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Resumen

i. Resumen

Los suelos agricolas del Valle de Tula reciben y depuran de manera natural las aguas
residuales de la Ciudad de México. Algunas bacterias, como Escherichia coli, y parasitos,
como los quistes de Giardia lamblia y los huevos de Ascaris lumbricoides, del agua residual se
retienen en esta matriz. La arcilla y la materia organica son componentes del suelo que, dado
que presentan cargas electrostaticas y tienen naturaleza hidrofébica, se considera que podrian
adsorber a los microorganismos mencionados. Por ello, esta tesis evalla la adsorcion de
Escherichia coli, Giardia lamblia y Ascaris lumbricoides en suelos del Valle de Tula, con dos
contenidos de materia organica (5 y 0.6%) y dos de arcilla (6 y 45%). Los suelos empleados
son: Arcilla alta/materia organica alta (AaMa), arcilla alta/materia organica baja (AaMb) y
arcilla baja/materia organica baja (AbMb). Dichos suelos se caracterizaron segin la NOM-021-
RECNAT-2000. Para los estudios de adsorcion se prepararon suspensiones de Escherichia coli,
quistes de Giardia lamblia y huevos de Ascaris lumbricoides a concentraciones conocidas. Las
pruebas de adsorcién se realizaron por lote una vez que se determind el tiempo total de
equilibrio. Los resultados de estas pruebas se ajustaron con las isotermas de Freundlich y
Langmuir mediante regresiones lineales. Para verificar que habia adsorcion se hicieron pruebas

de desorcion con lavados sucesivos.

Se encontré que los tiempos de equilibrio son menores a 1 h para todos los
microorganismos y en todos los suelos, excepto para AaMa con A. lumbricoides en donde fue
de 2.5 h. En todos los casos, la presencia de materia organica actudé desfavorable para la
adsorcion en el suelo. Por otra parte, la presencia de arcilla favorecio la adsorcion de
Escherichia coli pero no tuvo efecto sobre Giardia o Ascaris. La isoterma de Freundlich
describid la adsorcion de E. coli en los tres suelos asi como la de A. lumbricoides en AbMb, por
lo que se considerd de naturaleza fisica. EI modelo de Langmuir no funcion6 para explicar el
fendmeno ya que supone que el suelo es homogéneo y los microorganismos no se adhieren
entre ellos, postulados que no concuerdan con la realidad. Los modelos probados no describen
la adsorcion de Giardia lamblia, debido a que este mecanismo podria ser mas complejo.
Experimentos complementarios deben realizarse para estimar la influencia de la adsorcién en el

modelo de transporte de los microorganismos hacia el acuifero.
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Introduccién

ii. Introduccion

El Valle de Tula, ubicado en el estado de Hidalgo, recibe el agua residual cruda que
proviene de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), desde hace més de 110
afios. En dicho Valle, el agua residual se utiliza para riego agricola, debido a su alto contenido
de nutrientes y a la baja disponibilidad natural de agua; ya que hay en la zona 450 mm de
precipitacion contra 2,100 mm de evaporacion (BGS et al., 1998). El reuso del agua residual
como fuente de riego ha favorecido el desarrollo econémico de la region, pues la produccién
agricola se ha incrementado significativamente. Otra ventaja que se ha observado es la recarga
de los acuiferos con agua de relativamente buena calidad, la cual se usa para diversos fines

dentro del Valle, entre los cuales destaca el consumo doméstico (Jiménez et al., 2004).

Un aspecto importante por considerar para el uso del agua residual infiltrada como
fuente de suministro es el riesgo a la salud publica asociado con la presencia de diversos
contaminantes, entre los que se encuentran los bioldgicos. Los patdgenos y parasitos de
cualquier tipo (virus, bacterias, protozoos y huevos helmintos) son de especial interés ya que
transmiten enfermedades que se pueden manifestar en forma rapida y aguda (Jimenez, 2003).
Ademas, éstos pueden sobrevivir en el agua y en el suelo por un tiempo considerable (Metcalf y

Eddy, 2003) sin perder virulencia ni patogenicidad (Peavy et al., 1985).

Aunado a lo anterior, los patdgenos y parasitos pueden migrar hacia estratos inferiores
del suelo y eventualmente llegar al acuifero. Sin embargo, su presencia no siempre es detectada
en las fuentes de abastecimiento, sugiriendo asi que algunos son retenidos en el suelo por
mecanismos como la filtracion, inactivacion (Foppen y Schijven, 2006; Ferguson et al., 2003) y
la adsorcion o adhesion (Cunningham et al., 2007; Ferguson et al., 2003; Stevik et al., 2004).
En la naturaleza, los mecanismos de retencidén no se presentan de manera aislada y muchas
veces al predominar uno, como la filtracion, es poco notoria la influencia de otros, como la

adsorcion.

Al respecto, ciertos autores reportan (Busscher et al., 2008; Wand et al., 2007; Bales et
al., 1991; Foppen y Schijven, 2006; Tufenkji, 2007) que la adsorcion es un proceso reversible e
insignificante para remover bacterias; mientras que otros (Farahat et al., 2008, Kubota et al.,
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2008, Pachepsky et al., 2008, Jacobs et al., 2007, Jiang et al., 2007, Smith y Badawy, 2007, Hu
y Xia, 2006, Smith y Hegazy, 2006, Guber et al., 2005, Mallén et al., 2005, Nola et al., 2005,
Herrera et al., 2000, Soda et al., 1999, Bitton y Gerba,1994 y Breen et al., 1995) afirman que la
adsorciéon es muy importante, especialmente para los microorganismos mas pequefios, como

bacterias (como el caso de Escherichia coli).

Por otra parte, los protozoarios Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia se adhieren a
diferentes sustratos como arcillas (Searcy et al., 2005), superficies de vidrio recubiertas (Dai et
al., 2004) y lodos secundarios (Medema et al., 1998); aunque de manera contraria, Dai y Boll

(2003), han encontrado nula afinidad a las particulas de suelo.

Por Gltimo, los huevos de helmintos presentan fuerte afinidad al polvo de vidrio (Capizzi
y Schwartzbrod, 2001; Gaspard et al., 1994), pero las investigaciones sobre estos patégenos son
aun limitadas y no incluyen al suelo. Por todo lo anterior se puede decir, que la literatura acerca
de la remocion de microorganismos en el suelo por adsorcion, ademas de ser escasa es

contradictoria.

En la zona del Valle existe una amplia variabilidad de caracteristicas fisicas del suelo, en
especial se presentan diferentes texturas (porcentaje de arcillas, limos y arenas), aunque en
general todos los suelos han acumulado materia organica segun su tiempo bajo riego. Ambos
componentes (arcillas y materia organica) confieren cargas eléctricas y naturaleza hidrofébica al
suelo, por lo que podrian tener interacciones en diferente grado con los virus, bacterias,
protozoarios y huevos de helmintos, ya que todos son estructuras que también poseen cargas.
Por lo tanto, esta tesis se centra en el estudio de la adsorcién de algunos patdgenos existentes en
el agua residual y que pueden representar un impacto negativo en la salud publica en suelos con

diferente contenido de materia organica y de arcillas en el suelo.

La tesis se estructura de la siguiente manera: en el primer capitulo se presenta la
descripcion general de la zona de estudio, su localizacién y las caracteristicas fisicas del suelo
(matriz de investigacion). Asimismo, se reportan algunos estudios de calidad microbiol6gica

realizados previamente en la zona, mismos que demuestran la presencia en suelo y agua
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subterranea de algunos de ellos y que permiten establecer la existencia de riesgos a la salud por

consumo de esta Ultima y el empleo del agua residual cruda para el riego.

En el segundo capitulo se encuentran los fundamentos teoricos, donde se describe
brevemente a los microorganismos y organismos de interés para este estudio. Existe también un
apartado acerca de los mecanismos de retencién en el suelo, en el que se hace énfasis sobre los

fundamentos de la adsorcion.

Posteriormente, en el tercer capitulo se describe detalladamente la metodologia
empleada para cumplir con los objetivos. Se presenta el disefio experimental, la seleccion y
preparacion de las suspensiones sintéticas de cada microorganismo, la obtencion de muestras de
suelo y su preparacion para el estudio. Por ultimo, se explica como se llevan a cabo las pruebas
de adsorcién y las variables seleccionadas.

En el cuarto capitulo se muestran los resultados de las pruebas de adsorcion para los
organismos estudiados en este trabajo. En el capitulo cinco se encuentran las conclusiones
obtenidas a partir del experimento realizado en esta tesis. Por ultimo, se presenta la bibliografia

y los anexos correspondientes.
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iii. Hipotesis, objetivos y alcances

Hipotesis

Los diferentes contenidos de materia organica y arcilla en los suelos provenientes del
Valle de Tula afectan la adsorcién de Escherichia coli, Giardia lamblia y Ascaris lumbricoides,
presentes en el agua residual que se emplea para riego.
Obijetivo general

Evaluar la adsorcion de Escherichia coli, Giardia lamblia y Ascaris lumbricoides en
suelos Feozem y Leptosol del Valle de Tula, Hidalgo, con diferentes porcentajes de arcilla y

materia organica.

Obijetivos especificos

Conocer a partir de la literatura como afectan la materia organica o arcilla en la

adsorcion de cada microorganismo o parasito estudiado.

e Comparar la capacidad de retencion de los suelos en estudio con base en los factores
mencionados, para tres tipos de organismos representativos de bacterias, protozoarios y
huevos de helmintos.

e Identificar el suelo con mayor riesgo potencial de contaminar el acuifero con base en su
baja capacidad para adsorber patdgenos, al aplicar agua residual.

e Determinar el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de adsorcion para cada

organismo en estudio.

e Obtener la isoterma de adsorcién de los patdgenos en estudio para dichos suelos.

Alcances

Este estudio se limita a realizar pruebas de adsorcion por lote, en dos clases de suelo
predominantes del Valle de Tula: Feozem y Leptsol. Los porcentajes de arcilla por estudiar son
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dos: 6 y 45%, y los de materia orgdnica son: 5 y 0.6%. Los indicadores y patdgenos

seleccionados son la bacteria Escherichia coli, quistes del protozoario Giardia lamblia y
huevos del helminto Ascaris lumbricoides.

17



CAPITULO |

ANTECEDENTES



Antecedentes

1. Antecedentes

El retso del agua se ha convertido en una fuente alterna para suplir las necesidades
humanas, especialmente en actividades del sector agricola. En México, el riego con agua
residual es una practica comdn, tal es el caso del Valle de Tula. Este se localiza al suroeste del
estado de Hidalgo y recibe agua residual cruda la cual se reutiliza para el riego en la
agricultura de forrajes desde 1896 (BGS et al., 1998). El gasto medio de agua residual que se
recibe de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) es actualmente cerca de 45
m®/s (Blumenthal et al., 2001; Downs et al., 1999), misma que se distribuye en los distritos de
riego (DR) 03 Tula, 100 Alfajayucan y 112 Ajacuba. En la Figura 1 se observa la localizacion

del DR 03 dentro del Estado de Hidalgo, que es el de mayor extension.
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Figura 1. Localizacion del Valle de Tula
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Como se menciono, el riego en el Valle de Tula se realiza con agua residual cruda o
compuesta por agua residual (80%) y agua pluvial (20%) y que conforme baja la topografia del
Valle incluye también agua tratada de manera natural por el suelo (Siebe y Cifuentes, 1995). El
agua de riego contiene una diversidad de contaminantes, siendo los patégenos especialmente
importantes por el riesgo que representan para la salud de la poblacion. Los estudios
epidemioldgicos de Cifuentes et al. (1994) y Blumenthal et al. (2001) reportan una alta
prevalencia de infecciones gastrointestinales entre los campesinos y sus familias, en especial

por Ascaris lumbricoides (helminto) y por Giardia lamblia en menores de 5 afios (protozoario).

Por otra parte, el agua de riego se infiltra en el suelo y recarga el acuifero local. De este
acuifero se extrae el agua para consumo directo. Diversos analisis de la calidad del agua de
pozos, manantiales y norias han demostrado la presencia de bacterias coliformes fecales
(Aguilar, 2006; BGS et al., 1998; Gallegos et al., 1999; Jiménez et al., 1997) y Escherichia coli
(Downs et al., 1999) aunque en concentraciones mucho menores a las del agua residual cruda.
Asimismo, en los pozos estudiados por Jiménez et al. (1997) y Jiménez et al. (2008) la
presencia de virus y huevos de helmintos es muy baja o incluso nula, a pesar de encontrarse en
el agua residual que llega al Valle (Jiménez et al., 2008). Ademas, el estudio de Gallegos et al.
(1999) reporta la presencia de coliformes fecales (3.5 x 10* UFC/100mL) en sedimentos
localizados a profundidades menores de 10 m, cuyas concentraciones decrecen conforme
aumenta la profundidad. Todo lo anterior sugiere que los patdgenos podrian quedar retenidos
en el suelo del Valle de Tula.

En efecto, de acuerdo con la literatura, el suelo tiene la capacidad de retener patdgenos
por medio de diferentes mecanismos, entre los cuales destacan la filtracion, inactivacion y
adsorcion (Cunningham et al., 2007; Foppen y Schijven, 2006; Stevik et al., 2004; Ferguson et
al., 2003). Los patogenos retenidos en el suelo pueden vivir en éste por un tiempo considerable.
Feachem et al., 1983 citados en Metcalf y Eddy, 2003 reportan como tiempo tipico de
supervivencia 10 dias para protozoarios, 20 para virus, 50 para bacterias y varios meses para
los huevos de helmintos. La Figura 2, compara el tiempo de supervivencia de los patdgenos
tanto en los cultivos como en el suelo. Se observa que los microorganismos y parasitos son

aptos para sobrevivir en ambos medios, aunque se adaptan mejor a las condiciones en el suelo.
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Figura 2. Supervivencia de algunos patdgenos en suelos y cultivos
Fuente: Strauss, 2000

Por otro lado, debido a la extensa superficie del Valle (99,536 ha; CONAGUA, 2007),
existe una amplia variedad de suelos con caracteristicas fisicas muy diferentes, como son la
textura, la estructura, la porosidad y la profundidad. Estas caracteristicas influyen en la
remocion de los patdgenos durante la infiltracion del agua residual. Las clases predominantes
de suelos en el area agricola de Tula son: Vertisol eutrico, Leptosol molico y réndzico, y
Feozem haplico y calcico (Siebe y Cifuentes, 1995). Dichos suelos contienen arcillas
dominantemente de tipo esmectitico (Siebe y Cifuentes, 1995) en cantidad variable, tanto a
nivel regional como local. Asi, geograficamente se encuentran suelos con cantidades menores
de 20% de arcillas en la zona de occidente, hasta suelos con méas de 40% en la regién central
(Palacio y Siebe, 1994). Asimismo, por el riego constante con agua residual en los suelos del
Valle de Tula se ha acumulado una cantidad significativa de materia organica (MO), evaluada
como carbono organico (CO; Lucho et al., 2005; Herre et al., 2004; Ramirez et al., 2002;
Siebe y Cifuentes, 1995). Por tanto, hay suelos en la zona centro con un contenido de materia
orgénica de més del 4% y en los extremos oriental y occidental del 3% (Palacio y Siebe, 1994).
Incluso, suelos de la misma clase presentan diferencias importantes tanto de materia organica
como de arcilla, como se observa en la Tabla 1, resultado de la caracterizacion de Siebe en
1994.
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Tabla 1. Carbono orgéanico y arcilla en horizontes superficiales de suelos del Valle de Tula

Clase desuelo | Arcilla(%) | CO (%) |
Feozem héaplico 10.5-31.9 0.9-2.6
Leptosol molico 18.6 - 39.1 1-1.6
Leptosol rendzico 29.6- 39.1 1.6-3.7
Vertisol eutrico 30.5-54.4 1.5-3.2
Fuente: Siebe, 1994

A nivel local, se presentan también variaciones de ambos factores. Al respecto, el
estudio de Gonzélez (2008) realizado en Tlahuelilpan, Hgo., se usd para caracterizar una
parcela en el Rancho Las Palmas, con suelo clase Feozem. El analisis de tres perfiles demostro
que el porcentaje de arcilla difiere de acuerdo con su posicion respecto del canal de riego y que,

por la misma razon, la materia organica varia de acuerdo con su profundidad.
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2. Marco teérico

En el Valle de Tula, la principal fuente de patdgenos en el suelo es la aplicacion del
agua residual para la agricultura. Generalmente, dichos patdégenos sélo se mueven unos cuantos
centimetros a traves de la zona vadosa. En cambio, bajo condiciones de flujo saturado pueden
viajar distancias mayores (Bitton y Gerba, 1994). El destino de estos organismos en el subsuelo
esta determinado por su especie y por la capacidad de retencion en las particulas de suelo por
medio de diversos tipos de fendmenos. Por ello, en este apartado se explica de manera general
las caracteristicas de los microorganismos y organismos de interés, asi como también de los

mecanismos de retencion.

2.1. Patdgenos e indicadores

Los patdgenos se definen como organismos capaces de producir una enfermedad en un
huésped (Bitton y Gerba, 1994). Dentro de esta clasificacion se incluye a algunos virus,
bacterias, protozoarios y huevos de helmintos. Los organismos pertenecientes a estos grupos

tienen diferentes formas y tamarios, los cuales pueden observarse en la Figura 3.

