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RESUMEN

La contaminacion por coliformes totales presentes en las descargas de las aguas residuales
tratadas de las plantas de tratamiento de aguas residuales genera dafios a la salud y al
ambiente por lo que es necesario mejorar el tratamiento final de estas aguas residuales con
nuevas tecnologias. En el presente trabajo de investigacion se realizd la evaluacion del
tiempo de contacto de las bacterias E. coli y la concentracion de nanoparticulas de TiO» en
la desinfeccién de las bacterias de las aguas residuales municipales tratadas. Los
experimentos de las nanoparticulas de TiO- y las bacterias E. coli, consideradas como las
representativas de los coliformes totales que se encuentra en los efluentes finales de una
planta de tratamiento de aguas residuales, se realizaron por la metodologia del recuento en
placas con diluciones del medio de cultivo agar MacConkey y las bacterias E. coli derivadas
de ATCC® 25922™ conjuntamente con las nanoparticulas de TiO,. El tamafo de las
nanoparticulas de TiO; se determiné por la técnica del diametro hidrodinamico mediante la
Dispersiéon de Luz Dinamica (DLS) y la morfologia, como su composicion, se realizé por
medio de la técnica de imagenes de Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Como
conclusion de la investigacion se determind que para un tiempo de contacto de 180 minutos
entre las nanoparticulas de TiO- y las bacterias E. coli ocurre una rapida desinfeccion de
los coliformes totales. Por otra parte, se concluye que para un tamano de 11.03 nm de
didametro de las nanoparticulas de TiO, y una concentracion de 10 ppm de las
nanoparticulas se produce una inhibicion alta de las bacterias E. coli, demostrando que la
aplicacion de la nanotecnologia alcanza a desinfectar al agua tratada respecto de los
coliformes totales, reflejando que estas aguas tratadas pueden ser empleadas en un

segundo momento en fines agricolas.

Palabras clave: nanoparticulas, anatasa, sonicacion, inoculacion.
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ABSTRACT

Contamination by total coliforms present in the discharges of treated wastewater from
wastewater treatment plants generates damage to health and the environment, which is
why it is necessary to improve the final treatment of these wastewater with new
technologies. In the present research word, the evaluation of the contact time of E. coli
bacteria and the concentration of TiO»> nanoparticles in the disinfection of bacteria from
treated municipal wastewater was carried out. The experiments on the TiO, nanoparticles
and the E. coli bacteria, considered as representative of the total coliforms found un the
final effluents of a wastewater treatment plant, were carried out by the methodology of the
plate count with dilutions of the medium MacConkey agar culture and the ATCC® 25922™
derived E. coli bacteria together with TiO2 nanoparticles. The size of the TiO2 nanoparticles
was determined by the hydrodynamic diameter technique using Dynamic Light Scattering
(DLS) the morphology, such as its composition, was carried out by means of the Scanning
Electron Microscopy (SEM) imaging technique. As a conclusion of the research, it was
determined that for a contact time of 180 minutes between the TiO; nanoparticles and the
E. coli bacteria, a rapid disinfection of the total coliforms occurs. On the other hand, it is
concluded that for a size of 11.03 nm in diameter of the TiO, nanoparticles and a
concentration of 10 ppm of the nanoparticles there is a high inhibition of E. coli bacteria,
showing that the application of nanotechnology reaches a disinfect treated water with
respect to total coliforms, reflecting that these treated water can be used in a second

moment for agricultural purposes.

Keywords: nanoparticles, anatase, sonication, inoculation.
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INTRODUCCION

La contaminacién de los recursos hidricos provocado por las descargas de bacterias
patégenas desde los efluentes finales de las plantas de tratamiento de las aguas residuales
municipales ocasiona dafos irreversibles al ecosistema de los cuerpos receptores vy
generan mayor propagacion de las enfermedades. Existen tratamientos biolégicos
convencionales para la depuracién de los coliformes totales con tecnologia de cloracion; sin
embargo, sigue existiendo problemas de contaminacion que aun falta resolverse, entre los
métodos de desinfeccibn mas empleados se encuentra la cloracion, ozonificacion, luz
ultravioleta, la nanotecnologia entre otros. El desarrollo de nuevas alternativas de
tratamiento terciario para las aguas residuales municipales es de interés para la disminucion

o desinfeccidn de las bacterias E. coli.

Entre los avances tecnolégicos para el tratamiento de las aguas residuales se
encuentra la nanotecnologia que proponen alternativas para disminuir la contaminacion por
patégenos con nanomateriales que inhiben el crecimiento y en algunos casos tienen
propiedades antibacterianas que actian dentro del area superficial que generan las
nanoparticulas. La efectividad de las inhibiciones de las bacterias E. coli estan en su

mayoria afectadas por el tamafio, tiempo y concentracion de las nanoparticulas (1).

