un aspecto relevante en esta investigacion fué que las inactivaciones
térmicas de los microorganismos fueron realizadas en el
“Termohidrolizador de lodos”, dispositivo que funciona de forma similar a
un equipo con éstos propositos a nivel industrial, es decir, presenta una
etapa inicial de calentamiento donde la temperatura aumenta desde la
temperatura inicial del lodo hasta una temperatura previamente
establecida para el pretratamiento (Tpr). Esta etapa es seguida de un
segundo periodo durante el cual se mantiene constante la temperatura

(Ter) durante un intervalo de tiempo también previamente establecido
(ter).

Con el fin de contribuir al entendimiento de las curvas de inactivacién
generadas, se midieron los perfiles de ascenso de temperatura en el lodo
residual para los tres distintos procesos térmicos aplicados (figura 7.14).
Estos perfiles también resultan de gran utilidad porque reflejan la
penetracion del calor a través del medio donde se encuentran suspendidas
las bacterias objeto de estudio, siendo una herramienta indispensable para
la construccidon de un solo modelo matematico que relacione la inactivacion
de los microorganismos con la transferencia de energia en el medio, donde
generalmente se busca que el proceso dure lo suficiente como para que en
el punto mas frio del producto se alcance la remocién deseada. Ejemplo de

este tipo de modelacidn es el trabajo realizado por Chen et al., 2011.

Ademas, mediante estas determinaciones es posible inferir el valor del CUT
(por sus siglas en inglés, come up time), término empleado en los
procesos de pasteurizacion, que representa el tiempo que se requiere en el
producto para alcanzar la temperatura establecida del tratamiento térmico.
Este depende de las propiedades de transferencia de calor del producto, de

la tecnologia y medio de calentamiento (Silva y Gibbs, 2011). Mediante la
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observacién de la Figura 7.14 el valor del CUT en estos tres

pretratamientos varia de entre los 25-30 minutos.

—4=¢ Pretratamiento
térmico 702C

==t Pretratamiento
térmico 802C

-t Pretratamineto
térmico 602C

Temperatura °C

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (min)

Figura 7.14 Curvas de penetracion de calor para los distintos
procesos térmicos aplicados.

7.5 Curvas completas de inactivacion para Coliformes fecales

Con el fin de esclarecer un poco mas el decaimiento de los
microorganismos por la influencia de la temperatura, se realizaron
muestreos durante la zona no isotérmica del proceso térmico asi como en
la fase donde la temperatura permanece constante, para obtener la curva
de inactivacién completa. Lo anterior se decidié aplicar para los casos en
los que se encontré remocidn significativa de microorganismos en la region
de ascenso de la temperatura, tal es el caso del pretratamiento a 70 °C y
principalmente a 80 °C. Estas pruebas se realizaron Unicamente para
coliformes fecales, ya que las pruebas analiticas para su determinacién a
lo largo de la experimentacion mostraron ser lo suficientemente sensibles

para su correcta cuantificacion.
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Figura 7.15 Curva completa de ingctivacién para coliformes
fecales a temperatura de 70 °C (Area sombreada zona no

isotermica).
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Figura 7.16 Curva completa de inactivacion para coliformes
fecales a temperatura de 80 °C (Area sombreada zona no

isotermica).
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Estas curvas de supervivencia reflejan la existencia de tres zonas, aspecto
gue no se logrod distinguir en las graficas generadas con solo el monitoreo
de la zona isotérmica. La primera regidon es la que comunmente se conoce
como “hombro” o “periodo inicial lag” y es donde se observa que las
células comienzan a sentir el efecto y declinan poco a poco,
estadisticamente indica la acumulacién del efecto letal que posteriormente
desencadena el decaimiento acelerado de la poblacion mas susceptible
(Lopez-Malo et al., 2002); finalmente, son las subpoblaciones mas
resistentes las que continldan presentes en el lodo sucumbiendo de una

forma casi imperceptible.