Usualmente, algunos protozoarios y helmintos también son parasitos intestinales; es
decir, que viven a expensas del humano en el tracto del intestino. Otros, a pesar de vivir en el
intestino de su huésped no tienen la capacidad de producir enfermedades o hacer dafio, como el
caso de algunas bacterias entéricas. Todos estos organismos se desechan en las heces fecales y
a su vez se descargan a través del agua residual. Debido a la carga microbiologica del agua
residual, ésta funciona como un vehiculo para la propagacion de enfermedades. La
determinacion del contenido de patdgenos en el agua residual se realiza de manera directa o
indirecta. En el caso indirecto se hace a través de organismos denominados indicadores. Es
decir, la presencia de éstos se asocia directamente con la posible presencia del patogeno. La
ventaja de los indicadores, es que aunque no tienen capacidad infectiva su deteccion es

relativamente simple, rapida y confiable.
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Arenoso 70 % 15 %% 15 9%
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mm 10 1.0 0.1 0.01 0.001
jm 100 10 1
nm 1000 100 10 1 0.1 0.01

Figura 3. Comparacién de tamafios de organismos, particulas y didmetro equivalente de
poros. Modificado de: Matthess et al., 1988 en Maier et al., 2000

En las siguientes secciones se describira brevemente cada grupo de organismos de
interés, en especial, aquéllos patdgenos o indicadores presentes en el Valle de Tula de

importancia para la salud y para este trabajo.

2.1.1. Virus

Los virus se consideran entes no vivos, ya que son incapaces de reemplazar sus partes o
llevar a cabo su metabolismo por si mismos. Su replicacion se realiza cuando se asocian con
una célula viva al trasladar toda su informacion genética a éstos (Rittman y McCarty, 2001). En
general, los virus son muy pequefios (15 a 300 nm). Los virus infectan todo tipo de celulas y
pueden causar enfermedades e incluso la muerte, aunque no siempre una infeccion viral
conduce a una enfermedad (Madigan et al., 2004). Algunos virus entéricos en humanos que se
han reportado son Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Hepatitis A y Rotavirus. De éstos, los
principales causantes de gastroenteritis en nifios son los Rotavirus, Astrovirus y Adenovirus
entéricos. Se estima que la concentracion de un virus entérico en las heces de un individuo

infectado puede ser tan alta como 1x10 virus/g heces (Maier et al., 2000).
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En aguas residuales se ha detectado la presencia de Enterovirus principalmente y en
menor escala de Adenovirus, Rotavirus y Hepatitis A (Maier et al., 2000). En el agua, los
bacteri6fagos son los indicadores sugeridos para detectar contaminacion viral, ya que son virus
que infectan a las células procaridticas y prevalecen después del tratamiento bioldgico del agua

residual.

2.1.2. Bacterias

Son microorganismos unicelulares, procarioticos, que pueden sintetizar protoplasma del
ambiente circundante (Peavy et al., 1985). Las bacterias son los organismos mas pequefios
considerados vivos y cuyas actividades son esenciales para la supervivencia de otras especies.
Se encuentran en el suelo, aire y agua. Las formas en las que se presentan son esféricas,
cilindricas o helicoidales como cocos, bacilos y espirales (Metcalf y Eddy, 2003). Existen
aquéllas de vida libre dentro del intestino de seres humanos o animales, las cuales pueden ser
patdgenas o no. Estas son excretadas junto con las heces y encontradas en el agua residual.

Una de las bacterias mas empleadas en la ingenieria ambiental como indicador son las
del grupo coliformes fecales, que sin ser patdgenas, su presencia en el agua residual sugiere la
contaminacion de origen fecal. A este grupo pertenece Escherichia coli, una bacteria anaerobia
facultativa y gram negativa, con diametro de 0.6-1.2 umy largo de 1 a 10 um (Metcalf y Eddy,
2003), la cual se observa en el Figura 4. E. coli se encuentra en la flora nativa intestinal del
hombre sin causar dafio, aunque existen algunas cepas enteropatdgenas. Usualmente, las
concentraciones de bacterias coliformes totales del agua residual varian de 1x10” a 1x10° /100
mL (Metcalf y Eddy, 2003) y las encontradas en el Emisor Central de la ciudad de México son
aproximadas a 1x10%100 mL (Cifuentes et al., 2000).

Debido a su tamafio, éstas y otras bacterias tienen una alta relacion superficie/volumen
(Bitton, 1994), la cual se calcula que representa 12 m2/g (Rittman et al., 2001). En suspension
las bacterias se comportan como coloides y tienen carga eléctrica negativa a pH mayor a 2, (-
25.6+1 a -44.8+1.3; Jucker et al., 1998). Dicha carga se debe a la desprotonacion de las
superficies de los grupos funcionales organicos que se encuentran en su membrana, coOmo

carboxilatos, hidroxilatos y fosfatos (Fein, 2000). Por su carga y las condiciones del ambiente,
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los fendmenos de superficie predominan y controlan el comportamiento de las bacterias en una

suspension, estableciendo una posible interaccion con otras particulas solidas.

Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de Escherichia coli ATCC 700078 (x10,000)

2.1.3. Protozoarios

Los protozoarios son organismos unicelulares, eucarioticos, que cuentan con organelos
de locomocidn. Su metabolismo, en la mayoria de los casos, es anaerobio (Romero, 1999). Los
protozoarios tienen una actividad metabolica mas compleja que la de las bacterias y
frecuentemente consumen a éstas como una fuente de energia (Metcalf y Eddy, 2003). Algunos
protozoarios presentan dos fases de vida, la primera como trofozoitos, la cual usan cuando
viven en forma libre en el intestino del huésped (Gray, 1994; Romero, 1999). La segunda es un
estado metabdlico inactivo denominado quiste (Frankenberger, 1985), el cual sirve para
sobrevivir, ya que lo emplean para protegerse de las agresiones del huésped, o bien, cuando
estan fuera de éste, en condiciones ambientales extremas. Los quistes son la forma infectiva de
los protozoarios (Romero, 1999) y su pared gruesa los hace resistentes a la desecacion, altas
temperaturas y falta de nutrientes y de oxigeno (Bitton, 1994). Por esto, ademas de encontrarse
en el intestino de algunos animales también son capaces de sobrevivir en el suelo o ambientes
acuaticos (Peavy et al., 1985; Bitton, 1994).
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Algunos protozoarios son patogenos, de estos Cryptosporidium parvum, Cyclospora y
Giardia lamblia se encuentran en casi todas las aguas residuales y la desinfeccidn convencional
con cloro no los destruye o inactiva (Metcalf y Eddy, 2003). Giardia lamblia provoca la
Giardosis, que es una enfermedad gastrointestinal ampliamente distribuida en México y que se
presenta frecuentemente en nifios de edad preescolar y escolar. Asi, para el caso del Valle de
Tula, los estudios epidemioldgicos confirman que los menores de cinco afios son los mas
afectados (Cifuentes et al., 1994). Los quistes de Giardia son ovalados (Figura 5), miden 8 a 12
um de largo y 7 a 10 um de ancho (Hill en Mandell, 1995; Ponce y Martinez en Becerril,
2008), poseen cuatro nucleos y cargas negativas (-12+1.1 mV; Dai y Boll, 2003). En ocasiones
son muy abundantes en la materia fecal, ya que se encuentran en concentraciones de 21x10°
quistes/g (Tay et al., 2002). En el agua residual del Emisor Central se han encontrado en
concentraciones de 125 a 300 quistes/L en el efluente y en el rio Tula de 50 a 95 quistes/L
(Cifuentes et al., 2000).

Figura 5. Quiste de Giardia lamblia observado en MEB (x10,000)

2.1.4. Huevos de helmintos

Los helmintos son organismos pluricelulares conocidos como lombrices parasitarias
(Romero, 1999). Los helmintos se clasifican en Nematodos, Platelmintos y Anélidos, aunque

son las lombrices incluidas en los primeros dos grupos las que ocasionan las infecciones en
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humanos (Metcalf y Eddy, 2003). A diferencia de otros paréasitos, las lombrices intestinales
tienen un tamafio mayor (Imm a mas de 50 cm), lo cual refleja su compleja estructura
macrocelular (Mandell et al., 1995). Algunas especies de helmintos presentan su etapa
infectiva cuando son larvas o adultos, mientras que en otras durante su estadia de huevos
(Metcalf y Eddy, 2003). En el agua residual los helmintos se presentan en forma de huevos, por
esta razon son una amenaza para la salud de las personas que se encuentran en contacto directo
con el agua residual cruda (Peavy et al., 1985) o por la ingestidn de verduras regadas con aguas

negras (Tay et al., 2002).

El nematodo intestinal mas grande que parasita al hombre es Ascaris lumbricoides,
(Romero, 1999). Este helminto se distribuye en zonas tropicales y templadas del mundo,
principalmente en zonas rurales donde las condiciones socioeconémicas e higiénicas son
deficientes (Tay y Becerril en Becerril, 2008). Esta lombriz produce una enfermedad
denominada Ascariasis, la cual infecta de un 1/4 a 1/5 de la poblacién mundial (Romero,
1999). En México se calcula presente en el 33% de la poblacién (Tay et al., 2002; Tay y
Becerril en Becerril, 2008). La helmintiasis se adquiere mediante la ingestion de un huevo
larvado, que madura en el suelo (Tay et al., 2002). Se presenta principalmente en nifios debido
a ciertos habitos como jugar en suelo, ingesta mano boca, geofagia o por ingerir verduras

regadas con aguas negras (Mandell et al., 1995; Tay y Becerril en Becerril, 2008).

Los huevos fértiles de esta especie tienen forma ovalada y miden de 40 a 80 um de
largo y 35 a 50 um de ancho (Mandell et al., 1995). Estan cubiertos por tres capas, la interna o
vitelina, de naturaleza lipoide; la media, derivada del glucogeno y la externa o albuminoide con
mamelones multiples. En la Figura 6 se observa un huevo de Ascaris lumbricoides y su
membrana externa con mamelones. Los huevos que no estan fecundados miden 85 a 90 de
largo por 30 a 40 de ancho, son 6vulos mas largos y estrechos, sin membrana vitelina y cubierta
muy delgada (Tay y Becerril en Becerril, 2008). Los huevos pueden sobrevivir en condiciones
ambientales por dos afios (5 a 10°C), tres meses en la ausencia de oxigeno y de 2 a 3 semanas
(22°C) en condiciones de desecacion. En suelos himedos y arenosos, los huevos viven hasta
seis afios e incluso se ha detectado su viabilidad después de ser sometidos a temperaturas de

congelamiento en invierno (Mandell et al., 1995). Los huevos de Ascaris lumbricoides se
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presentan en el agua residual de la Ciudad de México en concentraciones que varian de 130
al35 huevos/L (Siebe y Cifuentes, 1995).

Figura 6. MEB de un huevo fértil de Ascaris lumbricoides (x1,500)

2.2. Transporte y remocion de patdgenos a través del suelo

Los patdgenos contenidos en el agua residual, migran a través del suelo mediante un
movimiento convectivo de la fase acuosa, combinado con una atenuacién debida a los
mecanismos de retencion. Este transporte se expresa por la teoria de la filtracién de coloides
(Tufenkji, 2007) y esta influenciado por las caracteristicas de las células (carga superficial,
hidrofobicidad, tamafio, movilidad y estado fisico), las soluciones quimicas (fuerza ionica, pH,
temperatura) y las respectivas del medio poroso. La mayor parte de la remocion de los
patégenos ocurre en la superficie del suelo; a continuacion, se explican brevemente los

mecanismos que intervienen.

2.2.1. Filtracion

La filtracion es la detencion de las particulas mayores entre los espacios porosos, los
cuales a su vez forman poros méas pequefios y contribuyen asi a la retencion de particulas
menores. Este mecanismo se presenta cuando las particulas exceden el 5% del tamafio medio

del poro intersticial (Cunningham et al., 2007; Tufenki, 2007). La filtracion esta influenciada
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por diferentes factores, como son las caracteristicas del medio poroso, el tamafio y forma de las
bacterias, el grado de saturacion del agua, el tamafio de particula y el taponamiento del medio
filtrante (Stevik et al., 2004).

2.2.2. Decaimiento natural

El decaimiento natural o muerte de organismos se presenta principalmente cuando hay
largos periodos de retencion en condiciones de flujo no saturados (Bitton y Gerba, 1994). En
medios saturados naturales, este mecanismo depende de la composicion de la solucion, el pH,
la temperatura, el tipo de cepas, la depredacion, el antagonismo, la luz, el tipo de suelo, la
presencia de sustancias toxicas y el contenido oxigeno disuelto (Foppen y Schijven, 2006).

Algunos de estos factores se explican en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores que favorecen o perjudican la supervivencia de microorganismos en el

suelo
Factor \ Positivos | Negativos \
Contenido de | Los suelos himedosy los .
: . Desecacion
humedad periodos de lluvia intensa
Texturas Arcillosas y limosas Suelos arenosos
Bajas temperatura, periodos
Temperatura J . P P Altas temperaturas, veranos
invernales
Las condiciones neutras . .
pH . Acidez (pH=3-5)>Alcalinas
favorecen su crecimiento
i Radiacion UV (desinfectante);
Luz del sol Ninguno ( L )
Desecacion
. . Incrementa la supervivencia :
Materia organica : p_ . y Ninguno
posible recrecimiento
Antagonismo con Las bacterias entéricas no
la microflora vy Ninguno pueden competir con la
fauna del suelo microflora y fauna nativa

Fuente: Bitton y Gerba, 1994; Jiménez en WHO, 2003

2.2.3. Adsorcion

El término adsorcion se refiere al proceso por el cual los contaminantes presentes en

una fase tienden a concentrarse en la superficie de otra. El contaminante por ser removido de la
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fase liquida se conoce como adsorbato. El solido, liquido o gas en el que concentra el adsorbato
es el adsorbente (Sawyer, 2003). Las interacciones entre ambas se explican matematicamente

por medio de isotermas de adsorcion, mismas que se detallan en el siguiente apartado.

2.2.3.1. Isotermas de adsorcién

Una isoterma es la relacion entre la cantidad de soluto adsorbido por unidad de masa de
adsorbente sélido y la concentracion del soluto en el equilibrio, a temperatura constante (Aboul
y Simoneit, 2001; Metcalf y Eddy, 2003). Existen diferentes modelos de isotermas, entre las
mas empleadas para describir este fendmeno en microorganismos se encuentran las de

Langmuir y de Freundlich.

El modelo de Langmuir describe el equilibrio de adsorcion entre una fase sélida y una
acuosa como un equilibrio quimico reversible. Se basa en las suposiciones de que existen sitios
definidos de adsorcion; la energia de adsorcion es constante e independiente de la cobertura
superficial; la superficie de adsorcién es homogénea; no hay interaccion entre las moléculas
adsorbidas y la adsorcion ocurre en una sola capa (Noll et al., 1992; Tien, 1994). El modelo

general esta en la Ecuacion 1.

__ SmaxbCe
q. = ..
(1+bC,)

...Ecuacion 1

donde

ge: Cantidad de adsorbato adherido en el adsorbente (masa del contaminante adsorbido/masa
del adsorbente)

Ce: Concentracion del equilibrio del adsorbato en solucién (unidad del contaminante/mL)

b: Constante relacionada a la fuerza de union

Smax: Cantidad maxima de adsorbato que puede ser adsorbido (en la monocapa)
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Las constantes Smax Y b son calculadas al graficar (Ce¢/ge) vs Ce cuando se hace uso del

ajuste semireciproco (Tipo I) mostrado en la Ecuacion 2. La pendiente es !

y la intercepcion

Smax

1
€s

Sméxb.

e fe gy 2 Ecuacion 2

O bien, si se grafica 1/gqe vs 1/Ce cuando se emplea un ajuste reciproco o del tipo Il
1

(Ecuacion 3). La pendiente es y la intercepcion es

Sméxb Sméx
1 1 1 iz
= = +—.... Ecuacion 3
de Smaxb Smax

El modelo de Freundlich considera que la adsorcion es de naturaleza fisica, la
superficie del adsorbente es heterogénea y la cantidad de soluto adsorbido aumenta
infinitamente al aumentar la concentracion en la fase fluida (Noll et al., 1992). Este modelo no
predice la concentracion maxima adsorbible. La expresion matematica para este modelo se

encuentra en la Ecuacion 4.
ge = ks CeX™.......Ecuacion 4
donde
ge: Cantidad de adsorbato adherido en el adsorbente (masa del contaminante/masa del
adsorbente)
Ce: Concentracion del equilibrio del adsorbato en solucion (masa del contaminante/mL)

ks: Constante de equilibrio que indica la fuerza de sorcion
n: Grado de no linealidad
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Cuando se grafica la forma linealizada (Ecuacion 5), es decir el log de g en funcion del
log de C, se obtiene una linea recta cuya intercepcion en la ordenada corresponde al valor de
log ks y la pendiente con n. El valor de ks puede ser considerado como un indice del grado de
adsorcion de varios adsorbatos e implica que la energia de adsorcion en una superficie

homogénea es independiente de la cobertura superficial.
Log ge= log ks + 1/n-log C.....Ecuacion 5

2.2.3.2.  Pruebas de Adsorcién

Las técnicas experimentales necesarias para conocer las caracteristicas de

adsorcion/desorcién son dos: las pruebas por lote y las pruebas en columnas.

a) Pruebas por lote: Estos experimentos sirven para estudiar el equilibrio de sorcién entre
las particulas sélidas y varios contaminantes y obtener las isotermas de adsorcion.
Particularmente, estas pruebas asumen que existe un sistema de mezcla completa, donde
todas las particulas solidas estan completamente dispersas de forma que su superficie
estd expuesta y disponible para interactuar con el contaminante de interés. Las pruebas
por lote se realizan mezclando el adsorbente (previamente secado, morteado y con una
textura granular uniforme) con diferentes concentraciones del contaminante de interés
en solucién. Para ello, se requiere lograr una completa dispersion del sélido en la
solucion, lo cual se efectia con una buena agitacion y afiadiendo las proporciones
soluto/soluciéon adecuadas. La concentracion del contaminante en el equilibrio se
obtiene a partir de su determinacion en la fase acuosa (Aboul y Simoneit, 2001). Cabe
destacar, que el equilibrio de adsorcién se alcanza después de cierto tiempo de contacto
entre el adsorbente y el adsorbato, momento en el cual la concentracion del adsorbato
permanece casi constante en la solucién. Ahora bien, con los datos de las pruebas por
lote se calcula la adsorcion por unidad de masa a partir de la ecuacién 5. Con esta

informacidn se ajustan los modelos de las isotermas explicados anteriormente.