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar el tiempo de contacto
de las bacterias E. coli y la concentracién de nanoparticulas de TiO- en la desinfeccion de
las bacterias de las aguas residuales municipales tratadas; el desarrollo se complementa
en tres capitulos subsiguiente: en el capitulo Il se analiza la informacién bibliografica de los
antecedentes y los trabajados desarrollados sobre el tema de investigacion; el capitulo 1l
comprende el desarrollo experimental que incluye los materiales, equipos y los
procedimientos, mientras que en el ultimo capitulo se presenta el tratamiento de datos, los
resultados y su discusién respectiva. Finalmente se presentan las conclusiones,

recomendaciones y anexos de la investigacion.

La autora.
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1.1.

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Planteamiento y formulacién del problema

1.1.1.

Planteamiento del problema

La operacion de las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
por parte de las EPS en el Per segun GTZ/PROAGUA, evidencia muchas
dificultades en disminuir la carga de coliformes totales generando
contaminacion de las aguas superficiales. Al no operar adecuadamente una
PTAR, no se llega a cumplir con lo vertido en el D.S. N° 004-2017-MINAM:
Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECA) para agua, que exige
un maximo de 1 000 NMP/100ml de coliformes termotolerantes para el uso
de las aguas tratadas con fines agricolas, 0 mas aun si requiere de cumplir

con 2 000 NMP/100ml para descargas en los cuerpos receptores.

Por otra parte, en el afio 2010 se realizé6 un diagndstico de las PTAR
municipales de las nueve capitales de las provincias de la region Junin y
como resultado se tuvo que dos capitales de provincias tienen sus plantas
de tratamiento implementados con lagunas de oxidacion (Chupaca y Junin),
mientras que en cuatro capitales de provincias (Concepcion, Jauja,
Chupaca y Yauli) mantienen en ejecucion de proyectos con plantas de
tratamiento aerobia, finalmente se tienen a las cuatro capitales de
provincias restantes (Satipo, Huancayo, Tarma y Chanchamayo) en

elaboracién de proyectos; por lo tanto, se siguen implementando sistemas



de tratamiento de aguas residuales municipales con tecnologias aerobias,
cuando ya se aplican tecnologias innovadoras del tratamiento de aguas
residuales municipales utilizando Reactores Anaerobios de Flujo

Ascendente (RAFA) que son eficaces para la remocién de materia organica.

En la actualidad el proceso de disminucién de la carga de los coliformes
totales se realiza mediante el tratamiento avanzado y/o tratamiento terciario
con la adicion de cloro gaseoso, pero este reactivo quimico no cumple con
disminuir la presencia de coliformes totales, debido a que se opera con un
tiempo de contacto de las nanoparticulas muy corto de 30 minutos, o por la
poca adicion del cloro que tiene un costo elevado en una planta de
tratamiento de aguas residuales municipales. El utilizar cloro, que es una
tecnologia convencional, hasta ahora no ha resuelto el problema de la
presencia de bacterias en los efluentes de las PTAR ni en el tratamiento de

agua con fines de potabilizacion.

El problema de las afecciones salubres generadas por los microorganismos
patégenos y fecales presente en las aguas residuales municipales,
representadas por la bacteria Escherichia coli (E. coli), impactan a la salud
de las poblaciones, principalmente donde el estado no interviene por
intermedio del Ministerio de Vivienda, Construccion y Saneamiento (MVCS)
al no implementar nuevas tecnologias en el tratamiento de las aguas
residuales municipales. La presencia de las bacterias E. coli generan
enfermedades como: fiebre tifoidea, meningoencefalitis, amebiasis, célera,
gastroenteritis, entre otras, siendo las causas de morbilidad y mortalidad,

especialmente en nifios de la region Junin.

El rapido desarrollo de la nanotecnologia ambiental esta cautivado las
nuevas investigaciones en las ultimas décadas. La utilizacion de
nanomateriales ha avanzado rapida y actualmente se vuelven mas
efectivas que las tecnologias convencionales, es asi como en la actualidad
se utilizan las nanoparticulas de TiO2 en el tratamiento de las aguas

residuales con fines de disminuir la contaminacién por coliformes totales.

Los efluentes finales de las PTAR generan problemas tanto a la flora y fauna
de los riachuelos y por ello estas aguas residuales tratadas son dificiimente

reutilizables. Aun, cuando las PTAR trabajen bien, estos efluentes siempre



1.1.2.

traen consigo los patégenos no removidos en el tratamiento secundario,

pues solo disminuyen las cargas organicas y nitrogenadas (ver Anexo 03).