Como se esperaba, la inactivacion de los coliformes fecales no es
acelerada desde el inicio, sino después de alcanzar la temperatura
aproximada de 50 °C (ver figuras 7.15 y 7.16), lo cual es totalmente
congruente, en primer lugar porque sobrepasa los 46 °C, temperatura
marcada por la literatura como limite maximo de crecimiento para este
tipo de microorganismos (Madigan et. al. 1997; Van Derlinden et. al.
2011); y en segunda instancia, por lo manifestado en el trabajo de Prorot
et al. (2011), donde llegan a la conclusion que a partir de los 50 °C es
cuando se presentan los procesos de solubilizacion y destruccién de
fléculos. Estos autores, por medio del estudio de la integridad de las
membranas, también concluyen que a partir de esta temperatura se

presenta mayor evidencia de lisis celular.

En conjunto, todo lo discutido en este apartado refuta el hecho de que
todas las células tienen idéntica resistencia a la temperatura y que cada
microorganismo tiene la misma probabilidad de morir, por consiguiente
implica que hay variacidn bioldgica, o en otras palabras, existe
heterogeneidad entre las células de una poblacion de un mismo tipo de

microorganismo(Van Boekel, 2002).
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7.6 Evolucion del lodo pretratado en un digestor anaerobio.

Este estudio tuvo como finalidad identificar las condiciones de operacion
del pretratamiento térmico que permitieran la mayor eficiencia en
remocion de patégenos en el lodo residual, para ser sometido
posteriormente a un proceso de digestion anaerobia mesofilica y asi buscar
la produccién de biosédlidos clase A, segun lo estipulado en la normatividad

mexicana vigente.

Con respecto a los resultados determinados en esta investigacion, la
mayor inactivacion de microorganismos patdgenos se obtuvo a una
temperatura de 80 °C y 1 hora de exposicion; sin embargo, se decidio
evaluar también las condiciones de operacion de 70 °C y 1 hora de

pretratamiento.

En un estudio paralelo al presente trabajo, se monitorearon los parametros
microbioldgicos durante la etapa de la digestién anaerobia mesofilica,
encontrando en ambos casos recrecimiento dentro de los digestores tanto
de coliformes fecales como de Salmonella spp. Al parecer, la exposicién a
estas dos distintas temperaturas resultd insuficiente para inactivar
completamente los microorganismos patdgenos, permitiendo que los
organismos sobrevivientes se reprodujeran al estar inmersos en un medio
con condiciones favorables para su crecimiento. Lo anterior concuerda con
lo reportado por Martinez (2009), descartando de esta manera la hipotesis
sobre una posible contaminacion durante el proceso de digestién vy
reafirmando la necesidad de continuar desarrollando el tren de tratamiento

de los lodos residuales.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1 Conclusiones

1. Se lograron obtener las cinéticas de inactivacién para coliformes
fecales a las tres diferentes temperaturas de exposicion (60 °C, 70
°C y 80 ©°C). Para Salmonella spp. solo se determinaron las
cinéticas a 60 °C y 70 °C, debido a que 80 °C se logrd la
eliminacion total de este indicador microbiolégico.

2. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los
reportados en la literatura, debido a que a partir de una
temperatura de 50 °C se afecta la integridad de las bacterias
estudiadas. Como consecuencia se presentd una importante
remocion en la carga microbiana durante la fase no isotérmica de
todos los pretratamientos térmicos estudiados.

3. El pretratamiento a 60 °C logré una inactivacion promedio de 4.82
log en la poblacidn de coliformes fecales, y de 6.3 log para
Salmonella spp.

4. En el caso del pretratamiento térmico a 70 °C se disminuyd en 4.74
log de coliformes fecales y 6.78 log de Salmonella spp., este ultimo
cercano a la inactivacion total.

5. A 80 °C se logré la reduccién de 5.45 log de coliformes fecales, no
alcanzando la inactivacion total, mientras que si se obtuvo para
Salmonella spp. desde que se alcanzd la temperatura del
tratamiento. Por consiguiente, si se desea la maxima remocién de
patdégenos del lodo residual, éste es el pretratamiento térmico mas
adecuado con respecto a los estudiados en este trabajo.