(Co_ce)V .z
e = — o Ecuacién 6
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donde

ge: Concentracion en el adsorbente después del equilibrio (masa del contaminante
adsorbido/masa del adsorbente)

Co: Concentracion inicial del adsorbato (masa del contaminante/mL)

Ce: Concentraciéon final del adsorbato después que la adsorcién ha ocurrido (masa del
contaminante/mL)

V: Volumen de liquido en el reactor (mL)

m: masa del adsorbente ()

b) Pruebas en columnas: Estas pruebas sirven para estudiar la sorcion pero también la
difusion de los contaminantes a través del adsorbente. El ensayo consiste en colocar al
adsorbente dentro de una estructura denominada columna. El contaminante, en cambio,
se encuentra en solucion y se hace pasar a traves de la columna. La concentracion del
contaminante en el efluente (C) se mide a través del tiempo y los resultados se grafican
en forma de curvas al punto de quiebre o correlaciones de C/Co vs Tiempo (t) o
volumen de poro (PV). A diferencia de las pruebas por lote, las columnas simulan la
migracion de los contaminantes en solucion a través de la zona subsuperficial del suelo
y sélo una fraccion del area superficial de las particulas solidas se encuentra en contacto
directo con el contaminante (Aboul y Simoneit; 2001). Ademas, las pruebas en
columnas sirven para estimar el volumen de poro requerido para lograr una curva al
punto de quiebre de un contaminante especifico y para determinar los parametros de

transporte, que controlan la migracién el contaminante a través de la subsuperficie.

2.2.3.3. Adsorcion biologica

La adsorcion de los biocoloides (como se conocen a las bacterias, virus y otros
organismos Vvivos) es un proceso cinético que tiende al equilibrio. Este Gltimo se alcanza
mediante dos mecanismos de adhesion, el primero reversible y el segundo irreversible. Este
proceso se ha descrito en términos de la teoria de la doble capa o de Derjaguin-Landau-

Verwey-Overbeek (DLVO). Dicha teoria explica que las bacterias por ejemplo, son capaces de
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superar las fuerzas repulsivas de la superficie del medio adsorbente por medio de las fuerzas
electrostaticas y de Van der Waals, resultando en una interaccion débil (adsorcion reversible).
Posteriormente, las sustancias poliméricas extracelulares producidas por las bacterias forman
enlaces permanentes con el adsorbente (Stevik et al., 2004; Percival et al., 2000), formando asi
una interaccion permanente conocida como adhesion (adsorcion irreversible). Este proceso

puede observarse, de manera general, en la Figura 7.

Fuerzas:
- Electrostaticas
- London-Van der Waals

- Interacciones . @
hidrofobicas

Minimo secundario { @

Minimo primario { =)

AAAAAdA 0

Movimientos:
- Advectivo
- Convectivo
- Difusion

TIIIIIIIT

Adsorcion reversible Adhesion

Figura 7. Proceso de adsorcion biologica de acuerdo a la teoria de la doble capa

Los procesos que afectan esta adsorcion son fisicos, bioldgicos y quimicos. Los de tipo
fisico incluyen a la temperatura, la velocidad del flujo de agua, las caracteristicas del
adsorbente, la presencia de arcillas (Bitton y Gerba, 1994) y la materia organica (Johnson y
Logan, 1996; Smith y Badawy, 2007; Smith y Hegazy, 2006). En tanto que los bioldgicos
abarcan la especie (Bitton y Marshall, 1980), la hidrofobicidad y las caracteristicas de la
superficie celular (Jacobs et al., 2007). Por ultimo, hay también interacciones de tipo quimico
como son la fuerza ionica, el pH, la presencia de cationes y de metales como Fe, Cu y Zn
(Bitton y Gerba, 1994). Por todos estos factores, los experimentos de adsorcion se deben llevar

a cabo en condiciones homogéneas para poder hacer comparaciones.
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Aunado a lo anterior, la propia naturaleza de los experimentos biolégicos requiere que
se realicen pruebas para evitar interferencias por depredacion o inactivacion. Para ello, se debe
asegurar utilizar un adsorbente estéril (Wand et al., 2007), que para el caso de los suelos se
logra con la radiacion gamma por provocar alteraciones minimas en el adsorbente (Berns et al.,
2008). Asimismo, se deben realizar pruebas confirmativas o de desorcion. Estas consisten en
afiadir algun diluyente o desorbedor (sin inocular) que actla directamente en las cargas
electrostaticas, y hacer que los microorganismos adheridos se desprendan (Wand et al., 2007).
Entre las sustancias mas empleadas se encuentran el formaldehido, el pirofosfato, el periodato
de sodio, el Tritén X-100, el agua de peptona al 0.1 % y el agua destilada o desmineralizada
(Ferguson et al., 2003). En los experimentos con columnas se comparan las curvas obtenidas de
un trazador no adsorbible con las obtenidas con los biocoloides. Si ambas curvas resultan

iguales entonces no existe adsorcion (Wand et al., 2007).
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3. Materiales y métodos

En este capitulo se presenta la metodologia empleada para poder cumplir con los
objetivos de la tesis. Inicialmente, se explican los criterios para la seleccion de los dos parasitos
y el organismo indicador en estudio. Luego, la seleccion de las muestras de suelo para que
tuvieran contrastes significativos en los factores de estudio: contenido de arcillas y materia
orgénica. Posteriormente, se describe la ubicacion de los sitios de muestreo, la coleccion de las
muestras en campo y su caracterizaron en laboratorio. Se detalla también la preparacion de las
suspensiones sintéticas de los organismos patdgenos e indicadores por evaluar. Ademas, se
explica como se llevaron a cabo las pruebas de adsorcién para encontrar el tiempo de equilibrio
y las isotermas, y como se plante6 el disefio experimental y el analisis estadistico de los datos.
Finalmente, se especifica el procedimiento para las pruebas de desorcion, asi como para la

obtencion de imagenes de microscopia electronica de barrido.

3.1. Seleccion de los microorganismos indicadores y patogenos a estudiar

Los microorganismos indicadores y parasitos por estudiar se seleccionaron con base en
los criterios enlistados en la Tabla 3. El analisis se realizd Unicamente para los
microorganismos cuya presencia ha sido reportada en la zona, ya sea en el agua residual, en el
agua de suministro o por su incidencia infecciosa en la poblacion. El criterio de evaluacion fue
asignar un peso mediante el uso del simbolo +, que correspondian a un valor numérico + (1),
++ (2) y +++ (3). Se seleccionaron aquéllos microorganismos o parasitos con la mas alta

calificacion.

Tabla 3. Matriz para la seleccion de los organismos por estudiar

. . Riesgos | Susceptibles . Determi-
Microorganismo o Informacién -, .,
ar%sito para la aser disponible nacién Innovaciéon | Total
P salud adsorbidos P accesible
Virus SBOa;ZriEg:gos + +++ +++ ++ + 10
. Escherichia
Bacterias coli + +++ +++ +++ + 14
Entamoeba
histolytica ++ + + +++ +++ 13
Protozoarios —
Giardia
lamblia +++ + ++ +++ ++ 14
Helmintos ﬁjsniz:ioi des +++ + + +++ +++ 14
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Los estudios de adsorcion se centran principalmente en los microorganismos como Virus
y bacterias. De estos grupos se selecciond trabajar con una cepa no patdgena de Escherichia
coli, principalmente por la facilidad de su determinacién, que la informacion previa disponible
es suficiente para realizar un comparativo y que otras bacterias patdégenas (Salmonella, Shigella
y Vibro Cholerae) se reportan ausentes (Gallegos et al., 1999). El grupo de los virus quedd
fuera del alcance de esta tesis, ya que su presencia en el Valle ha sido poco reportada y que han
sido estudiados a nivel internacional en mayor medida que los otros (Tufenkji, 2007). Aparte de
esto las capacidades analiticas para evaluarlas no estuvieron al alcance de este estudio.

Entamoeba histolytica y Giardia lamblia son dos protozoarios encontrados en la zona,
cuya prevalencia infecciosa esta determinada en diferentes grupos de exposicion (Cifuentes et
al., 1994). Los principales criterios para realizar un estudio de adsorcion de Giardia lamblia
sobre Entamoeba histolytica fueron que: a) tiene un mayor impacto sobre la salud de la
poblacion, ya que su prevalencia infecciosa se ha comprobado entre los infantes de 1 a 5 afios
(Cifuentes et al., 2000); b) existen estudios previos en los que se demuestra que pueden
adherirse a diferentes sustratos, y c) que dicha informacion puede compararse con los

resultados de esta tesis.

Para el caso de los huevos de helmintos, Ascaris lumbricoides se seleccion6 debido a
que se ha detectado ampliamente en el Valle y sus efectos a la salud son corroborados con
estudios epidemioldgicos (Cifuentes et al., 1994). Sin embargo, las investigaciones previas
acerca de la adsorcion sobre los huevos de helmintos son muy escasos. Por ello, esta tesis
permite realizar un estudio novedoso y generar mayor informacién acerca de como se retienen

los huevos en el suelo.

3.2. Obtencidn y caracterizacion del suelo

Se emplearon tres muestras simples de suelo del Valle de Tula. Cada una de ellas
contiene diferentes proporciones de materia organica y arcilla, de tal modo que representan tres
condiciones contrastantes de ambos factores. En la Tabla 4, se detallan las proporciones de

cada factor en las muestras empleadas y entre paréntesis se encuentra la clave de la muestra. La
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nomenclatura se compone de una letra en mayuscula “A” que significa arcilla y una “M” de

materia organica. Las letras minasculas refieren a la proporcion, “a” es altay “b” es baja.

Tabla 4. Composicion de las muestras de suelo empleadas

Nombre de la muestra AaMa AaMb ‘ AbMb

Condicién 1 2 3
Arcilla (A) Alta(a) | Alta(a) | Baja(a)
Materia organica (M) Alta (a) | Baja(b) | Baja(b)

3.2.1 Localizacién de los sitios de muestreo

Las muestras AaMa y AaMb se colectaron de dos perfiles en una parcela del Rancho
“Las Palmas”, caracterizada por Gonzalez (2008), en Tlahuelilpan, Hidalgo. Estas muestras
corresponden a la clase de suelo Feozem y se riegan con agua residual. La muestra AaMa
(477799 W, 2225150 N) se obtuvo en un horizonte superficial Ap2 (2-10 cm), en la capa
arable y muy cercana al canal de riego. La muestra AaMb (477720W, 2225040N) se colect6 de
un horizonte C,, localizado a una profundidad mucho mayor (117-123/130 cm), en la zona mas
lejana al canal. La masa de ambas muestras fue de 1 kg, las cuales se transportaron en bolsas de

polietileno al Instituto de Ingenieria.

La muestra AbMb se consigui6 en el Instituto de Ingenieria, UNAM. Esta se colecto
anteriormente en el horizonte Ap2 (15-29 cm) de una parcela aledafia al pozo CIC 126, en el
municipio de Actopan. La clase de suelo es Leptosol réndzico y el riego se realiza con agua de
pozo (Jiménez et al., 2008). En la Figura 8 se puede observar la localizacion de los puntos de
muestreo, las muestras AaMa y AaMb se encontraron en la zona centro del Valle, mientras que

la muestra AbMb en la zona Noreste.
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Figura 8. Localizacion de los sitios en donde se obtuvieron las muestras

3.2.2 Caracterizacion del suelo

Las muestras colectadas AaMa y AaMb se secaron al aire, mortearon y tamizaron en

malla # 10. Posteriormente, se analiz6 su contenido de materia organica (método de Walkley y

Black), pH (electrométrico con cloruro de calcio), textura (método de Bouyoucos) y humedad
(por gravimetria), segun la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000.

La muestra AbMb se obtuvo morteada, tamizada y caracterizada del Instituto de
Ingenieria, UNAM. Finalmente, las tres muestras se esterilizaron con radiacion gamma a una

dosis de 25 kGy (Murillo, 2007) en el Instituto de Ciencias Nucleares, UNAM. EIl suelo se
almacend en frascos de vidrio &mbar a 4°C hasta su uso.
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3.3 Preparacion de las suspensiones sintéticas

3.3.1 Escherichia coli

En este estudio se empled la cepa de Escherichia coli ATCC 700078 (WG5), la cual se
aislo en cajas Petri con agar McConkey (36°C por 24 h; ISO 8199:1988). Cuatro colonias se
inocularon en 50 mL de caldo MSB estéril*. Este se mezclé a 90 rpm durante 5 h y se afiadieron
10 mL de glicerol estéril (20% v/v). El cultivo se distribuyd en volimenes de 1.2 mL en viales
para criogenia, los cuales se almacenaron a -20° C. Los viales sirvieron como fuente de indculo

para las pruebas posteriores.

El contenido de un vial se sembré en 50 mL de caldo MSB durante 24 h (36°C, 90 rpm,
Anexo I). Una alicuota de 10 mL de este cultivo se tom0 y se transfirié a un tubo de centrifuga
de 15 mL. Se centrifugd a 6,000 rpm durante 10 min (pruebas preliminares Anexo 1), en un
equipo Eppendorf 5810R. El sobrenandante se retird y se afiadié solucion isoténica estéril
(NaCl 0.85%, pH 7.0+0.1). Este lavado se repitié una vez méas para eliminar la mayor parte del
caldo. La suspension se diluy6 hasta una concentracién de ~2-4x10” UFC/mL (0.5 mL en 20
mL de NaCl 0.85%). EI método empleado para medir la concentracion fue el de filtracién de
membrana (APHA et al., 1998) en agar McConkey, en una incubadora VWR 1540 Scientificlnc
a 36°C (Anexo IlI).

3.3.2 Giardia lamblia

Los quistes de Giardia lamblia fueron adquiridos del laboratorio PACAL como una
suspension de 3,000 quistes/mL en formol al 5%. Una alicuota de 2.5 mL de esta suspension se
diluyd en 10 mL de solucién isotonica estéril (NaCl 0.9%, pH 7.2) y se le afiadié 2 mL de lugol
para obtener una concentracion final de 51 +3 quistes/30 ul. Dicha concentracién se obtuvo
por la observacion directa en microscopio éptico (40x) de diez alicuotas (Anexo 1V).

! 10g de peptona, 3 g de extracto de levadura, 12 g de extracto de carne, 2 g de cloruro de sodio, 5 mL de solucién carbonato de sodio Yy
0.3 mL de cloruro de magnesio en un litro de agua, pH 7.2, esterilizado en autoclave a 121°C por 15 min
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3.3.3 Ascaris lumbricoides

Los huevos de Ascaris lumbricoides utilizados se obtuvieron del laboratorio de
parasitologia del “Grupo de Tratamiento y Reuso” del Instituto de Ingenieria, UNAM. Los
huevos contenidos en 2 mL se resuspendieron en 13 mL de solucion isotonica estéril (NaCl
0.9%, pH 7.2). La concentracion final fue de 50+2 huevos/40 pl, la cual se obtuvo por la
observacion directa en microscopio éptico (10x) de diez alicuotas (Anexo V).

3.4 Pruebas de adsorcion

Las pruebas de adsorcidon consistieron en dos tipos de ensayos. En los primeros se
estimo el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de cada microorganismo o parasito con
cada muestra de suelo. A partir de estos resultados, se obtuvo el tiempo de agitacion para
continuar con la siguiente fase. En los siguientes ensayos se variaron las concentraciones de
suelo empleadas para obtener las isotermas de cada suelo. El procedimiento exacto para cada

microorganismo o parasito se describe a continuacion.