La calidad del agua residual tratada debe cumplir con los Limites Maximos
Permisibles (LMP) para los efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales Domeésticas o Municipales segun el D.S. N° 003-2010-MINAM
del Ministerio del Ambiente dado el 16 de marzo del 2010. Los LMP
representan la medida de la concentracion o del grado de elementos,
sustancias o parametros fisicos, quimicos y biolégicos, que caracterizan a
una emision, que al ser excedida causa o puede causar dafos a la salud,

al bienestar humano y al ambiente.

Bajo este contexto es necesario investigar y generar nuevas tecnologias
con el uso de nanoparticulas de TiO> como antibacterial en el tratamiento
de las aguas residuales municipales y cuyas aguas tratadas tengan la
finalidad de reutilizarse en fines agricolas, de modo que se para garantice
la sostenibilidad y seguridad alimenticia de las poblaciones. Resolver este
problema evidenciaria una gran variedad de modificaciones del uso del
agua en el desarrollo futuro y que ofreceria grandes oportunidades seguras

para el uso y reuso de las fuentes de agua no convencional.

Formulacion del problema

a) Problema general:
(A qué periodos de contacto entre las bacterias E. coli y las
nanoparticulas de TiO; se producira una desinfeccion de las bacterias
de las aguas residuales municipales tratadas?

b) Problemas especificos:

e ,Cual es la cantidad de las bacterias E. coli presentes en el

efluente final de un agua residual municipal tratada?



e ;Cual es el menor tiempo de contacto entre las bacterias E. coli y
las nanoparticulas de TiO» para una mayor desinfeccién de las
bacterias de las aguas residuales municipales tratadas?

o ;A qué concentracion de nanoparticulas de TiO2 se producira una
alta eficiencia de la desinfecciéon de las bacterias E. coli de las

aguas residuales municipales tratadas?

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el tiempo de contacto de las bacterias E. coli y la concentracion de
nanoparticulas de TiO, en la desinfeccién de las bacterias de las aguas

residuales municipales tratadas.

1.2.2. Objetivos especificos

e Cuantificar las bacterias E. coli que se encuentran en el efluente final
de un agua residual municipal tratada.

e Evaluar la mayor desinfeccion de las bacterias E. coli con el menor
tiempo de contacto de las nanoparticulas de TiO; en la desinfeccion de
las aguas residuales municipales tratadas.

e Hallar la concentracién en que las nanoparticulas de TiO, produzcan
una alta eficiencia de la desinfeccion de las bacterias E. coli de las

aguas residuales municipales tratadas.

1.3.  Justificacién e importancia

1.3.1.  Justificacion e importancia ambiental

El presente proyecto de investigacion busca generar el uso de

nanoparticulas de TiO, como antibacterial para disminuir la contaminacion



1.3.2.

1.3.3.

de bacterias E. coli consideradas como el de mayor poblacion dentro de
los coliformes totales presente en las aguas residuales tratadas. Esta
disminucion de la contaminacién ambiental de bacterias mejorara la

calidad de agua residual tratada para ser utilizada en la agricultura.

Justificacion e importancia socioecondmica

La utilizaciéon de pequefias cantidades de nanoparticulas de TiOz
posibilitan un menor costo de operaciéon en comparacién con los costos de
gas cloro que se utiliza en el tratamiento terciario de aguas residuales
municipales. El uso de nanoparticulas, también mejorara la gestion social
y econdmica de las instituciones dedicadas al saneamiento basico como
son: EPS, JASS, municipalidades provinciales y distritales, centros
poblados y comunidades campesinas por tener las mejores ventajas

economicas.

Justificacion e importancia en Ciencia y Tecnologia

La propiedad antibacterial de las nanoparticulas de TiO;, frente a los
coliformes tiene importancia porque genera un area superficial bastante
grande con lo cual se reduce el crecimiento de los microorganismos por el
efecto inhibitorio de las nanoparticulas. Al generar esta nueva tecnologia
se busca sustituir el uso del cloro en el sistema de tratamiento terciario de

las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales.

1.4. Hipotesis y variables

1.4.1.

Hipotesis general

Hi: Para un determinado tiempo de contacto y una determinada
concentracién de nanoparticulas de TiO2 se producira una desinfeccién
completa de las bacterias E. coli de las aguas residuales municipales

tratadas.



1.4.2. Hipdtesis especificas

e Para un determinado tiempo de contacto entre las bacterias E. coli y
las nanoparticulas de TiO2 ocurrira una mayor o menor desinfeccion de
las bacterias de las aguas residuales municipales tratadas.

e Para una determinada concentracion de nanoparticulas de TiO-
ocurrira una baja o alta eficiencia de desinfeccion de las bacterias E.

coli de las aguas residuales municipales tratadas.