6. En todas las cinéticas de inactivacién generadas, ya sea para
coliformes fecales como para Salmonella spp., se identific6 una
pequefa proporcibn de microorganismos que presentaron
resistencia térmica incrementada, lo que posiblemente les permito
sobrevivir pese a las distintas condiciones de tiempo y temperatura
de exposicién analizadas.
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8.2 Recomendaciones

1. Realizar una comparacion entre los métodos microbioldgicos
empleados en este trabajo (estipulados por la NOM-004-
SEMARNAT-2002) con respecto a otros métodos de cuantificacion
de los microorganismos (coliformes fecales y Salmonella spp.).

2. Se debe profundizar en el estudio de la fase no isotérmica del
proceso, y su efecto de inactivacién sobre los microorganismos, lo
cual podria representar otra opcién viable de tratamiento térmico.

3. Desarrollar la modelacién matematica que relacione la inactivacién
de los microorganismos con la transferencia de energia en el lodo
residual.

4. Es necesario evaluar el dafio ocasionado por el tratamiento térmico
a los microorganismos involucrados en la digestion anaerobia
mesofilica y dar seguimiento al posible recrecimiento de coliformes
fecales y Salmonella spp. durante esta etapa posterior.
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ANEXO A. SOLIDOS TOTALES TOTALES, VOLATILES Y FIJOS.

Poner a peso constante P, |
capsulas, y pesar

!

Medir 10 mL lodo
homogeneizado

'

Colocar los 10 mL en
una capsula (sin sacar
del desecador)

\ 4

Transferir la capsula con
muestra a la estufa y
secar durante 3 horas a

105 °C+-3 °C
L4
Enfriar la capsula en —| P |
desecador y pesar
7

Meter la capsula a la
estufa 15 min y luego
transferir a la mufla a

550 °C durante 30 min.
. 2

Pasar a estufa 15 miny
después enfriar en
desecador.

L 2

Pesar y registra el peso. —>| P; |

mg P,(g) — P,(g9) 1000mg 1000mL
STT(=-) = . .
L vol.muestra (mL) 1g 1L

Donde:

m P - P 1000mg 1000mL
STV( g) _ »(9) 5(9) . 9 .

L/ vol.muestra (mlL) 1g 1L

STF (22) = mg STT — mgSTV
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ANEXO B DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES

1.Prueba directa. (medio A-1)

v

Suspender 20mLde lodo en 180mL agua
de dilucién (1071).

Con parrilla de agitacién agitar durante 2
o 3min, hasta completa disolucion.

v
Preparacion de dilucién 1072:
agregar 1 ml de dilucién (10™)
en 9ml de agua dilucion.

v

Demas diluciones se preparan de forma
general:

Dilucién 10" = agregar 1ml de dilucién
(10°"Y) en 9ml de agua dilucién.

L 2

Utilizar una pipeta estéril diferente para
cada dilucién, no introducir mas de la
tercera parte de ésta en la muestra.

v

Agitar cada dilucion 25 veces en 7
segundos, con movimiento de arco con la
mufeca.

v

Primera ocasion utilizar 4 series de 3
tubos cada una, posteriormente 3 series
de 3 tubos.

v

Adicionar por triplicado 1mL de cada

dilucion en tubos que contengan
medio A-1

Etiquetar correctamente cada tubo.

v

Incubar 3 horas a 35+ 0.5 °C

v

Colocar en bafio de agua temperatura de
44,5 * 0.2 °C y se incuban otras
21 *+ 2 horas.

v

Reaccion positiva, existencia de
coliformes:

Presencia de gas a las 24 horas o0 menos
de incubacién.

Fuente: NOM-004-SEMARNAT-2002
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ANEXO C DETERMINACION DE SALMONELLA SPP.

Cuantificacién de Salmonella spp.

!