3.4.1 Tiempo de equilibrio de adsorcion

a) Escherichia coli

Para obtener el tiempo al cual se logra el equilibrio de adsorcidn se hicieron pruebas por
lote. Para ello, se colocaron 2.5 g de suelo estéril en un tubo para centrifuga de 50 mL y se
afiadieron 20 mL de suspensién sintética de bacteria (4-5 x 10" UFC/mL) por triplicado. Luego,
cada tubo se mezclé en vortex durante 10 s y se agitd de manera horizontal en un mezclador
rotatorio Aros 160 Thermolyne a 110 rpm durante cinco tiempos: 0.5, 1, 1.5, 2y 2.5 h. Una vez
que se alcanzé cada tiempo, el tubo se centrifug6é a 1,000 rpm/10 min (pruebas preliminares
Anexo VI) en un equipo Mistral 3000 MSE, para separar la fase sélida de la liquida. Se tomé
una alicuota de 100 pl del sobrenadante y se analiz6 su concentracion final mediante filtracion
de membrana 9222D (APHA et al., 1998), con agar McConkey y se incubd a una temperatura
de 36°C durante 24 h. Simultdneamente, se corri6 un blanco (inéculo de bacteria mas solucion
pero sin suelo) para cada tiempo, con la finalidad de determinar cualquier interaccion con el

recipiente o variacion durante el experimento.
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b) Giardia lamblia

Esta prueba se realizd6 empleando una masa de 2.5 g de suelo con 20 mL de solucién
salina por tubo y en triplicado para cada tiempo. La concentracion inicial afiadida fue de 51
quistes/tubo. Los tiempos de agitacion fueron: 0.5, 1.5, 2.5, 3.5 y 4.5 h, previo mezclado en
vortex. Una vez que se alcanzé cada tiempo, el tubo se centrifug6 a 1,000 rpm/10 min (pruebas
preliminares Anexo V1) en una centrifuga Mistral 3000 MSE. A esta velocidad los quistes
sedimentaron, por lo que se retird el sobrenadante y cuidadosamente se afiadieron 5 mL de
sulfato de zinc (1.08 g.e.) para no resuspender las particulas de suelo. El sobrenadante y el
sulfato se filtraron por el tamiz de 20 um y se recuperd el enjuague. Dicha solucion se diluyo
hasta un volumen de 250 mL con agua destilada. Luego, se centrifugd a 3,000/15 min y se
aspird el sobrenadante hasta un volumen aproximado de 50 mL. La centrifugacion se repitio
dos veces, la primera para concentrar a 5 mL y la siguiente para obtener un volumen de 0.5 mL.
Los quistes se cuantificaron por observacion directa en un microscopio éptico (40x) y tincion
con lugol. La concentracion adsorbida de quistes de Giardia se determind por diferencia,

empleando la Ecuacion 5.

¢) Ascaris lumbricoides

De la misma manera que con los organismos anteriores una masa de 2.5 g de suelo, 20
mL de solucidn salina y 50 huevos se colocaron en cada tubo. Se mezclaron durante 10 s en
vortex y se agitaron cinco tiempos: 0.5, 1.5, 2.5, 3.5y 4.5 h. Se centrifug6 a 1,000 rpm/10 min
(pruebas preliminares Anexo VI) en una centrifuga Mistral 3000 MSE. El sobrenadante se
retird y se afiadieron 5 mL con sulfato de zinc (1.2 g.e.) a la superficie de la pastilla, cuidando
que no se resuspendiera el suelo. El sobrenadante y el sulfato se filtraron por el tamiz de 20
um. El filtrado (fase sobre el tamiz) se recuperd a partir de enjuagues con agua potable y se
trasvasé a un tubo de 50 mL. Luego, todos los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm/10 min y se
aspird el liquido hasta un volumen aproximado de 5 mL. Finalmente, se cuantificaron los
huevos en un microscopio Optico (10x) utilizando para ello un disco Don Caster. La

concentracion de Ascaris adsorbida se determino por diferencia, empleando la Ecuacion 5.

45



Materiales y métodos

3.4.2 Isotermas de adsorcién

En esta parte del experimento se emplearon diferentes masas de suelo, para la bacteria
Escherichia coli se probaron cinco: 0.5, 1, 1.5, 2y 2.5 g, para los quistes de Giardia lamblia y
los huevos de Ascaris lumbricoides fueron: 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 g. En todos los casos, los
ensayos se realizaron triplicados y el tiempo de agitacion fue el que se determiné en la fase
experimental anterior. Las velocidades de mezclado y agitacion, el volumen de solucion y las

concentraciones iniciales permanecieron iguales a lo descrito en el punto 3.4.1.

Los resultados obtenidos se ajustaron a los modelos lineales de la isoterma de Langmuir
tipo | (Ecuacion 2) y tipo Il (Ecuacion 3), asi como a la isoterma de Freundlich (Ecuacién 4).
Se graficaron los datos para obtener una linea recta y por medio de una regresion lineal se
obtuvo el coeficiente de ajuste R?. EI modelo més adecuado fue elegido a partir de este

parametro y las constantes fueron calculadas a partir de las ecuaciones de los gréficos.

3.4.3 Prueba de desorcion

Las pruebas de desorcion se realizaron con la finalidad de recuperar los patdgenos
adheridos a los suelos y asi comprobar su reversibilidad. Para el caso de Escherichia coli se
tomaron las fracciones centrifugadas de suelo de la prueba de isoterma de 2.5 g a 30 min de
contacto, por triplicado para AaMa, AaMb y AbMb. Se afiadieron 20 mL de solucidn salina
estéril 0.85%, se agitdé 30 minutos, se centrifugd a 1,000 rpm/lh y se determind la
concentracion por la técnica de filtracion de membrana, este procedimiento se repitio una vez

mas.

En cuanto a los quistes de Giardia lamblia se aplicé esta prueba a la fraccion de suelo
centrifugada de la prueba de isoterma de 2.5 g a 2.5 h de contacto. A estos suelos se les realizo
un doble lavado con 20 mL con agua destilada. En todos los casos la velocidad de
centrifugacion se mantuvo a 1000 rpm/10 min y los quistes se cuantificaron por observacion

directa en un microscopio dptico a 40x.
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En cuanto a los huevos de Ascaris lumbricoides se aplicé esta prueba a la fraccion de
suelo centrifugada de la prueba de cinética 2.5 g a 3.5 h de contacto. A estos suelos se les
realiz6 un lavado con 20 mL de solucién salina estéril 0.85% con igual tiempo de contacto. Un
segundo lavado se realiz6 aplicando 20 mL de hipoclorito de sodio 0.4% para remover la capa
externa y disminuir sus capacidades adhesivas (Gaspard et al., 1994) y se mezcld en vortex 30
segundos. En todos los casos la centrifugacion se conservo a 1,000 rpm/10 min y los huevos se

cuantificaron por observacion directa en un microscopio éptico 10x.

3.4.4 Disefio del experimento y andlisis estadistico

Los resultados de la fase experimental del tiempo de equilibrio se analizaron empleando
un disefio bifactorial completamente al azar, el cual determiné el efecto de los factores tiempo
(t) y suelo (S). Luego, se aplico una prueba de Tukey para poder comparar las medias, ya fuera
para la interaccion o factor independiente segln el caso. Este disefio experimental se especifica
en la Tabla 5y las hipétesis nulas para este modelo en la Tabla 6.

Tabla 5. Disefio experimental para los factores suelo vs tiempo

Muestra
ty Cu11, C112, Cu13 | Coug, Carz, Co1z | Caua, Caiz, Caz
t Cu21, C122, C123 | Co21, Ca22, C223 | Cs21, Ca22, Ca23
t3 Cia1, Ci32, Cis3 | Cos1, Cosz, Cosz | Casr, Casz, Cass
ty Cua1, C142, Cua3 | Coa1, Cas2, Co43 | Caa1, Casz, Casz
ts Cis1, Cis2, Cus3 | Cos1, Cosp, Cosz | Casa, Casz, Cass

El modelo general es:

donde

C: Concentracion del microorganismo o paréasito en fase acuosa

Cijk = U + Si + t] + (St)l] + Eijk

S: Suelo (AaMa, AaMb, AbMb)

t: tiempo (0.5,1,1.5,2,2.5 h)
K: repeticiones (3)

€: Error
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Tabla 6. Hipdtesis nulas para el modelo bifactorial empleado

Hipotesis nulas

Hop: Sty; = 0 No existe interaccion entre el suelo y el
tiempo
Hy,:S; +t; = 0 | No existe efecto por la muestra de suelo
Hoys:t; + St;; = 0 | No existe efecto por el cambio de tiempo

Las variables de respuesta fueron las concentraciones en la fase acuosa de cada uno de

los siguientes organismos:

a) Escherichia coli (ufc/mL; unidades formadoras de colonias)
b) Giardia lamblia (quistes/mL)

c) Ascaris lumbricoides (huevos/mL)

3.4.5 Iméagenes de microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (MEB) se empleo para visualizar y comparar los
tres suelos una vez estériles y secos. De igual manera, se utilizé para comprobar de manera
cualitativa la adhesion de los parasitos e indicadores en estudio, especialmente los de mayor
tamafio. La preparacion de las muestras siguié diferentes fases: el secado, la fijacion y
deshidratacion se llevaron a cabo en el Instituto de Ingenieria, mientras que las fases de
desecado al punto critico, montaje, recubrimiento y observacién se realizaron en el laboratorio

de microscopia del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL).

Las muestras de suelos estériles (1g) se secaron durante 2 horas en estufa (110°C) sobre
una charola de aluminio, luego se colocaron en frascos de vidrios (previamente secados a
110°C/24 h) y se transportaron al laboratorio de microscopia. Las muestras se observaron de

manera separada en fracciones gruesas y finas.

Los inoculos puros y los microorganismos adheridos se prepararon con las siguientes
concentraciones de cada uno: 0.I mL de una solucién de Escherichia coli (2x10* ufc/mL),
1,500 quistes de Giardia y 200 huevos de Ascaris lumbricoides. Se emple6 el suelo que mostrd
mayor retencion (~0.003 g). Se agit6 el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio y una vez
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transcurrido éste se afiadié formol 4% buffer Sorenson de fosfatos® (pH 7.2) en una proporcién
suspension/solucion de formol de 1 a 10. Se pusieron en contacto durante 24 h a 4°C. Las
muestras se filtraron en sistemas milipore con filtros de policarbonato del diametro adecuado,
se enjuagaron dos veces con 5 mL de solucién buffer Sorenson de fosfatos 0.1 M>.
Posteriormente, se hizo la deshidratacion, los filtros se colocaron en serie de alcoholes 20,40,

50, 60 y 70% por 10 min, y 80, 90 y 100% por 15 min c/u (esta Gltima se realizé dos veces).

Las muestras se transportaron en alcohol 100% al ICMyL para continuar con las fases
mencionadas anteriormente. El secado se realizd con un desecador a punto critico Samdri 795,
usando didxido de carbono como transportador. Se montaron en portamuestras cilindricos y
recubiertos con oro/paladio a 12+15 mA usando una ionizadora Jeol JFC-1100. Finalmente, las

muestras se observaron y fotografiaron en un microscopio electronico de barrido JEOL
JSM6360LV.

290 mL de agua destilada, 10 mL formaldehido (37-40%), 1.16 g de NaH,PO,-H,0 y 0.27 g de NaOH, ajustar pH
de ser necesario con HCI

827 mL NaH,PO, 0.2 M, 73 mL de Na,HPO, 0.2 M y 100 mL de agua destilada
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4. Resultados y discusion
4.1. Caracterizacion del suelo

La Tabla 7 muestra los resultados de la caracterizacion de los suelos AaMa y AaMb, y
los datos reportados para la muestra AbMb. De manera comparativa, se presentan los

resultados de Gonzélez (2008) para los mismos horizontes muestreados en Tlahuelilpan, Hgo.

Tabla 7. Caracterizacién de las muestras del suelo

Parametro Este Gonzélez, Este Gonzélez, Este
estudio 2008 estudio 2008 estudio

pH 6.9+0.02 6.6+0.04 7.9
Carbono organico (%) 3.2+0.1 0.4+0.1 3.4 mg/g
Materia organica (%) 54 6.6 0.60 1 0.6
% Arcillas 42+1 45 44+4 47 6

% Limo 3144 36 20+1 35 24
% Arena 2743 19 3743 19 70

El suelo AaMa tiene un contenido alto de materia organica, un pH neutro y una textura
arcillosa (R). La muestra AaMb presenta un contenido bajo de materia organica, un pH neutro
y de igual manera que la muestra anterior tiene una textura arcillosa (R). La muestra AbMb
tiene un contenido bajo de materia organica, un pH moderadamente alcalino y una textura

franco arenosa (Ca), de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000.

Ahora bien, los resultados de pH, carbono orgéanico y porcentaje de arcillas de AaMa y
AaMb son comparables con los obtenidos por Gonzélez (2008). Sin embargo, la proporcion de
arena y limo encontrados en AaMb resultan en una proporcion inversa a la de Gonzalez (2008).
Esto podria deberse a la diferencia entre los métodos empleados para realizar la prueba de
textura. En el método de Bouyoucos no se eliminan interferencias por la presencia de otros
compuestos, por lo que podrian aglomerar a las particulas de menor tamafo (limos y arena), y
podrian medirse como si fueran arenas por su rapida sedimentacion. En la Figura 9 se observan

algunas micrografias (MEB) de cada suelo empleado.
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o

Figura 9. MEB (x 1,000) de los suelos empleados: a) Muestra AaMa; b) Muestra AaMb;
¢) Muestra AbMb

La morfologia de las muestras de suelo seco es muy variable. Las muestras AaMa y
AaMb tienden a formar agregados, los cuales se componen por particulas de diferentes
tamanos. Esto podria indicar una alta interaccion electrostatica. En cambio, en la muestra
AbMDb se observaron mayormente particulas con estructuras geométricas, uniformes y lisas,
debido a su alta proporcion de arenas. Esto ultimo sugiere que la disponibilidad de superficies

reactivas, que favorezcan la adsorcion podria ser limitada.

4.2. Pruebas de adsorcion

4.2.1. Tiempo de equilibrio de adsorcion

a) Escherichia coli

Las concentraciones de bacterias adsorbidas en los suelos varian de acuerdo con la
muestra empleada y segln el tiempo de agitacion. El analisis de varianza de los datos (Anexo
VII) concluye que existe un efecto sobre dicha concentracion por la interaccion del suelo y el

tiempo de agitacion.

En efecto, una comparacion de medias indica como varian las concentraciones a través
del tiempo. Primero, en la muestra AaMa las concentraciones adsorbidas son estadisticamente
iguales de 0.5 a 2 horas, encontrdndose un ligero incremento a 1 hora. Por ello, se puede
afirmar que a partir de los 30 minutos se alcanza el equilibrio, con capacidad de adsorcion de

1.2x10° ufc/g para 125 mg de suelo/L. La concentraciéon adsorbida estimada a las 2.5 horas
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resulta menor que las anteriores. La eficiencia de remocion en esta muestra es de 79+5%

(0.70.1 log).

Segundo, en la muestra AaMb la concentracion adsorbida a las 0.5 h es la menor
determinada durante los tiempos estudiados. A partir de 1 h y hasta 2.5 h el equilibrio se
alcanza y se mantiene. La concentracion en el equilibrio resulté de 1.45x10® ufc/g para la dosis
de 125 mg/L de suelo. Por esta razon, el tiempo seleccionado para la fase siguiente fue de 1

hora. Su remocion alcanza el 91£3% (1.1£0.2 log).

Tercero, las concentraciones adsorbidas en el suelo AbMb permanecen constantes
durante los cinco tiempos estudiados, por lo que se puede decir que el equilibrio se alcanzo
desde los primeros 30 minutos. Por ello, en la siguiente fase experimental el tiempo empleado

fue de 30 minutos. La capacidad de retencion en este suelo fue de 67+6% (0.5+0.1 log).

La Figura 10 muestra los resultados de las concentraciones adsorbidas de Escherichia
coli en las tres muestras AaMa, AaMb y AbMb y se comparan con el grafico mostrado por
Fletcher y Loeb (1979) para Pseudomonas marinas. En este ultimo, se distingue que para la
mayoria de los sustratos empleados sus concentraciones adsorbidas logran el equilibrio durante

los primeros 40 minutos.

Los tiempos de equilibrio determinados para AaMa y AbMb coinciden con Farahat et
al., (2008) y Guber et al. (2005), quienes encontraron que para lograr el equilibrio de adsorcion
de E. coli sobre cuarzo y suelos agricolas (francos y arenosos) se requeria un tiempo menor a
30 min. Para el suelo AaMb el tiempo de equilibrio es mayor. Este retardo puede deberse en
este caso al elevado contenido de arcilla (44 %) que hace que las bacterias tengan mayores

sitios disponibles y el proceso sea mas largo (Theng y Orchard, 1995).
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Figura 10. a)Tiempo vs Escherichia coli adsorbida en las tres muestras de suelo de este
estudio; b) Adhesion de Pseudomonas marinas sobre diferentes sustratos.

Por otro lado, la disminucién en la concentracion adsorbida en la muestra AaMa (42%

arcilla, 5% M.O.) a las 2.5 h y la tendencia negativa podria deberse ya sea al desprendimiento
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de bacterias, o bien, a su recrecimiento. En el primer caso tres procesos podrian llevarse a cabo:
a) El equilibrio alcanzado es tan rapido que ocurre una adsorcion reversible (Ferguson et al.,
2003), lo cual significaria que las bacterias se transfieren a la superficie de las particulas pero
no logran el intercambio de sustancias exopoliméricas necesario para adherirse fuertemente; b)
la materia organica contenida en el suelo se disuelve rapidamente y deja sitios libres para la
adsorcion de las bacterias, que son ocupados por E. coli ; sin embargo, después de un tiempo
los compuestos htimicos y fulvicos disueltos podrian asociarse a las bacterias y alterar su carga
haciéndola més negativa, esto resultaria en una repulsion (Johnson y Logan, 1996); c) la
afinidad de los sedimentos es mayor hacia la materia organica disuelta y existe una fuerte

competencia con las bacterias por los sitios de adsorcion (Guber et al., 2005).