1.4.3. Variables

e Variable dependiente:

- Desinfeccion de las bacterias E. coli.

e Variables independientes:

- Tiempo de contacto de las nanoparticulas:

o 60 min.

o 120 min.
o 180 min.
o 720 min.

- Concentracion de nanoparticulas:

o 10 ppm.
o 40 ppm.
o 70 ppm.
o 100 ppm.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes nacionales

La exigencia ambiental por ahora permite a las plantas de tratamiento de
las aguas residuales municipales cumplir con la normatividad; pero,
cuando las exigencias sean mayores se tendran dificultades con la
operacion y la calidad de las aguas residuales tratadas y sera dificil su
reutilizacién. Por ahora los limites maximos permitidos para la descarga
coliformes termotolerantes es de 10 000 NMP/100ml, segun el D.S. 003-
2010-MINAM.

Tabla 01. Norma para la calidad del agua residual municipal tratada.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA LOS EFLUENTES DE PTAR

LMP DE EFLUENTES PARA

PARAMETROS UNIDAD VERTIDOS A CUERPOS DE
AGUAS
Aceites y grasas mg/l 20
Coliformes termotolerantes NMP/100ml 10 000
Demanda Bioquimica de Oxigeno mg/| 100
Demanda Quimica de Oxigeno mg/| 200
pH unidad 6.5-8.5




21.2.

Solidos Totales en Suspension mg/| 150

Temperatura °C <35

Fuente: D.S. 003-2010-MINAM, Ministerio del Ambiente (2).

La inactivacién y el crecimiento de diferentes bacterias con diferentes
nanoparticulas se vienen investigando con fines de mejorar su depuracion
de las aguas residuales municipales. Es asi que en el trabajo de Barzola
(3) se analizé el método de la inactivacién de las bacterias E. coli con
nanoparticulas de SiO, para concentraciones de 20, 120 y 240 mg/l y un
periodo de contacto de 2 a 6 horas durante el tratamiento de las aguas

residuales municipales en un reactor anaerobio de flujo ascendente.

En nuestra region existen muchas plantas de tratamiento de aguas
residuales instaladas con tecnologia de lagunas facultativas y lagunas de
oxidaciéon. En la mayoria de estas plantas no se instalaron tratamiento
terciario para la descontaminacién de los coliformes totales y en otras se
lograron instalar con dosificacién de cloro y que por problemas de los

costos de operacion estan paralizados (ver Anexo 03).

Antecedentes internacionales

Los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales
municipales deben ser implementados adecuadamente para favorecer la
accion de los nanomateriales y/o nanocompuestos (4, 5). Por un lado, se
lograria la disminucion de la contaminacién de los coliformes totales y no
obstante estas aguas tratadas contengan compuestos organicos e

inorganicos tendran gran ventaja de reutilizacion.

Los contaminantes en las aguas residuales estan constituidos de materias
organicas, bacterias y microorganismos en diferentes cantidades que
deterioran la calidad de los cuerpos receptores y consecuentemente los
suelos y las aguas subterraneas. Las aguas residuales que ingresan a una
planta de tratamiento de aguas residuales tienen variadas composiciones;

las de mayor peligrosidad son los microorganismos coliformes con 1x10° a



1x10° UFC/ml constituidos por estreptococos, fecales, protozoos y

particulas de virus (6).

Para la desinfeccion de las aguas residuales municipales tratadas se
utilizan nanoparticulas metalicas por su efecto bactericida. En estos
ultimos afios se vienen realizando investigaciones en el campo de la
nanotecnologia, que tienen propiedades intimamente ligadas a su tamafio
y morfologia. El area de desarrollo es porque las nanoparticulas se
caracterizan por ser altamente reactivas y tienen una gran area superficial
por su tamafo y forma de estos nanomateriales. Los beneficios de la
aplicacion de las nanoparticulas favorecen las soluciones de los problemas
ambientales como contaminacion, tratamiento de las agua para consumo
humano y para el tratamiento de las aguas residuales municipales de gran

auge en la actualidad (7).

Los fendmenos del cambio climatico estan afectando las reservas de las
cantidades de agua que se tiene disponible en la actualidad. Una de las
alternativas es la reutilizacion planificada de las aguas residuales tratadas
por la escasez de recursos hidricos de otras fuentes, especialmente en el
pais y en nuestra region. La constante demanda de agua para consumo
humano se viene produciendo con frecuencia en los lugares con escasa
disponibilidad hidrica. Estos antecedentes motivan a recurrir tecnologias
disponibles para tratar los efluentes de las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales Municipales (PTAR) como una fuente alternativa de
recursos hidricos. La instalacion de procesos bioldgicos combinados con
la reactividad quimica de las nanoparticulas se pueden generar aguas de

buena calidad que serian utilizadas para riego agricola y otros usos (1).