Suspender 20 mLde lodo en 180 mL de
caldo de tetrationato(10}).

v

Incubar durante 22+ 2 horas a 37 °C

v

Preparacion de diluciéon 10%: agregar 1
ml de caldo de tetrationato (10!) en 9
ml de agua dilucién, y sucesivamente
para las demas diluciones.

v

Agitar cada dilucién 25 veces en 7
segundos, con movimiento de arco con la
mufeca.

Utilizar una pipeta estéril diferente para
cada dilucién, no introducir mas de la
tercera parte de ésta en la muestra.

v

Adicionar 1mL de cada dilucion en tubos
conteniendo selenito cistina.

v

Incubar durante 24 horas a 41°C + 0.2°C

Positivo

A 4

Presenta
coloracion
anaranjado
intenso?

El NMP de Salmonella spp. se
obtiene a partir del codigo de
tubos positivos en el caldo de
selenito cistina

Negativo.
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Aislamiento de Salmonella spp.

v
Tomar algunos tubos positivos
de selenito cistina y sembrar
por estria en placas de algun
medio siguiente:

- A. verde brillante
- Agar sulfito de bismuto Incubar a 35°C

- Agar XLD durante 24 horas
- Agar SS

A 4

v

Identificar colonias:

Agar verde brillante: colonias rojas o
rosas rodeadas de medio rojo.

Agar sulfito de bismuto: colonias negras o
sin brillo metalico, halo café que se
transforma a negro.

Agar XLD: colonias rojas, centro negro.

Agar SS: colonias translucidas,
transparentes u opacas y a veces con
centro negro.

Fuente: NOM-004-SEMARNAT-2002
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ANEXO D NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

NMP

v

Identificar 3 series de
diluciones decimales
consecutivas

v

Obtener el codigo
formado por el nimero
de tubos positivos

SI

A

A

NMP
100mL

= (NMP tablas) X

1omayor dilucién

10

¢Hay valor NO
de NMP en
tablas?
A 4
NMP= numero de tubos positivos X100

J(ml muestra tubos neg.)x (ml muestra total)

Fuente: Standard Methods for the Examination of Water y Wastewater.

9221 p. 9-75
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NUMERO MAS PROBABLE por 100 mL, USANDO TRES TUBOS

Tubos positivos No. (100 mL) Tubos positivos No. Tubos positivos No. Tubos positivos No.

0 0 0 -3 1 0 0 3.6 0 0 9.1 0 23
0 0 1 3 1 0 1 7.2 0 1 14 0 39
0 0 2 6 1 0 2 11 0 2 20 0 64
0 0 3 9 1 0 3 15 0 3 26 0 95
0 1 0 3 1 1 0 7.3 1 0 15 1 43
0 1 1 6.1 1 1 1 11 1 1 20 1 75
0 1 2 9.2 1 1 2 15 1 2 27 1 120
0 1 3 12 1 1 3 19 1 3 34 1 160
0 2 0 6.2 1 2 0 11 2 0 21 2 93
0 2 1 9.3 1 2 1 15 2 1 28 2 150
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 35 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 3 42 2 290
0 3 0 9.4 1 3 0 16 3 0 29 3 240
0 3 1 13 1 3 1 20 3 1 36 3 460
0 3 2 16 1 3 2 24 3 2 44 3 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 3 3 53 3 > 2400

Fuente: APHA, AWWA, WPCF, 1992; NMX-AA-042/1987
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ANEXO FOTOGRAFICO
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“Termohidrolizador de lodos” A) sistema de calentamiento (resistencia
de 200W) B) caja controladora C) termopar D) agitador tipo propela
(0.6W) E) ventilador F) Dispositivo de muestreo.
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Punto de muestreo de lodo primario (Tanque séptico). Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de los Edificios 12 y 18 del Instituto
de Ingenieria (UNAM).

Punto de muestreo de lodo secundario (seccion aerobia del sedimentador
secundario de Ila planta de proceso combinados, conocida como
microplanta Anaerobia-Andxica-Aerobia). Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales de los Edificios 12 y 18 del Instituto de Ingenieria (UNAM).
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