En el segundo caso, con recrecimiento de bacterias posible, se origina por la presencia
de carbono orgénico en esta (3.2%) que promueve su consumo y reproduccion. En efecto, los
estudios de Tate (1978) y de Unc y Goss (2006) reportan que el recrecimiento de E. coli en
suelos estériles con estiércol es posible y que sus tasas de crecimiento aumentan durante

periodos de dias e incluso semanas.

b) Giardia lamblia

En las tres muestras AaMa, AaMb y AbMDb las concentraciones adsorbidas permanecen
constantes a través de los cinco tiempos estudiados. Por tanto, después de realizar el analisis
estadistico (Anexo VIII) se afirma que el efecto principal se debe a las diferencias entre los
suelos empleados. El efecto por la interaccion de los factores (suelo y tiempo) o por el tiempo
de agitacion es insignificante. Por tanto, se considerd que el equilibrio se alcanz6 desde los

primero 30 minutos en las tres muestras.

La Figura 11 muestra los resultados de las concentraciones adsorbidas de Giardia
lamblia en cada una de las muestras AaMa, AaMb y AbMb. Se observa que el efecto por la
presencia de materia orgdnica es negativo, reduciendo la remocion de AaMa; mientras que

aparentemente no existe variacion por presencia de arcilla.
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Figura 11. Tiempo vs quistes de Giardia lamblia adsorbidos en cada suelo a) Efecto por la
presencia de materia organica; b) Efecto por la presencia de arcilla

Las capacidades de remocion difieren entre las muestras. El suelo AaMa (42% arcilla,

5% M.O.) fue el menos apto para la adsorcion de quistes, ya que sus reducciones solo lograron

el 65+4% (13.1 quistes/g). El suelo AaMb (44% arcilla, 0.6 M.O.), en cambio logré6 mejores

resultados, ya que retuvo hasta el 93+5% (18.50 quistes/g) de la concentracion inicial. Por
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ultimo, el suelo AbMb (6% arcilla, 0.6 M.O.) tuvo una eficiencia de 86+7% (17.1 quistes/g).
De acuerdo con lo anterior, la capacidad de adsorcion de AaMb es similar a la de AbMb y un
27% mas eficiente que de AaMa. Al respecto, Medema et al., (1998) demostraron que existia
una adhesion de manera casi instantdnea para aproximadamente el 35% de los quistes afadidos
y una reduccion del 70% después de 24 horas para floculos de efluente secundario. En esta
tesis, las remociones son mayores en menor tiempo debido quizas a la propia naturaleza de las

particulas del suelo.

¢) Ascaris lumbricoides

Las concentraciones adsorbidas de huevos son afectadas por la interacciéon de los
tiempos y de las muestras de suelo empleados (Anexo IX). El intervalo de tiempo se definid
con base a la probabilidad para obtener una remocion aproximada al 100% de huevos de
helmintos en media hora (Gaspard et al., 1994). En efecto, el analisis estadistico demostrd que
dichas concentraciones son constantes en todos los tiempos estudiados para los suelos AaMb y
AbMb. Por lo tanto, para estas muestras el equilibrio se alcanza por lo menos a los 30 minutos.
En cambio, el suelo AaMa muestra un retardo para alcanzar el equilibrio, el cual se logra a
partir de las 2.5 h. El tiempo de 2.5 horas fue el seleccionado para evaluar la siguiente fase
experimental. En la Figura 12 se presentan los resultados de la concentracion de huevos

adsorbidos para todos los suelos.

En el suelo AaMa se logra una remocion del 80+4% durante los primeros 30 minutos,
aunque después de las 2.5 h alcanza 97+1% a. En cambio, los suelos AaMb y AbMb muestran
capacidades de adsorcion ligeramente mayores (98+2% y 99+1% respectivamente) durante los
primeros 30 minutos, las cuales se mantienen a través de los tiempos estudiados. En el
equilibrio (a partir de 2.5 horas) la eficiencia de remocioén de las tres muestras de suelo es
similar. Al respecto, la investigacion de Gaspard et al. (1994) sobre la adhesion de Ascaris
suum en el polvo de vidrio de borosilicato reportd una remocion de 81% + a los 30 minutos.
Esto es practicamente consistente con la eficiencia en el suelo AaMa en el mismo tiempo y

resulta en un valor menor para los suelos AaMb y AbMb.
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Figura 12. Grafico Tiempo vs huevos adsorbidos de Ascaris lumbricoides en los tres suelos
a) Efecto por la presencia de materia organica; b) efecto por la presencia de arcilla

Ahora bien, las diferencias entre capacidades de remocion encontradas entre las
muestras AaMa y AaMb, indican que la presencia de altos porcentajes de materia organica
actuan de manera desfavorable durante las primeras horas de contacto. Posteriormente, es

posible que los huevos de Ascaris lumbricoides puedan permanecer estables después de un
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tiempo considerable y que por lo mismo se observan eficiencias comparables a las de los otros

suelos.

Por otro lado, el hecho de que las concentraciones adsorbidas entre el AaMb y AbMb
sean iguales (Anexo IX) sugiere que los huevos tienen la capacidad de adherirse tanto a las
arcillas como a las arenas. Esto se podria deber a que la naturaleza de dichas particulas es
similar, por una parte, las arcillas esmectiticas contienen una capa tetraédrica de Si(O,0H)4
(Huang et al., 1998), mientras que en las arenas su principal componente es el 6xido de silicio
(Si02). Esto coincide practicamente con Gaspard et al. (1994) y Cappizzi y Schwartzbrod
(2001) en el que demostraron que Ascaris suum tiene una alta afinidad a los materiales con

silicio, como el vidrio de borosilicato.

d) Comparativa de remociones para los organismos en estudio

Los suelos tienen eficiencias de remocion que dependen tanto de las caracteristicas del
suelo como de la especie estudiada. En la Tabla 8 se presentan las remociones de cada

microorganismo en cada una de las muestras de suelos en el equilibrio.

Tabla 8. Porcentajes de remocion (%) de cada organismo en cada suelo

Te [0)
Composicion del suelo (%) Remocion (%)

G. lamblia |A.lumbricoides

P ., |Arcillas| 42+1
raccion [
. + 0
AaMa |mineral Limo 314 19£5% 65+4% 97+1%
Arenas 27+3 (<1 log)
Materia orgénica 54
P ., |Arcillas| 4444
raccion
. 1 + [
AaMb |mineral A0 201 91£3% 93+5% 98+2%
Arenas 37+3 (>1log)
Materia orgénica 0.6
P .. | Arcillas 6.0
raccion [ o
AbMb | mineral Limo 24 67+6% 86+7% 99+1%
Arenas 70 (<1 log)
Materia orgénica 0.6
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El suelo que mejor retencion presenta para E. coli es AaMb (alta arcilla y baja materia
organica), seguido por AaMa (alta arcilla y materia organica) y finalmente AbMb (alta arcilla y
baja materia organica). Cabe aclarar que los porcentajes presentados sirven comparar la
eficiencia de los suelos, ya que para efectos practicos las concentraciones de bacterias

adsorbidas son poco significativas (de 0 a 1 log).

En cuanto a G. lamblia las eficiencias son mayores en las muestras AaMb y AbMb, las
cuales independientemente de su textura presentan bajo contenido de materia organica (0.6%),

mientras que la muestra AaMa es la que menos adsorbe.

Por ultimo, las remociones de A. lumbricoides son iguales en los tres suelos y cercanas

al 100%, por lo que en el equilibrio no hay efecto por la materia orgéanica o por la arcilla.

4.2.2. lIsotermas de adsorcion

a) Escherichia coli

Las concentraciones de Escherichia coli adsorbidas en cada suelo se ajustaron a los
modelos de las isotermas de Freundlich y Langmuir, de este ultimo se probaron dos
linealizaciones (Anexo X). Los coeficientes de regresion de los modelos ajustados se
encuentran en la Tabla 9. Al respecto, el modelo de Freundlich es el que mejor describe la
adsorcion de E. coli en las tres muestras de suelo empleadas. Las muestras AaMa y AaMb
tienen una mejor correlacion (0.983 y 0.928 respectivamente) que la encontrada para el suelo
AbMb (0.854). Los ajustes del modelo de Freundlich para cada muestra se observan en la

Figura 13.

Tabla 9. Coeficientes de regresion de los ajustes lineales de cada modelo empleado para
Escherichia coli
Langmuir

Freundlich
AaMa 0.983 0.485 0.980
AaMb 0.928 0.004 0.916
AbMb 0.854 0.436 0.849
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Figura 13. Isotermas de Freundlich para la adsorcién de Escherichia coli en:
a) suelo AaMa, b) suelo AaMb y c) suelo AbMb
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Las constantes calculadas para dichos ajustes se encuentran en la Tabla 10. Diferentes
autores (Deng et al., 2008, Jiang et al., 2007, Smith y Badawy, 2007, Nola et.al., 2005) han
descrito también la adsorcion de E. coli sobre diferentes sustratos por medio de este modelo;

por ello, en dicha tabla también se presentan los resultados obtenidos por €stos.

Tabla 10. Constantes de Freundlich obtenidas para la adsorcion de Escherichia coli sobre
diferentes sustratos

Sustrato Referencia
Arena “Oamaru silica”

Eliminada | 0.0109 1.367 0.511 iang et al., 2007
aruesa (>500 pm) 1minada Jiang

Arena “Oamaru silica”

finos (<500 ym) Eliminada | 10.98 1.299 0.770 | Jiangetal., 2007

Carbon nanotubos - 1.67x10° | 0.410 2.438 Deng et al., 2008
i;lelo ferrolateritico (-1 ) e | 19 1.002 | 0.998 | Nolaetal., 2005
lo ferrolateritico (H-
:;le o ferrolateritico (H- | 5o\ o | 4026 | 0.584 | 1712 | Nolaetal., 2005
Smith and
o1 . 4 415 | 2.41
Suelo 0.5 6 0.415 0 Badawy, 2007
Smith and
Suelo 3 1.5 134 | 0397 | 2519 | 2007
AaMa 54 1,821.4 0.839 1.191 Este estudio
AaMb 0.6 43401 | 1.005 | 0.995 Este estudio
AbMb 0.6 0.006 | 1.558 | 0.642 Este estudio

MO:Materia organica; Kf:Constante de Freundlich; n: Grado de linealidad

La constante de adsorcion estimada para AaMb es al menos dos veces mayor que la
encontrada para AaMa y 7x10° veces mayor que la de AbMb. Esto ultimo indica que la
muestra con 0.6 % de materia organica y 42% de arcilla (AaMb) tiene la mayor capacidad para
adsorber E. coli, mientras que el suelo AbMb (arenoso y con bajo contenido de materia
organica) es el menos apto para llevar a cabo dicha adsorcion. Cuando se comparan las
constantes entre los suelos arcillosos AaMa (5% M.O.) y AaMb (0.6% M.O.), se demuestra que
la presencia de materia orgdnica reduce significativamente la capacidad de adsorcion en los
suelos. Por otro lado, el contraste entre las constantes de las muestras con ~ 0.6% de materia

organica AaMb (44% arcilla) y AbMb (6% arcilla), evidencia que las texturas arcillosas
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favorecen la adsorcion de E. coli, mientras que las arenosas tienden a tener capacidades

considerablemente menores.

De acuerdo con la bibliografia consultada, se encontr6 que los coeficientes de
intensidad (n) de adsorcion en fracciones arenosas varian entre 0.5 y 0.8 (Jiang et al., 2007). El
coeficiente encontrado para AbMb se encuentra dentro de éste, por lo que su comportamiento
resulta similar. Los coeficientes n de las dos muestras restantes son muy cercanos a 1, por lo
que se encuentran dentro de los rangos reportados en la bibliografia consultada (0.99 a 2.5) y
son similares a los de los suelos estudiados por Nola et al. (2005). En cambio, las constantes de
adsorcion de AbMb son menores a las reportadas por Jiang et al. (2007), a pesar de que esta
muestra también posee arcillas (6%), lo cual deberia proveer mas superficie de reaccion que las
arenas comparadas. La muestra AaMb tiene un coeficiente de adsorcion similar al horizonte HS
estudiado por Nola et al. (2005), aunque la textura no se reporta. Entonces, se puede afirmar
que las constantes determinadas para la adsorcion de E. coli difieren entre un autor y otro. Esto
se debe a la amplia variabilidad entre las condiciones experimentales y a las caracteristicas
intrinsecas de los sustratos estudiados, los cuales no coinciden entre ninguno de los estudios

reportados.

La adsorcion de bacterias incluye interacciones de diferente tipo, dominantemente
electrostaticas o hidrofobicas. Las primeras incluyen una contradiccion de conceptos dado que
tanto las arcillas como las bacterias poseen cargas negativas, aunque dichas interacciones
pueden explicase por medio de la teoria de la doble capa. No obstante, las bacterias pueden
excretar sustancias exopolisacaridos, para adherirse y formar biopeliculas en tiempos muy
cortos. Dichas sustancias podrian tener cationes polivalentes y enlazar a las bacterias con los

minerales del suelo (Theng y Orchard, 1995).

La materia orgénica en este experimento resultd desfavorable para la adsorcion, lo cual
coincide con Jonhson y Logan (1996), los cuales explican que la materia organica disuelta en el
suelo disminuy la adsorcion. Asimismo, Guber et al. (2005) demuestran que al anadir
excremento se reduce la adsorcion de las bacterias. Esto se relaciona con el carbono organico
afiadido en los suelos del Valle de Tula. Dicho carbono resulta de la aportaciéon del agua

residual y a su vez proviene de las excretas humanas. La materia organica disuelta podria tener
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compuestos similares a los de las superficies de la membrana y por ello resultar en una
competencia para la propia fijaciéon de un material u otro. De manera opuesta, Smith y Badawy
(2007) concluyeron que en sus suelos agricolas la presencia de materia organica resultaba
favorable. Sin embargo, su muestra “suelo 1” se especifica como “ligeramente areno-arcillosa”
y la muestra “suelo 3” es arcillosa; por lo que los suelos mas arcillosos presentan mas
remocion, a pesar de tener altos contenidos de materia organica, mientras que en los arenosos
las adsorciones son mas bajas, tal como indicaban los resultados de esta tesis. Por todo lo
anterior, futuras investigaciones deben considerar distinguir los compuestos presentes en dicha

materia organica.

Ademas de todo lo anterior, en la Figura 14 se observa la micrografia de la interaccion
del suelo AaMb con las bacterias. E. coli se adhiere al suelo y tienden a formar biopeliculas en
tiempos muy cortos (1 hora). Las observaciones demuestran que las arcillas se aglutinan sobre
las bacterias una vez que éstas se han adherido a particulas de tamafio medio, como los limos,
por lo que dicha adsorcion también involucra a estas particulas. Es posible también que se
adhieran con arcillas de su mismo tamafio sobre su superficie. En ambos casos tienden a formar
agregados muy grandes en combinacion con las sustancias de las biopeliculas. Cabe destacar

que a pesar de la saturacion, algunos limos y arenas tenian muy pocas bacterias (Figura 15).

E. coli Limo

Figura 14. Escherichia coli adsorbida en suelo AaMb (x 14,000)
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Limo sad R E coli

Figura 15. Algunos limos y arenas no muestran adsorcion de Escherichia coli, a pesar de
la saturacion de bacterias en la muestra (x 3,500)

b) Giardia lamblia

Las concentraciones de G. lamblia adsorbidas en cada suelo no se ajustaron a los
modelos de las isotermas de Freundlich y Langmuir mencionados anteriormente (Anexo XI).
Los coeficientes de regresion para dichos modelos se encuentran en la Tabla 11. El ajuste de
Langmuir (tipo I) parece tener correlacion con los suelos AaMa y AaMb, mientras que un
modelo Freundlich simula poder predecir el comportamiento de AbMb. Sin embargo, en todos
los casos las constantes determinadas son negativas, por lo tanto dichos modelos no describen

al fendmeno.

Tabla 11. Coeficientes de regresion de los ajustes lineales de cada modelo empleado para
Giardia lamblia

Suelo Freundlich : Langmu.lr
Tipo | Tipo 1l
AaMa 0.549 0.730 0.640
AaMb 0.453 0.790 0.589
AbMb 0.902 0.895 0.600

Las concentraciones de quistes encontrados en los sobrenadantes son menores a los de
la concentracion inicial, por lo que existe una reduccion. Sin embargo, no se expresa una

relacion proporcional a las concentraciones de suelo empleadas. Dado lo anterior, el modelo de
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Freundlich no podria emplearse para representar al fenomeno, ya que asume que existe un
aumento en la adsorcion al aumentar la concentracion del adsorbente. El modelo de Langmuir
tampoco describid al fendmeno y esto puede deberse a que el suelo es una matriz compleja y
heterogénea, en lugar de un adsorbente con sitios definidos e iguales. Es probable, que se esté
presentando una adsorcion mas compleja, que no pueda ser descrita por los modelos empleados

en el ajuste y que convendria explorar en un trabajo posterior.