Los costos de operacion en una planta de tratamiento de aguas residuales
municipales se incrementan cuando el tratamiento terciario se realiza
mediante la utilizacién de cloro. Es asi, que la reutilizacion de los efluentes
de las PTAR cuando se trata con cloro tendrian un costo elevado, por
consiguiente, se debe buscar alternativas tecnologicas que disminuyen los
costos de produccion y cuyos precios favorezcan a los usuarios agricolas
y de otros usos, y que contribuyan con la proteccion ambiental y la

recuperacion del 80 % de agua residual (8).



2.2.

Bases teoricas

2.2.1.

Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Municipales (PTAR)

Tratamiento final de las aguas residuales municipales tratadas:

El tratamiento de las aguas residuales municipales tiene diferentes
etapas de tratamiento de acuerdo a la composicion de sus
contaminantes. Estas pueden ser desde tratamiento preliminar,
primario, secundario y terciario o llamado tratamiento final. Cada uno
de estos procesos disminuyen los contaminantes; sin embargo, en
algunos casos estos contaminantes llegan hasta al tratamiento final y
también salen en los efluentes. También se conoce que a varias
plantas de tratamiento de aguas residuales municipales ingresan
nanoparticulas; pero que en todos los procesos de depuracion no
interactuan con las cargas organicas para formar matrices organicas,
sino que se separan como iones metalicos solubles y que luego salen

en los efluentes finales (8).

En el tratamiento final normalmente se utiliza cloro como desinfectante
para disminuir la carga contaminante de los coliformes totales; sin
embargo, estos coliformes no son eliminados completamente de los
efluentes finales a causa de que los compuestos clorado como el CIO-
no eliminan las bacterias presentes en el agua (9), lo que hace es
unicamente inducir a las bacterias a pasar al estado llamado Viable No
Cultivable (VBNC) y a causa de ello no se desarrollan en algunos
medios de cultivo; pero, pueden activarse nuevamente al encontrar
nuevos medios de cultivos pues siguen estando vivos. Las bacterias
E. coli, como representante de las gramnegativas o de los coliformes
totales mantienen su integridad celular y por su actividad celular tienen
la capacidad de ser cultivables nuevamente. Por las consideraciones
anteriores, la acumulacion de los cloratos se mantiene en el agua
residual tratada y otras estan en los tejidos de las bacterias y se
trasmiten a los cultivos agricolas al regar con estas aguas

semitratadas. Por otra parte, al utilizar el gas cloro en el tratamiento
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terciario se logra asegurar la letalidad de las bacterias; pero, por su
alto costo resulta de poca aplicabilidad en las plantas de tratamiento
de aguas residuales municipales por la no disponibilidad de recursos
econdémicos. Ademas, se corre el riesgo por su manipulacién vy
requiere de procedimientos y otros recursos para la correcta aplicacién
y que solo alcanza a las plantas de tratamiento de gran escala y con

recursos disponibles.

Nanotecnologia en el tratamiento de aguas residuales municipales:

En la investigacion de Cervantes et. al. (10) utilizaron nanoparticulas
de ZnO y TiO,, para el tratamiento de las aguas residuales
municipales. La adicién de nanoparticulas fue al reactor biologico de
lodos activados, y analizaron la variacién de la concentracion de 450,
900, 1 500 y 2 000 mg/l de nanoparticulas de ZnO y de nanoparticulas
de TiO2 con 500, 1 000, 1 500 y 2 000 mg/I. Los resultados indican que
la eficiencia de remocién de materia organica disminuye con la adicién
de nanoparticulas de ZnO, en cambio, con la adicibn de las
nanoparticulas de TiO. decrece la eficiencia de remocién de nitrégeno.
No obstante, se confirma que los agregados de las nanoparticulas de
TiO, afectan a las membranas celulares a través de la ruptura de la
membrana celular y en consecuencia provoca la lisis celular. Por estos
antecedentes resulta bastante atractivo la utilizacion de
nanoparticulas de TiO, en el tratamiento de aguas residuales

municipales.

Con respecto a la toxicidad de las nanoparticulas de TiO; en las
bacterias esta comprobado segun diferentes investigaciones, y
ademas indican que favorecen la remocion de la materia organica.
Esto significa que la presencia de nanoparticulas de TiO2 en el
tratamiento de las aguas residuales no afecta otras caracteristicas,
pues segun los estudios de Westerhoff et. al. (11) indican que a las
plantas de tratamiento de aguas residuales que ingresaron
nanoparticulas de TiO2 con tamafios menores a 100 nm y no pudieron

separase en la etapa de sedimentacién, porque forman agregados de
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2.2.2.

titanio por la absorcion de la biomasa generando la poca
sedimentacion. Ellos también indican que en el efluente de las aguas
residuales tratadas encontraron particulas de TiO, de tamafios que

varian de 4 a 30 nm de diametro.

Nanoparticulas en suspension y aguas residuales:

En el tratamiento de aguas residuales municipales se encuentran
presentes varios tipos de 6xidos metalicos que proviene de diferentes
fuentes y principalmente de las descargas pluviales. En el tratamiento
biolégico de aguas residuales por lodos activados las nanoparticulas
actuan en suspension las cuales inhiben el crecimiento bacteriano de
la poblacién nitrificante provocando la disminucion de las bacterias
nitrosomonas y Nitrobacter (12). Esta toxicidad de las nanoparticulas
de TiO2 vienen estudidandose con las bacterias coliformes cuya
poblaciéon microbiana es altamente perjudicial en las aguas residuales

tratadas.

Los estudios de la toxicidad de las nanoparticulas en suspensién
vienen siendo de interés para los investigadores. Por ejemplo, en el
trabajo de Yang ef. al. (4) se estudid un sustrato sintético con
caracteristicas de aguas residuales municipales el efecto del tiempo
de contacto entre las nanoparticulas de TiO, y las bacterias
nitrificantes en plantas de tratamiento biolégico por humedales. Las
caracteristicas de las nanoparticulas de TiO; fueron de un tamano
promedio de 20 a 1 nm de didmetro, y con una pureza de 99.5 %, los
resultados indican que para una concentracion de 1 mg/l de las
nanoparticulas de TiO» ocurre significativamente la funcionabilidad de

los microorganismos presentes en las aguas residuales.

Caracterizacion de bacterias coliformes totales en aguas residuales

En las aguas residuales municipales existe una comunidad bacteriana de
los cuales la mayor representatividad son del grupo de bacterias coliformes

totales. Este grupo perteneciente a las gramnegativas, son también
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consideradas como bacterias anaerobias facultativas, lo que quiere decir

que pueden desarrollarse tanto en presencia o ausencia de oxigeno.

Las bacterias E. coli se caracteriza por poseer bacilos de gramnegativo y
su cubierta tiene tres elementos; la membrana citoplasmatica, la
membrana externa y, entre ambas, un espacio periplasmico constituido por
péptido-glucano. Esta ultima estructura le otorga a la bacteria su forma y
rigidez, la cual le permite resistir a presiones osmdéticas relativamente altas.
Su crecimiento normalmente se efectia a la temperatura de entre 35 a
43°C. A temperaturas inferiores a 7°C se puede inhibir su crecimiento
favoreciendo su inocuidad. Del mismo a temperaturas superiores a 70°C
son muy sensibles y se asegura una buena pasteurizacién de los alimentos
que garantiza su eliminacion. El otro parametro importante es el pH que a
7.2 favorece su crecimiento y desarrollo, y a pH extremos menores a 3.8 y

mayores a 9.5 se evita la proliferacion de estas bacterias.

Figura 01. Inoculacién de bacterias en placas Petri.

Fuente: Lee et. al. (13).

Las bacterias E. coli tienen multiples caracteristicas y facetas. Algunas de
estas caracteristicas son pocas estudiadas porque facilmente se adaptan,
mutan y constantemente adquieren nuevos genotipos a partir de los
plasmidos, bacteriofagos, y otros elementos que llegan a transmitirse a su
material genético. Es por ello, que tiene una capacidad de ubicuidad
favoreciendo la aparicion reiterada de cepas con nuevas propiedades,
incluyendo capacidades patégenas no facilmente reconocibles.
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e Patogenicidad de bacterias E. coli:

Las bacterias E. coli son conocidas como agentes responsables de la
gastroenteritis infantil (14), especialmente en paises en vias de
desarrollo, causando la muerte de nifios debido a la deshidratacion y
a otras complicaciones. Las principales cepas patdégenas de las

bacterias E. coli se presentan en la tabla 2.

Tabla 02. Cepas de E. coli.