Algunas investigaciones de Giardia lamblia (Searcy et al., 2005; Dai et al., 2004;
Medema et al., 1998) afirman que los quistes pueden adherirse a diferentes sustratos, aunque
Dai y Boll (2003) demostraron la nula interaccion de los quistes con las particulas de suelo. En
este experimento podria ocurrir que la proporcion de las interacciones suelo-quiste sean muy
bajas y que no sea posible diferenciarlas porque los quistes permanezcan en el sobrenadante.
Pero también, la suspension de quistes adquirida contenia un reactivo quimico (formol 5%),

que pudo haber alterado a los compuestos de la pared quistica que sirven para la adhesion.

En la Figura 16 se observa la interaccion de uno de los quistes de Giardia lamblia con
el suelo AaMb. Cabe destacar que fue particularmente dificil encontrar a los quistes en esta
muestra, debido a la similitud de éstos con las particulas del suelo y a que entre las particulas

observadas hubo muy poca interaccion.

Suelo adherido

Quiste de
Giardia

Figura 16. Quistes de Giardia lamblia en suelo AaMb (x10,000)
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¢) Ascaris lumbricoides

Las concentraciones de Ascaris lumbricoides adsorbidas en los suclos AaMa y AbMb se
ajustaron a los modelos de las isotermas mencionados anteriormente (Anexo XII). Los
coeficientes de regresion de los modelos ajustados se encuentran en la Tabla 12. En la muestra
AaMb no se logro6 realizar el ajuste, ya que sus eficiencias de remocion fueron del 100 % para
la mayoria de las concentraciones de suelo (025-0.125 g/mL) y sus lecturas en los

sobrenadantes fueron de cero.

Tabla 12. Coeficientes de regresion de los ajustes lineales de cada modelo empleado para
A. lumbricoides

. Langmuir
Suelo ‘ Freundlich Tipo | Tipo 11
AaMa 0.194 0.237 0.312
AbMb 0.667 0.093 0.903

El modelo Langmuir tipo II tiene el mayor coeficiente de correlacion para la muestra
AbMb (R*=0.903); sin embargo, dado que su constante y su concentraciéon maxima resultaron
negativas dicho modelo no es adecuado. Por ello, se emple6 el modelo de Freundlich
(R?=0.667) para describir su adsorcion, la cual puede observarse en la Figura 17. Su constante
fue de 741.3 y su coeficiente n es de 0.7. Por otro lado, la muestra AaMa tuvo correlaciones

muy bajas en las linealizaciones de los modelos descritos anteriormente.

600 -

500 -

400 - }

Ascaris lumbricoides en AbMb (huevos/g)

300 1
200 1
00 { :
0 ?é' :
0 02 04 06 038 1

Ascaris lumbricoides en sobrenandate (Huevos/mL)

Figura 17. Isotermas de Freundlich para la adsorcion de Ascaris lumbricoides en AbMb
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Los estudios relacionados con la adhesion de huevos de helmintos son muy escasos y se
limitan al estudio de Ascaris suum (Gaspard et al., 1994; Cappizzi y Schwartzbrod, 2001). Los
sustratos empleados en tales estudios son sintéticos y no incluyen al suelo. En el estudio de
Gaspard et al., (1994) no se intenta explicar el fendémeno a partir de los modelos clasicos de
isotermas de adsorcidn, sino que describen los porcentajes de reduccion sobre los sustratos y

estudian la influencia de diferentes condiciones en el experimento.

Los modelos clasicos de isotermas (Freundlich y Langmuir) han servido para explicar la
adsorcion de microorganismos mas pequefios, como los virus y las bacterias. Sin embargo, en
la muestra AaMa dichas isotermas no son utiles para describir el fendémeno llevado a cabo. Esto
puede deberse a los propios postulados de los modelos, en el caso de Langmuir se asume una
homogeneidad en el adsorbente y la nula interaccién entre los huevos de helmintos, lo cual no
es posible corroborar, dado que la propia naturaleza biologica de la superficie del huevo
permitiria establecer enlaces entre ellos mismos. En cambio, en la muestra AbMb, el suelo mas
arenoso y de bajo contenido de materia organica se empled un modelo Freundlich, que result6
mas adecuado que el anterior, ello por la relacion entre la cantidad de adsorbente y material
adsorbido, asi como que concuerda con la naturaleza heterogénea del suelo. De acuerdo con el
tamafio de los huevos de Ascaris se debe suponer que las particulas de arcilla se adhieren sobre
la superficie de éstos (Figura 18), y a su vez otras particulas se unen a la superficie para formar

conglomerados mas complejos.

Huevo de
Ascaris

Arcillas

Figura 18. Adsorcion de Ascaris lumbricoides en AbMb (x 1,500)
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4.2.3. Pruebas de desorcion

a) Escherichia coli

La recuperacion de las bacterias de la fase solida se llevd a cabo por medio de dos
lavados simples con solucion salina estéril. En el primer lavado las recuperaciones fueron para
AaMa del 13+7.6%, para AaMb de 2.8+1.2% y en AbMb de 22.8+9.0%. Entonces, al parecer
las bacterias quedaron mas retenidas en los suelos arcillosos que en el suelo arenoso, siendo el

que tiene menos materia organica en el que se quedaron mas fijas.

En el caso del segundo lavado so6lo se pudo cuantificar la recuperacion para AbMb de
11.8+5.0%. El total recuperado en esta muestra fue del 34.7+11.8%. En las muestras arcillosas,
AaMa y AaMb, sucedi6 lo contrario a lo esperado y la concentracion de bacterias aumentd para
esa dilucion. Entonces, esto ultimo sugiere que en este segundo lavado existe un
desprendimiento total de las bacterias o bien un recrecimiento. Para la muestra AaMa podria
haber un desprendimiento total, por la interaccion desfavorable con la materia organica, o bien,
que las bacterias utilicen las fuentes de carbono y su nimero aumente. En el caso de AaMb se
ha demostrado que las bacterias son capaces de sobrevivir en ambientes arcillosos, es probable

que esto esté beneficiando su tiempo de vida.

b) Giardia lamblia

Los porcentajes de recuperacion de los quistes de la fase solida a partir del lavado
simple con agua destilada son considerables (Tabla 13), especialmente para las muestras AaMa
y AbMb. Para el segundo lavado se encontré que el tween tenia cierta reaccion, por lo que se
decidi6 probar otro lavado simple en lugar de este surfactante. Luego del segundo lavado no
hubo cambios significativos en su recuperacion. Cabe destacar que las concentraciones de
quistes en los sobrenandantes tienen amplia variacion. Esto puede ocurrir debido a que en esta

fase no todas las arcillas sedimentan.
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Tabla 13. Porcentajes de recuperacion de quistes de la fase sélida (2.5 g)

Tratamiento | AaMa | AaMb ‘ AbMb \
Lavado 37.0£21.6 | 20.5¢11.1 | 37.1+£23.5

Doble lavado | 19.6+7.4 30.1£7.2 46.7£24.7
Total 56.5£20.3 | 50.6:4.6 83.8+45.8

La recuperacion mas alta se logré en la muestra arenosa (AbMb) mientras que para las

muestras arcillosas fueron menores (AaMa y AaMb), tal como se muestra en la Figura 19.

1200 ¢

100.0

80.0

60.0

% Recuperacién

400

200

0.0

AaMa

AaMb

AbMb

20 Lavado

W ler Lavado

Figura 19. Porcentajes de recuperacion de Giardia lamblia de cada suelo mediante lavados
simples

c) Ascaris lumbricoides

Los porcentajes de recuperacion de huevos adsorbidos a partir del lavado simple con

solucion salina son muy bajos o incluso nulos, como en el caso de AaMb. En cambio, después

de la aplicacion de hipoclorito de sodio dichos porcentajes se incrementaron hasta 11.8% +1.2

para AaMa, 17.5+4.4 para AaMb y 7% +3 para AbMb (Figura 20). De acuerdo con lo anterior,

la capacidad de los suelos para mantener fijados a los huevos disminuye de AbMb > AaMa >

AaMb. Al respecto, Gaspard et al.(1994) compararon diferentes detergentes y encontraron que

los porcentajes de recuperacion de huevos adsorbidos al polvo de vidrio eran del 99% cuando
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se aplicaba hipoclorito de sodio (2°), ya que suprimia practicamente todas las propiedades de
fijaciéon de la membrana externa. En esta tesis, aunque dichos porcentajes son mayores que
cuando se realiza un lavado simple, no se alcanzan valores tan altos, lo que haria suponer que la
adhesion es muy fuerte o que existe alguna interaccion no considerada, ya que un suelo no se

comporta como el vidrio.

250 r

200 F
&
-g 15.0
E I Aplicacion
] de NaClO
& 100 |
S m Lavado

50 F

00 A ——

AaMa AaMb AbMb
Suelos

Figura 20. Porcentajes de recuperacion de Ascaris lumbricoides de cada suelo mediante
lavado simple y aplicacion de hipoclorito de sodio
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Conclusiones

5. Conclusiones

De acuerdo con la revision bibliografica y los datos experimentales obtenidos en esta

tesis se concluyen los siguientes puntos:

a)

b)

d)

La literatura acerca de la adsorcion de microorganismos ha sido estudiada en mayor
medida en las bacterias, existen unos cuantos estudios sobre protozoarios y muy pocos
en huevos de helmintos. De toda la informacion estudiada se puede decir que existe una
amplia variabilidad entre las condiciones experimentales y los sustratos empleados, por
lo que sus resultados no siempre coinciden. Por todo lo anterior, se puede afirmar que la

literatura ademas de ser escasa es contradictoria.

En el equilibrio, el suelo AaMb logro las remociones mas altas de Escherichia coli
(91%), seguido por AaMa (79%) y finalmente AbMb (67%). Por tanto, los suelos
arcillosos adsorben en mayor medida a las bacterias con respecto al suelo arenoso. En
cambio, la capacidad de remocidn de esta bacteria disminuye cuando altos porcentajes

de materia organica estan presentes en los suelos arcillosos.

Las remociones de los quistes de Giardia lamblia en los suelos AaMb y AbMb son
iguales, por lo que se afirma que no existe efecto por la presencia o disminucion en la
arcilla. En cambio, la materia organica afecta negativamente la capacidad de adsorcion,

ya que reduce significativamente las remociones cuando esta presente.

Los suelos estudiados tienen eficiencias mayores al 97% para adsorber a los huevos de
Ascaris lumbricoides, por lo que en el equilibrio no existe efecto por la presencia de

arcilla o de materia organica.

La adsorcion que se presenta en los suelos AaMa, AaMb y AbMb para remover a
Escherichia coli, asi como en el suelo AbMb para Ascaris lumbricoides se presenta en
una monocapa e indica que la superficie es heterogénea (implicaciones del modelo de

Freundlich). Sin embargo, la adsorcién de Giardia lamblia con los suelos estudiados y
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de Ascaris lumbricoides en AaMa no se ajustan a los modelos empleados, esto requeriria

de un estudio posterior.

Los suelos que por mostrar las menores retenciones podrian aumentar el riesgo de la
migracion de microorganismos al acuifero son: AbMb cuando se trate de Escherichia
coli y AaMa cuando sea Giardia lamblia. Los tres suelos adsorben a Ascaris

lumbricoides.

Estos experimentos demuestran que la adsorcién se presenta en suelos del Valle de Tula,
con diferentes texturas y contenidos de materia organica, para los organismos
estudiados. Los resultados obtenidos sirven como pauta para experimentos posteriores a
realizarse en columnas, con los cuales se comparard su influencia en el modelo de

general de transporte de contaminantes hacia el acuifero.
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Anexo .

Anexo |. Aislamiento y preparacion de viales de Escherichia coli
Se prepararon los viales que sirvieron como inoculos, para lo cual se aislaron las

colonias de la cepa 700078 (WGS) en cajas petri, tal como se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Crecimiento de poblaciones aisladas de Escherichia coli cepas ATCC 700078 e
inoculos a ser empleados

Se realizo la curva de crecimiento para la cepa seleccionada, cuyo grafico se presenta en
la Figura 22. A partir de las 4 h se obtiene una concentraciéon aproximada a 10® ufc/100 mL
durante la fase de crecimiento exponencial. La fase de crecimiento estacionario se encuentra

después de las 12 h.
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Figura 22. Curva de crecimiento de la cepa ATCC 700078, grafico tiempo vs absorbancia
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Anexo 1l

Anexo Il. Determinacion de la velocidad de centrifugacion del cultivo de Escherichia coli

Se probaron diferentes velocidades de centrifugacion para poder recuperar a las
bacterias en forma de pastilla. La prueba se realizo por duplicado afiadiendo 10 mL de bacteria
cultivada en caldo MSB (13 h) en un tubo para centrifuga de PET de 15 mL. Se centrifug6 a las
siguientes velocidades: 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 y 6000 rpm, durante 10 minutos en un
equipo Eppendorf 5810R (rotor de angulo fijo 45°). Luego, se retir6 el sobrenadante y a éste se
le midio la absorbancia (600 nm) en un espectrofotometro HACH DR5000, cuyos resultados se

encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Absorbancias en los sobrenadantes segun la velocidad de centrifugacion del
cultivo de Escherichia coli

Absorbancia (600 nm)

Velocidad

0 0.629 0.671 0.650+0.030
1000 0.302 0.363 0.333+0.043
2000 0.028 0.022 0.025+0.004
3000 0.009 0.008 0.009+0.001
4000 0.006 0.003 0.005+0.002
5000 0.005 0.003 0.004+0.001
6000 0 0.003 0.002+0.002

Posteriormente, se hizo el andlisis estadistico para comparar las medias (prueba de
Tukey) empleando el software JMP (2007). De acuerdo con estos datos, las absorbancias de los
sobrenadantes son iguales desde 2,000 rpm y hasta 6,000 rpm. Se opt6 por emplear la velocidad
maxima (6,000 rpm).

Prueba de Tukey de comparacion de medias

Velocidad Media
0 A 0.650
1000 B 0.333
2000 C 0.025
3000 C 0.009
4000 C 0.005
5000 C 0.004
6000 C 0.002
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Anexo 11

Anexo I11. Concentracion de la suspension sintética de Escherichia coli

Para poder determinar si existia algin crecimiento o muerte de las bacterias en los
tiempos de agitacion seleccionados se probaron dos suspensiones de E. coli, preparadas con dos
cultivos de bacterias de diferentes edades, el primero a las 5 h y el segundo a las 13.5 h. Dichas
suspensiones se agitaron a dos tiempos 1.5 y 2.5 horas y se determiné la concentracién en los

sobrenadantes. Los resultados se encuentran en la Tabla 15 y el grafico en la Figura 23.

Tabla 15. Concentracion de Escherichia coli segun el tiempo de cultivo

Cultivo 5 h (x10” ufc/mL ) Cultivo 13.5 h (x107 ufc/mL)
Media Media
geométrica 3 geomeétrica
0 2.4 2.2 1.7 2.0 2.5 1.8 2.1
1.5 2.6 3.1 2.7 2.8 2.5 3.0 2.7
2.5 3.7 3.1 4.1 3.6 2.5 2.9 2.7

A partir de los resultados anteriores se demostr6é que la concentracion en el cultivo de 5 h
de crecimiento aumentaba paulatinamente conforme pasaba el tiempo. En cambio, el cultivo a
13.5 h se mantiene relativamente constante, como se aprecia en la Figura 23. La concentracion

resulta entre 2 a 3 x 10’ ufc/mL, pudiendo variar desde 1 hasta 4x107 ufc/mL.
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Figura 23. Curva de crecimiento de la cepa ATCC 700078, grafico tiempo vs absorbancia
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Anexo IV

Anexo V. Concentracion de la suspension sintética de Giardia lamblia

En la Tabla 16 se presentan las 10 réplicas de las observaciones para determinar la

concentracion.

Tabla 16. Concentracion de quistes de Giardia lamblia encontrados en alicuotas de 30 pl
de la suspension sintética

Lectura \ Quistes
1 52
47
51
53
50
46
52
51
55
47

O |0 (AN | |W|IN

—_
(e}

Promedio: 50.4

Desviacion estandar: 3
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Anexo V

Anexo V. Concentracion de la suspension sintética de Ascaris lumbricoides
En la Tabla 17 se presentan las 10 réplicas de las observaciones para determinar la

concentracion.

Tabla 17. Concentracion de huevos de Ascaris encontrados en alicuotas de 40 pl de la

suspension sintética

Lectura | Concentracion |
1 49
2 51
3 50
4 52
5 50
6 48
7 51
8 53
9 49
10 50

Promedio: 50.3

Desviacion estandar: 2
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Anexo VI

Anexo VI. Determinacién de la velocidad y el tiempo de centrifugacién del suelo

Se realizaron unas pruebas preliminares de centrifugacion de los suelos arcillosos y
bacterias, para establecer la velocidad de separacion de la fase acuosa. Para ello, se midi6 la
absorbancia en los sobrenadantes de suspensiones de suelos arcillosos (5 g/20 mL NaCl 0.85%)
y de separadamente los sobrenadantes en una suspension de bacterias. Se probaron seis
velocidades para llevar a cabo dicha separacion: 500, 1000, 1500, 2000, 2500 y 3000 rpm
durante 10 min en la centrifuga Mistral. Se midi6 la absorbancia a 810 nm para la mezcla de
suelo y a 600 nm para la suspension de bacteria. Las lecturas obtenidas se muestran en la Tabla

18.