Cepas de E. coli Modo de transmisién Enfermedad
Enterotoxigénico Alimentos o ingestién de aqua ETEC ocasiona
(ETEC) 9 9 diarrea sin fiebre.
. . EPEC ocasiona
Enteropatégeno Los alimentos o agua, el contacto diarrea acuosa. a
(EPEC) humano directo e indirecto ’
veces con sangre.
EHEC ocasionan
Enterohemorragico  Alimentos o ingestion, el contacto diarrea consagre, a
(EHEC) humano directo o indirecto veces pueden dafiar
los rifiones
EIEC provoca
Enteroinvasivo La ingestion de alimentos o aqua disenteria, como la
(EIEC) 9 9 diarrea. La fiebre es

un sintoma comun

Fuente: Prescott et. al. (15).

2.2.3. Definiciones y clasificaciéon de los nanomateriales

e Definiciones utilizadas en nanotecnologia:

Segun el British Standards Institution, las siguientes definiciones son

utilizadas en nanotecnologia (15):

- Nanoescala: rango de tamafo aproximado de 1 a 1000 nm.
- Nanociencia: ciencia y el estudio de la materia a nanoescala que
se ocupa de comprender su tamano y sus propiedades

dependientes de la estructura y compara la aparicion de atomos
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o moléculas individuales o las diferencias relacionadas con el
material a granel.

- Nanotecnologia: manipulacion y control de la materia en la
dimensién de nanoescala mediante el uso del conocimiento
cientifico de diversas aplicaciones industriales y biomédicas.

- Nanomaterial: material con cualquier estructura interna o externa
en la dimension de nanoescala.

- Nanoobjeto: material que posee una o mas dimensiones
periféricas a nanoescala.

- Nanoparticulas: nanoobjetos con tres dimensiones externas a
nanoescala. Los términos nanorod o nanoplaca se emplean, en
lugar de nanoparticulas (NP) cuando las longitudes de los ejes
mas largos y mas cortos de un nanoobjeto son diferentes.

- Nanofobia: cuando dos dimensiones exteriores son similares a
nanoescala y una tercera dimension mas grande estan presentes
en un nanomaterial.

- Nanocompuesto: estructura multifasica con al menos una fase en
la dimensién de nanoescala.

- Nanoestructura: composicion de partes constituyentes
interconectadas en la regidon de nanoescala.

- Materiales nanoestructurados: materiales que contienen

nanoestructura interna o superficial.

Clasificacion de los nanomateriales:

La clasificacién mayor utilizada en las ciencias es los descrito por (15):

- Nanomateriales a base de carbono: contienen carbono y se
encuentran en morfologias como tubos huecos, elipsoides o
esferas. Los fullerenos (C60), los nanotubos de carbono (CNT),
las nanofibras de carbono, el negro de humo, el grafeno (Gr) y las
cebollas de carbono se incluyen en la categoria de
nanomateriales a base de carbono.

- Nanomateriales de base inorganica: incluyen a las nanoparticulas

y los nanomateriales estructurados de metal y 6xido metalico.
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2.2.4.

Estos nanomateriales pueden sintetizarse en metales como
nanoparticulas de Au o Ag, 6xidos metalicos como nanoparticulas
de TiO2y ZnO.

Nanomateriales de base organica: incluyen nanomateriales
hechos principalmente de materia organica, excluyendo los
nanomateriales basados en carbono o inorganicos. La utilizacion
de interacciones no covalentes (débiles) para el autoensamblaje
y el disefio de moléculas ayuda a transformar los nanomateriales
organicos en estructuras deseadas, como dendrimeros, micelas,
liposomas y nanoparticulas de polimeros.

Nanomateriales compuestos: son nanoparticulas y nanoparticulas
estructuradas multifasicos con una fase en la dimensién de
nanoescala que puede combinar nanoparticulas con otras
nanoparticulas o nanoparticulas combinados con materiales de
mayor tamafno o con materiales a granel (por ejemplo, nanofibras
hibridas) o mas complicadas estructuras, tales como estructuras
metaloorganicas. Los compuestos pueden ser cualquier
combinacion de nanomateriales a base de carbono, de metal o de
base organica con cualquier forma de materiales a granel de
metal, ceramica o polimero. Los nanomateriales se sintetizan en
diferentes morfologias, dependiendo de las propiedades

requeridas para la aplicacion deseada.

Caracterizacion de las nanoparticulas TiO2

Las nanoparticulas de TiO, se encuentra en tres fases cristalinas: la
anatasa y el rutilo (ambas tetragonales) y la brookita (romboédrica). El
rutilo es un material termodinamicamente muy estable y es la forma mas
comun de TiO2 que se encuentra en la naturaleza. En cambio, la brookita
y la anatasa son fases metaestables. El TiO2 es anfétero, quimicamente
muy estable y posee un fuerte poder oxidante que no es atacado por la
mayoria de los agentes organicos e inorganicos. Ademas, es un
semiconductor sensible a la luz que absorbe radiacion electromagnética

cerca de la regién Ultravioleta Visible (UV).
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Las nanoparticulas de TiO» por lo comun es utilizado para inhibir bacterias
E. coli y células tumorales del cancer. Los efectos que produce las
nanoparticulas TiO, en sistemas biologicos es por la reactividad del
oxigeno que se generan en la superficie del TiO. durante la actividad
fotocatalitica. Este fendmeno se genera a cercanias de las células
bacterianas que las destruye facilmente, causando la peroxidacion de los
fosfolipidos de la membrana de las células, con la interrupcion de su

respiracion celular.