Tabla 18. Absorbancias en los sobrenadantes de mezclas de suelo sujetos a diferentes
velocidades de centrifugacion

Velocidad \ AaMa \ AaMb \ Bacteria \

0 nd nd 0.025+0.005
500 0.019+0.002 | 0.017+0.001 | 0.024+0.001
1000 0.016+0.002 | 0.006+0.003 | 0.022+0.002
1500 0.003+0.001 | 0.003+0.001 | 0.009+0.001
2000 | 0.002+0.001 | 0.0020.001 | 0.003+0.001
2500 | 0.002+0.000 | 0.003+0.001 | 0.001+0.000
3000 0.003+0.001 | 0.001+0.001 | 0.001+0.000

nd: No determinado

La velocidad de 500 rpm aparentemente no centrifugaba a las bacterias, pero tampoco
formaba una pastilla suficientemente estable. A partir de los datos anteriores se estimd que
1000 rpm era una velocidad adecuada, ya que permitia una remocion considerable de arcillas

especialmente para el suelo AaMb sin afectar a las bacterias, como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Absorbancias vs velocidad de centrifugacién para la separacion de
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Anexo VI
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Posteriormente, se probaron dos masas (4 y 2.5 g) de los suelos arcillosos para tres

tiempos de centrifugacion: 5, 10 y 15 minutos en la velocidad seleccionada (1,000 rpm). Los

resultados de las absorbancias medidas estan en la Tabla 19.

Tabla 19. Absorbancias medidas para centrifugacion de diferentes masas y tiempos

T 2.5 .
(min) [ AaMa AaMb AaMa AaMp | Bacteria
5 | 0.012¢0.002 | 0.010:40.002 | 0.010:0.001 | 0.011:£0.002 | 0.019::0.001
10 | 0.006:0.001 | 0.0040.000 | 0.005:0.001 | 0.006£0.001 | 0.0200.004
15 | 0.005:0.001 | 0.003£0.001 | 0.00420.001 | 0.004£0.001 | 0.010:0.001

En la Figura 25 se grafican los resultados anteriores, los tiempos que presentan la mejor

retencion son 10 min y 15 min para el caso de los suelos. Sin embargo, a 15 min se reduce

significativamente la concentracion de bacterias en el sobrenadante, por lo que si se empleara

este tiempo para la centrifugacion habria un error. Por tanto, se selecciond 10 minutos para la

centrifugacion.
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Anexo VI

0.025
0.020
g 0015 L AaMa-4g
K mAaMa-25¢g
9
=1
_§ AaMb-4 g
é 0.010 m AaMb-2.5 g
Bacteria
0.005
0.000

5 10 15

Tiempo (min)

Figura 25. Absorbancia vs Tiempo para las diferentes masas de suelo y bacterias
determinadas

Por otra parte, para los experimentos con huevos de helmintos y quistes de protozoarios
se considerdé apropiada dicha velocidad. Esto se debido a que la técnica de recuperacion
afladiendo sulfato de zinc permite que vuelvan a flotar aquéllos que pudieran haber

sedimentado.
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Anexo VII. Resultados y analisis estadistico del tiempo de equilibrio para Escherichia coli

Condiciones iniciales:

Edad del cultivo 24 h
Masa de suelo 2.5 g
Volumen 20 mL
Concentracion del suelo 0.125 g/mL
Temperatura 22-26 °C
Dilucion para cuenta en blancos 1x10°

Dilucién para cuenta en tubos 1x107

En la Tabla 20 se presentan las concentraciones de E. coli de los blancos en los cinco

tiempos estudiados.

Tabla 20. Concentracion de Escherichia coli en blancos
NuUmero de colonias en

Concentracion

cada caja (x107 ufc/mL)
0 18 22 2.0
0.5 15 15 15
1 16 27 23
15 21 19 2.0
2 23 30 27
25 25 14 2.0

En las Tablas 21 a la 23 se presentan los resultados del conteo de colonias en las cajas
Petri, se estiman las concentraciones de E. coli en los sobrenadantes de cada tubo y las

concentraciones adsorbidas en cada una de las muestras de suelo.

Tabla 21. Concentracion adsorbida de Escherichia coli en AaMa en diferentes tiempos

Conteo en caja Petri Concentracion

Concentracion
en sobrenadante

adsorbida (x10® ufc/g)

6
IIIIIIIIIIIIIII-IEI--IEI-

05 1.3 (1.1 13| 1.2+0.1

1 271291302727 126]28] 29 2.7 1411414 | 1.4+0.01
15 39 148 |53 1484314044 | 5.1 4.2 1.3 112113 ] 1.240.04
2 40 149 13542677645 39 7.2 1.2 13110 1.240.1
25 64 |71 |60 69|51 |58 68| 6.5 5.5 1.1 ] 1.1 1.2 ] 1.1£0.1

91



AnexoVII

Tabla 22. Concentracion adsorbida de Escherichia coli en AaMb en diferentes tiempos

Conteo en caja Petri Concentracion

A C en sobrenadante

Concentracion
(x10° ufc/mL) adsorbida (x10° ufc/g)

I-IIIIIIIIIIIII-IE---IEI- Media

0.5 3 1.3+0.1
1 4 3 nd 3 1 1 3.5 3.0 1.0 1.3 1.4 1.5 1.4+0.1
1.5 3 112 (1]|2|nd| 20| 15|20 14|15 1.4 ]1.5+0.02
2 2 |nd| 1|11 1]20| 10 1.0 14|15 1.5]1.5+0.1
2.5 I |nd| 1 |2]1|1]10]| 15 |10 |15]15]15 |[1.5+0.02

Tabla 23. Concentracién adsorbida de Escherichia coli en AbMb en diferentes tiempos

Conteo en caja Petri Concentracion

Concentracién adsorbida
en sobrenadante

(x108 ufc/g)

(x10° ufc/mL)

IIIIIIIIIIIIII-E--B- Media

0.5 1.0£0.1

1 24 26 61 48 73 74 2.5 5.5 7.4 1.4 1.2 1.0 1.2+0.2
1.5 63 (8287806469 73 |84 | 6.7 |1.0| 93 | 1.1 | 1.0+0.1
2 6716480637573 66 |72 74 |1.1| 1.0 | 1.0 | 1.0+0.03
2.5 5416214551 (52|65| 58 |48 | 59 |1.1]| 1.2 | 1.1 | 1.2+0.1

Los resultados para el andlisis de varianza se encuentran en la Tabla 24. De acuerdo al
valor de P (0.0035>0.05), existe interaccion entre los factores tiempo y suelo sobre las
concentraciones adsorbidas de bacterias. Por lo que los tres suelos se comportan de manera

diferente a través del tiempo de agitacion.

Tabla 24. Analisis de varianza bifactorial (Tiempo y suelo) para Escherichia coli
Gradosde | Sumade

Fuente Nparm libertad | cuadrados ‘ F Prob > F
Tiempo(h) 4 4 1.36x10" | 4.2893 0.0073
Suelo 2 2 9.42x10" | 59.2802 | <.0001
Tiempo(h)*Suelo 8 8 2.41x10° | 3.7999 0.0035

En la Tabla 25 se encuentran los resultados para la comparacion por factores, a partir de
los cuales se concluye que las concentraciones adsorbidas de los tres suelos son diferentes en

los tiempos estudiados.
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Tabla 25. Analisis por capas para el modelo bifactorial (Tiempo y suelo) para Escherichia

coli
Factor \ Prob>F | Conclusién |
t=0.5h 0.0013 Hay diferencias
t=1h 0.0139 Hay diferencias
t=15h 49 x10° Hay diferencias
t=2h 2.6 x10° Hay diferencias
t=25h 1.3x10° Hay diferencias
Suelo AaMa 0.013 Hay diferencias
Suelo AaMb 0.004 Hay diferencias
Suelo AbMb 0.0220 Hay diferencias

Por todo lo anterior, se realizd6 una prueba de Tukey para poder establecer en que
tiempos existe diferencias por cada suelo. Segin la prueba de Tukey, cuyos resultados se
muestran posteriormente, las concentraciones adsorbidas en el suelo AaMa son
estadisticamente iguales desde 0.5 y hasta 2, incrementandose ligeramente dicha concentracion
a la hora. En el AaMb la concentracion adsorbida de 0.5 h es menor que los demas tiempos en
estudio, mientras que desde 1 hasta 2.5 horas se mantienen constantes. En el suelo AbMb las

concentraciones son estadisticamente iguales en todos los tiempos.

Prueba de Tukey para las interacciones tiempo-suelo
0=0.050 Q=3.68501

Nivel Comparaciones Media

252 A 154666667
2,2 A B 149333333
152 A B C 145333333
1,2 A B CD 140000000
1,1 A B CD 137866667
0.5,2 B CDE 125333333
1.5,1 B C D E F 123866667
0.5,1 B C D E F 122666667
1,3 C D E F 119200000
2,1 C D E F 118800000
2.5,3 D E F 116133333
2.5,1 E F 110266667
2,3 E F 103733333
1.5,3 E F 100666667
0.5,3 F 98400000
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Por ultimo se verificaron las suposiciones del modelo, las cuales se encuentran en la
Tabla 26. Para la parte de normalidad se guardaron los residuales y se realizo la prueba de
Shapiro-Wilk. Ademas de lo anterior, se realizd la prueba de Levene y Bartlett recodificando en

un solo factor y se establecido como nivel de significancia 1%.

Tabla 26. Verificacion de supuestos para el analisis de varianza de Escherichia coli

Suposicién Prueba Significancia (%0) \ Prob>F Conclusion
Normalidad Shapiro-Wilk 5 0.5469 No se rechaza
Homogeneidad Levene 1 0.0120 No se rechaza
de varianzas Bartlett 1 0.0887 No se rechaza
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Anexo VIII. Resultados y andlisis estadistico del tiempo de equilibrio para Giardia lamblia

Condiciones iniciales:

Quistes afadidos 5043 quistes
Masa de suelo 2.5 g
Volumen 20 mL
Concentracion del adsorbato 0.125 g/mL
Temperatura 22-26 °C
Repeticiones en tubo A,ByC

En la Tabla 27 se presentan los resultados del conteo de quistes en los sobrenadantes de

cada repeticion en cada muestra de suelo, asi como en el control para cada tiempo.

Tabla 27. Conteo de quistes de Giardia lamblia en sobrenadantes a diferentes tiempos

Control

B A
0.5 12 15 20 164 715 5 6+1 5188 T7+2 56
1.5 16 | 11 | 22| 1646 21310 242 8 | 7| 2 6+3 56
2.5 18 15|19 17£2 |11 | 8 | 2 745 6 | 18] 6 10+7 46
3.5 16 | 19 | 13 | 16+3 31011 1+2 3 11 (18| 1148 56
4.5 24 122 117 | 2144 31214 3+1 31312 3+1 48

En la Tabla 28 se muestran las concentraciones de quistes adsorbidas en cada una de las

muestras de suelo.

Tabla 28. Concentraciones de quistes de Giardia lamblia adsorbidos en diferentes tiempos

Concentracién adsorbida (Quistes/g)

0.5 15.2 14.0 12.0 14+2 | 17.2 18.0 18.0 180 | 18.0 | 16.8 | 16.8 | 17+1

1.5 13.6 | 156 | 11.2 | 13£2 | 19.2 | 188 | 20.0 | 19+1 |16.8 | 17.2|19.2 | 18+l

2.5 12.8 | 14.0 | 12.4 | 13+1 156 | 168 | 19.2 | 17£2 | 17.6 | 12.8 | 17.6 | 16£3

3.5 13.6 | 12.4 | 14.8 | 14+1 18.8 | 20.0 | 19.6 | 19+1 18.8 | 15.6 | 12.8 | 16+3

4.5 104 | 11.2 | 13.2 | 12+1 | 18.8 |19.2 | 18.4 | 19+0 | 18.8 | 18.8 | 19.2 | 19+0
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A partir de los resultados anteriores se realizd el andlisis de varianza, el cual se

encuentra en la Tabla 29.

Tabla 29. Analisis de varianza bifactorial (Tiempo y suelo) para Giardia lamblia

Grados de Suma de
Fuente N parm libertad ‘ cuadrados ‘ Prob>F
Tiempo (h) 4 4 9.6924 1.0373 0.4043
Suelo 2 2 237.2053 50.7717 <0.0001
Tiempo*Suelo 8 8 31.9502 1.7097 0.1370

De acuerdo al valor de P (0.1370>0.05), la hipotesis nula de que no existe interaccion
entre los factores se acepta. Por lo tanto, se analizo el efecto por cada uno de los factores. En el
caso del tiempo no hay diferencias entre las concentraciones adsorbidas (0.4043>0.05), por lo
que cada suelo se comporta de la misma manera a través de los cinco tiempos estudiados. En el
caso del suelo la hipétesis de que no existe efecto por el factor suelo se rechaza (0.001<0.05),
es decir si existen diferencias entre cada uno de éstos; por lo que se analiza mas a detalle a

través de una prueba de Tukey.

Prueba de Tukey HSD para el factor suelo
a=0.050 Q=2.46534

Nivel Comparaciones Media

2 A 18.506667
3 B 17.120000
1 C 13.093333

De acuerdo con la prueba de Tukey los tres suelos se comportan de manera diferente. El
suelo AaMb es el que tiene la mayor capacidad de adsorcion, seguido por AbMb y el de menor

capacidad es AaMa.

La verificacion de los supuestos del modelo (normalidad y homogeneidad de varianzas)
se encuentra en la Tabla 30. En el caso de la normalidad se realizo la prueba de Shapiro-Wilk a
partir de los residuales. En el caso de la varianza, se realizaron las pruebas de Levene y Bartlett

recodificando en un solo factor y se establecié como nivel de significancia 1%.
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Tabla 30. Verificacion de supuestos para el analisis de varianza de Giardia lamblia

Suposicion

Prueba

| Significancia (%) |

Prob>F

Conclusion

Normalidad Shapiro-Wilk 5 0.3616 No se rechaza
Homogeneidad Levene 1 0.0345 No se rechaza
de varianzas Bartlett 1 0.0953 No se rechaza
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Anexo IX. Resultados de tiempo de equilibrio para Ascaris lumbricoides

Condiciones iniciales:

Huevos afiadidos 50+2 h
Masa de suelo 2.5 g
Volumen 20 mL
Concentracién del adsorbato 0.125 g/mL
Temperatura 22-26 °C
Repeticiones en tubo AByC

En la Tabla 31 se presentan los resultados del conteo de huevos en los sobrenadantes de
cada repeticion en cada muestra de suelo, asi como en los controles para los tiempos 1.5 y 2.5

h.

Tabla 31. Conteo de huevos de Ascaris lumbricoides en sobrenadantes a diferentes tiempos
Huevos en sobrenadantes

y ry c T A c Control
0.5 8 10 12 2 2 0 2 0 1
15 9 1 6 7 2 3 1 2 2 3 49
2.5 01| 5 0 0 0 1 0 0 3 52
3.5 1 | 2 3 1 0 0 0 1 0
4.5 3 1 0 0 0 0 0 0 0

En la Tabla 32 se muestran las concentraciones de quistes adsorbidas en cada una de las

muestras de suelo.

Tabla 32. Conteo de huevos de Ascaris lumbricoides en sobrenadantes a diferentes tiempos
Huevos adsorbidos (huevos/g)

0.5 16.8 16.0 15.2 16=+1 19.2 19.2 20.0 191 | 19.2 |20.0 | 19.6 | 20+0
1.5 16.4 | 17.6 | 17.2 | 17+1 192 | 188 |19.6 |19+0 | 19.2 |19.2 |18.8 | 190
2.5 20.0 | 18.0 | 20.0 | 19¢1 |20.0 |20.0 | 19.6 | 20+0 |20.0 |20.0 | 188 |20+l
3.5 19.6 | 19.2 1 18.8 | 19+0 | 19.6 |20.0 |20.0 |20+0 |20.0 |19.6 |20.0 |20+0
4.5 18.8 | 19.6 | 20.0 | 19+1 |20.0 |20.0 |20.0 |20+0 |20.0 |20.0 |20.0 |20+0
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A partir de los resultados anteriores se realizd el andlisis de varianza, el cual se
encuentra en la Tabla 33. Este andlisis se realizo Uinicamente para cuatro tiempos, desde (t=0.5
h hasta t=3.5 horas) dado que las muestras AaMb y AbMb logran una reduccién del 100% en

el tiempo de 4.5 horas y no tienen desviacion estandar.

Tabla 33. Analisis de varianza bifactorial (Tiempo y suelo) para Ascaris lumbricoides
Grados de Suma de

Fuente Nparm libertad cuadrados ‘ F ‘ Prob > F
Tiempo(h) 3 3 13.4889 14.4524 <.0001
Suelo 2 2 22.2489 35.7571 <.0001
Tiempo(h)*Suelo 6 6 12.6311 6.7667 0.0003

A partir del resultado anterior del valor P (0.1370>0.05), existe interaccion entre los
factores tiempo y suelo sobre las concentraciones adsorbidas. A continuacion, se analizo dicha
interaccion por capas (Tabla 34). De acuerdo al andlisis por capas las concentraciones
adsorbidas difieren en los primeros tiempos (0.5 y 1.5 h). Mientras que a las 2.5 horas ya no
existe efecto. Los suelos 2 y 3 se comportan igual a través del tiempo, mientras que en el suelo

1 si existe un efecto.

Tabla 34. Analisis por capas para el modelo bifactorial (Tiempo y suelo) para Ascaris
lumbricoides

Factor Prob>F Conclusion
t=0.5h 2.19x10° Hay diferencias
t=15h 0.0001 Hay diferencias
t=25h 0.5133 No hay diferencias
t=35h 0.2593 No hay diferencias
Suelo AaMa 1.074x10” Hay diferencias
Suelo AaMb 0.3976 No hay diferencias
Suelo AbMb 0.3741 No hay diferencias

Por lo tanto, de acuerdo a la prueba de Tukey, los suelos AaMb y AbMb no presentan
diferencias en las concentraciones adsorbidas en los tiempos de agitacion analizados. En el
suelo AaMa son diferentes las concentraciones en los primero tiempos de agitacion (0.5 y 1.5h)
y permanecen constantes a partir de 2.5 horas. Los tres suelos tienen la misma capacidad de

reduccion a partir de 2.5 horas.

Prueba de Tukey
0=0.050 Q=3.60563
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Nivel Comparaciones Media

353 A 19.866667
252 A 19.866667
352 A 19.866667
053 A 19.600000
253 A 19.600000
052 A 19.466667
251 A 19.333333
1.52 A 19.200000
35,1 A 19.200000
1.53 A 19.066667
1.5,1 B 17.066667
0.5,1 B 16.000000

Por ultimo, la verificacion de los supuestos del modelo (normalidad y homogeneidad de
varianzas) se encuentra en la Tabla 35. En el caso de la normalidad se realiz6 la prueba de
Shapiro-Wilk a partir de los residuales. En el caso de la varianza, se realizaron las pruebas de

Levene y Bartlett recodificando en un solo factor y se establecido como nivel de significancia

1%.

Tabla 35. Verificacion de supuestos para el analisis de varianza de Ascaris lumbricoides

Suposicion |  Prueba | Significancia (%) | Prob>F | Conclusién
Normalidad Shapiro-Wilk 5 0.1204 No se rechaza
Homogeneidad Levene 1 0.0376 No se rechaza
de varianzas Bartlett 1 0.4235 No se rechaza
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Anexo X. Ajustes lineales de las isotermas para Escherichia coli

a) Suelo AaMa

En la Tabla 36 se presentan las concentraciones de E. coli adsorbidas en esta muestra de

suelo. La concentracion inicial de la suspension (Co) es de 5.4x10" ufc/mL.

Tabla 36. Concentraciones de Escherichia coli adsorbidas en diferentes concentraciones
de suelo AaMa

Concentracion Ce (ufc/mL) ge (ufc/g)
de suelo (g/mL) | Repeticiones Repeticiones
1.1x107 1.7x10°
0.025 1.3x107 1.2x107+9.2x10° 1.6x10° 1.7%x10°+3.7x107
1.2x107 1.7x10°
4.4%10° 9.9x10*
0.05 9.4x10° | 7.1x10%+2.7x10° 8.9x10 9.2x10*+5.4x10’
8.6x10° 9.0x10®
7.0x10° 6.2x10°
0.075 7.1x10° | 4.0x10%+3.3x10° 6.2x10° 6.5%10%+4.4x10’
1.3%10° 7.0x10°
5.0x10° 4.9x10°
0.1 4.5%10° | 3.1x10%2.0x10° 4.9x10° 5.0x10%+2.0x107
1.3x10° 5.2x10°
3.3x10° 4.0%10°
0.125 2.6x10° | 2.2x10°49.9x10° 4.1x10° 4.1x10%+8.0x10°
1.3x10° 4.2x10°

En la Tabla 37 se encuentran las variables obtenidas experimentalmente. Las

linealizaciones de los modelos de Freundlich y Langmuir se muestran en la Figura 26.

Tabla 37. Variables de las isotermas de adsorcion de Escherichia coli en el suelo AaMa

. Langmuir
Constante | Freundlich Tipo | Tipo 11
R? 0.983 0.485 0.980
K 1821.4 3.6x107° | 5.36x10°
n 1.1908 - -
Smax - 5.0x10° | 3.33x10°
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Figura 26. Ajustes lineales de la adsorcion de Escherichia coli en AaMa a) Isoterma de

Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c¢) isoterma de Langmuir tipo 11
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b) Suelo AaMb

En la Tabla 38 se presentan las concentraciones de E. coli adsorbidas en esta muestra de

suelo. La concentracion inicial de la suspension (Co) es de 4.5x10" ufe/mL.

Tabla 38. Concentraciones de Escherichia coli adsorbidas en diferentes concentraciones

Concentracion
de suelo (g/mL) | Repeticiones

de suelo AaMb

Ce (ufc/mL)

Repeticiones

3.8x10° 1.8x10°

0.025 3.6x10° 4.1x10°+7.8x10% | 1.8x10° 1.8x10°+3.1x10°
5.1x10° 1.8x10°
1.1x10* 9.9x10°

0.05 1.5x10° 1.5%10°+4.3x10* | 9.0x10° 9.0x10%+8.6x10°
2.0x10° 9.0x10°
1.4x10° 6.0x10°

0.075 8.1x10* 1.3x10°+4.7x10* | 6.0x10° 6.0x10%+£6.2x10°
1.7x10° 6.0x10°
6.7x10* 4.5x10°

0.1 1.9x10° 1.2x10°+6.2x10* | 4.5x10° 4.5x10%+£6.2x10°
1.3x10° 4.5x10°
5.2x10* 3.6x10°

0.125 1.1x10° 8.2x10*£3.0x10* | 3.6x10° 3.6x10%£2.4x10°
9.5x10* 3.6x10°

En la Tabla 39 se encuentran las variables obtenidas experimentalmente. Las

linealizaciones de los modelos de Freundlich y Langmuir se muestran en la Figura 27.

Tabla 39. Variables de las isotermas de adsorcion de Escherichia coli en el suelo AaMb

Constante | Freundlich Langmuir
Tipo | Tipo 11
R? 0.928 0.004 0.916
K 4340.1 1.0x107 | -5.00x107’
n 0.9948 - -
Smax - 5.0x10" | 1.00x10"
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¢) Suelo AbMb

En la Tabla 40 se presentan las concentraciones de E. coli adsorbidas en esta muestra de

suelo. La concentracion inicial de la suspension (Co) es de 2.2x10" ufc/mL.

Tabla 40. Concentraciones de Escherichia coli adsorbidas en diferentes concentraciones
de suelo AbMb

Concentracién Ce (ufc/mL) ge (ufc/g)

de suelo Repeticiones Repeticiones

(g/mL)
1.1x10’ 4.0x10°

0.025 8.1x10° 9.6x10°+1.7x10° 5.4x10° 4.7x10%4+6.7x10’
9.5x10° 4.8x10°
7.5x10° 2.8x10°

0.05 6.7x10° 6.5%10°+9.8x10° 3.0x10° 3.0x10%+£2.0x10’
5.5x10° 3.2x10°
8.0x10° 1.8x108

0.075 5.9x10° 6.7x10%+1.1x10° 2.1x10° 2.0x10%+1.4x10’
6.5x10° 2.0x10°
5.7x10° 1.6x10°

0.1 5.7x10° 5.5%10°43.1x10° 1.6x10° 1.6x10%+3.1x10°
5.2x10° 1.6x10°
4.1x10° 1.4x10°

0.125 6.0x10° | 4.2x10*1.5x10° 1.2x108 1.4x10%£1.2x10’
3.1x10° 1.5x108

En la Tabla 41 se encuentran las variables obtenidas experimentalmente. Las

linealizaciones de los modelos de Freundlich y Langmuir se muestran en la Figura 28.

Tabla 41. Variables de las isotermas de adsorcién de Escherichia coli en el suelo AbMb

. Langmuir
Constante | Freundlich Tipo | Tipo 11
R® 0.854 0.436 0.849
K 0.0 -4.6E-08 | -4.99E-08
n 0.6418 - -
Smax - -5.0E+08 | -5.00E+08
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Figura 28. Ajustes lineales de la adsorcion de Escherichia coli en AbMb a) Isoterma de
Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; ) isoterma de Langmuir tipo 11
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Anexo XI. Ajustes lineales de las isotermas para Giardia lamblia
a) Suelo AaMa

En la Tabla 42 se presentan las concentraciones de Giardia en sobrenadantes y

adsorbidas en esta muestra de suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5quistes/mL.

Tabla 42. Concentraciones de quistes de Giardia lamblia adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AaMa

Concentracion

(Orlﬁgsll:rsll_o) soQbE;taechaethe Ce (quistes/mL) ge (quistes/mg)
9 0.5 0.41

5 12 0.6 0.7£0.3 0.38 0.36+0.07
12 1.1 0.28
14 1.0 0.06

25 19 0.4 0.8+0.3 0.08 0.07£0.01
18 0.9 0.06
16 0.7 0.07

50 13 1.0 0.9+0.1 0.06 0.07+0.01
19 0.9 0.06
15 0.8 0.02

75 10 0.5 0.8+0.3 0.03 0.02+0.0
21 1.1 0.02
17 0.9 0.02

100 16 0.8 0.9£0.1 0.02 0.02+0.0
19 1.0 0.02
24 1.2 0.01

125 17 0.9 1.0+£0.2 0.01 0.01+0.0
18 0.9 0.02

En la Tabla 43 se encuentran las constantes de los modelos de Freundlich y Langmuir, y

sus linealizaciones se muestran en la Figura 29.

R? 0.549 0.729 0.640

K 0.008 -1.426 -1.433

n -0.120 - -
Smax - 0.004 0.004
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Figura 29. Ajustes lineales de la adsorcion de Giardia lamblia en AaMa a) Isoterma de
Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c¢) isoterma de Langmuir tipo 11
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b) Suelo AaMb

En la Tabla 44 se presentan las concentraciones de Giardia en sobrenadantes y

adsorbidas en esta muestra de suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5quistes/mL.

Tabla 44. Concentraciones de quistes de Giardia lamblia adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AaMb
Concentracion

Quistes en

(de s/uell_o) sobrenadante Ce (quistes/mL) ge (quistes/mg)
mg/m

9 0.5 0.41

5 9 0.5 0.5+0.1 | 0.41 0.40+0.02
12 0.6 0.38
19 1.0 0.06

25 8 0.4 0.8+0.3 | 0.08 0.07+0.01
18 0.9 0.06
6 0.3 0.04

50 11 0.6 0.5+0.2 | 0.04 0.04+0.004
13 0.7 0.04
11 0.6 0.03

75 8 0.4 0.6+0.2 | 0.03 0.03+0.003
17 0.9 0.02
12 0.6 0.02

100 12 0.6 0.8+0.3 | 0.02 0.02+0.003
23 1.2 0.01
28 1.4 0.01

125 23 1.2 1.0£0.5 | 0.01 0.01+0.004
9 0.5 0.02

En la Tabla 45 se encuentran las constantes de los modelos de Freundlich y Langmuir, y

sus linealizaciones se muestran en la Figura 30.

Tabla 45. Variables de las isotermas de adsorcion de Giardia lamblia en AaMb

) Langmuir
Constante | Freundlich g
R? 0.453 0.790 0.589
K 0.012 -0.488 -6876.441
n -0.325 - -
Smax - 0.006 -0.018
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Figura 30. Ajustes lineales de la adsorcion de Giardia lamblia en AaMb a) Isoterma de
Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c¢) isoterma de Langmuir tipo 11
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c) Suelo AbMb

En la Tabla 46 se presentan las concentraciones de Giardia en sobrenadantes y

adsorbidas en esta muestra de suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5quistes/mL.

Tabla 46. Concentraciones de quistes de Giardia lamblia adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AbMb

Concentracion

(Orlﬁgsll:rsll_o) soQb Eelzztaecsjae:te Ce (quistes/mL) ge (quistes/mg)
6 0.3 0.44

5 5 0.3 0.2+0.16 | 0.45 | 0.46+0.03
0 0.0 0.50
4 0.2 0.09

25 11 0.6 | 0.5+0.24 | 0.08 | 0.08+0.01
13 0.7 0.07
4 0.2 0.05

50 12 0.6 | 0.5+0.22 | 0.04 | 0.04+0.004
11 0.6 0.04
16 0.8 0.02

75 8 0.4 | 0.5+0.33 | 0.03 | 0.03+0.004
3 0.2 0.03
9 0.5 0.02

100 17 09 | 0.8+0.31 | 0.02 | 0.02+0.003
21 1.1 0.01
18 0.9 0.01

125 28 1.4 1.0£0.40 | 0.01 | 0.01+0.003
12 0.60 0.02

En la Tabla 47 se encuentran las constantes de los modelos de Freundlich y Langmuir, y

sus linealizaciones se muestran en la Figura 31.

Tabla 47. Variables de las isotermas de adsorciéon de Giardia lamblia en AbMb

. Langmuir
Constante | Freundlich Tipo | Tipo 11
R? 0.902 0.895 0.600
K 0.010 -3.342 -4.866
n -0.462 - -
Smaéx - 0.009 0.014
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Figura 31. Ajustes lineales de la adsorcion de Giardia lamblia en AbMb a) Isoterma de

Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c) isoterma de Langmuir tipo 11
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Anexo XII. Ajustes lineales de las isotermas para Ascaris lumbricoides

a) Suelo AaMa

En la Tabla 48 se presentan las concentraciones de Ascaris en sobrenadantes y

adsorbidos en este suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5 huevos/mL.

Tabla 48. Concentraciones de huevos de Ascaris lumbricoides adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AaMa
Concentracion | Concentracién

de suelo en sobrenadante Ce (huevos/mL) ge (huevos/g)
huevos/20 mL

13 0.7 370

0.005 8 0.4 0.5+0.1 | 420 393425
11 0.6 390
8 0.4 84

0.025 9 0.5 0.4+0.04 | 82 8442
7 0.4 86
7 0.4 43

0.05 9 0.5 0.4+0.4 41 42+1
8 0.4 42
11 0.6 26

0.075 12 0.6 0.6x0.1 25 25+1
15 0.8 23
5 0.3 23

0.1 8 0.4 0.4+0.1 21 22+1

8 0.4 21
3 0.2 19

0.125 1 0.1 0.1+0.1 20 20+1
0 0 20

En la Tabla 49 se encuentran las constantes de los modelos de Freundlich y Langmuir, y

sus linealizaciones se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Ajustes lineales de la adsorcion de Ascaris lumbricoides en AaMa a) Isoterma
de Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c) isoterma de Langmuir tipo 11
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a) Suelo AaMb

En la Tabla 50 se presentan las concentraciones de huevos de Ascaris en sobrenadantes

y adsorbidos en esta muestra de suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5 huevos/mL.

Tabla 50. Concentraciones de quistes de Ascaris lumbricoides adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AaMb
Concentracion | Concentracion

de suelo en sobrenadante | Ce (huevos/mL) ge (huevos/g)
(g/mL) (huevos/20 mL)

3 0,2 470

0,005 3 0,2 0,3+£0,2 | 470 | 450+35
9 0,5 410
0 0 100

0,025 0 0 0,0 100 100
0 0 100
0 0 50

0,05 0 0 0,0 50 50
0 0 50
0 0 33

0,075 0 0 0,0 33 33
0 0 33
1 0,05 25

0,1 2 0,1 0,1+0,1 24 25+1

0 0 25
0 0 20

0,125 0 0 0,0 20 20
0 0 20
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b) Suelo AbMb

En la Tabla 51 se presentan las concentraciones de huevos de Ascaris en sobrenadantes

y adsorbidos en esta muestra de suelo. La concentracion inicial (Co) fue de 2.5 huevos/mL.

Tabla 51. Concentraciones de quistes de Ascaris lumbricoides adsorbidos en diferentes
concentraciones de suelo AbMb
Concentracion en

Concentracion

de suelo sobrenadante Ce (huevos/mL) ge (huevos/g)
(g/mL) (huevos/20 mL)

10 0,5 400

0,005 6 0,3 0,3+0,2 | 440 | 433431
4 0,2 460
2 0,1 96

0,025 11 0,6 0,4+0,2 | 78 86+9
8 0,4 84
3 0,2 47

0,05 4 0,2 0,2+0,1 | 46 46+1
5 0,3 45
2 0,1 32

0,075 4 0,2 0,1+0,1 | 31 32+1
0 0 33
0 0 25

0,1 0 0 0,1+0,1 | 25 24+1

5 0,3 23
0 0 20

0,125 0 0 0,0+0,0 | 20 20+0,0
0 0 20

En la Tabla 52 se encuentran las constantes de las isotermas, para las regresiones

lineales no se tomaron los datos de 0.125 g de suelo/mL.

Tabla 52. Variables de las isotermas de adsorcién de Ascaris lumbricoides en AbMb

. Langmuir
Constante | Freundlich Tipo | Tipo 11
R? 0.667 0.093 0.903
K 741.3 -0.9 -0.4
n 0.71 - -
Smaéx - -277.8 -714.3
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En la figura 33 se presentan las regresiones lineales de las isotermas empleadas.
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Figura 33. Ajustes lineales de adsorcion de Ascaris lumbricoides en AbMb a) Isoterma de
Freundlich; b) isoterma de Langmuir tipo I; c¢) isoterma de Langmuir tipo 11
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