Las caracteristicas morfoldgicas de las nanoparticulas de TiO2 son de gran
interés, que influyen en la mayoria de sus propiedades. Asi mismo, sus
caracteristicas estructurales permiten estudiar la composicion y la
naturaleza de union de los materiales. Las caracteristicas de las
nanoparticulas de TiO2 con tamanos inferiores a 20 nm se determinan con

gran precision utilizando la técnica de potencial Z con el equipo DLS (16).

La estructura de las nanoparticulas de TiO, pertenecen al sistema
tetragonal y pueden describirse como cadenas de octaedros TiOs en la que
cada atomo Ti** estan rodeado de un octaedro de seis atomos de O2. La
distancia de los enlaces Ti-Ti en la anatasa son mayores, mientras que los

enlaces Ti-O son mas cortos que los del rutilo (figura 02) y (tabla 03).
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Figura 02. Estructura de las NPs-TiOz.

Nota: a) anastasa, b) rutilo.
Fuente: adaptado de Lin et. al. (17, 25).
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2.2.5.

Tabla 03. Comparacion de las propiedades fisicas y termodinamicas de las

nanoparticulas de TiOs.

Fase Anastasa Rutilo Brookita

Peso molecular 79.89 79.89 79.89
Estructura cristalina  Tetragonal en el cuerpo  Tetragonal simple Ortorombica

Energia de banda

prohibida (Eg) 3.20eV 3.03eV -
Densidad (g/cm?) 4.06 4.21 4.13
indice de refraccion 2.48 - 2.56 2.61-2.89 2.58-2.70

Fuente: adaptado de Lin et. al. (17, 25).

Mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas sobre las bacterias

Los mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas en las bacterias
todavia no estan bien estudiados y no se entienden completamente. Sin
embargo, la toxicidad de las NPs-TiOz en las células es provocado cuando
las nanoparticulas se unen a la membrana de las bacterias por interaccion
electrostatica interrumpen la integridad de la membrana bacteriana. La
nanotoxicidad generalmente se desencadena por la induccion del estrés
oxidativo a formar radicales libres, después del contacto con las
nanoparticulas (figura 03). En la tabla 04 se presentan los mecanismos de
toxicidad de las nanoparticulas de TiO2 sobre las bacterias gramnegativas
de E. coli (18).

Los mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas dependen mucho de
la composicion, modificacion de la superficie y sus propiedades intrinsecas
de las nanoparticulas. Esta situacién indica que son muy complicados los
mecanismos de toxicidad y depende de muchos factores como quimicos,
fisicos y termodinamicos. Las nanoparticulas de ZnO y TiO tienen un
potencial mutagénico débil hacia las bacterias Salmonella typhimurium;
pero, para las bacterias E. coli son téxicas bajo la influencia de la
iluminacion UV y que estan disminuyen en un periodo de tiempo mayores
a 60 minutos (18).
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Figura 03. Toxicidad de las nanoparticulas de TiOz2.

Fuente: adaptado de Alikhani et. al. (20).

Tabla 04. Efectos toxicos de las nanoparticulas de TiO, en bacterias E.

Dosis de aplicacion

Mecanismo de accion de toxicidad

coli.
Propiedad
fisicoquimica de la
NPs-TiO2
50 nm

5 — 40 nm (Tamafo
definido por SEM).

20 nm (ST-01).

40 60 nm (Tamafio
de poro en TEM).

< 25 nm (tamafio
definido por TEM).

20 mgl/l

30 pg/ml

10 mgl/l

8y 80 ng/ml

C. metallidurans. TiO2
se internaliza en las
bacterias, pero no
causa la muerte.

No téxico en condiciones de
oscuridad.

Penetracion en células hasta
provocar el efecto de lysis.

Fotoactivacion del efecto bactericida
de los promotores de TiOx2.
Peroxidacion de los polinsaturados
fofolipidos de la membrana con
pérdida de actividad respiratoria.

TiOz2: Ataque celular por generacion
oxidativa y toxicidad Generacioén de
mutacion en sistemas activos.

La resistencia de C. metallidurans
esta relacionada a la sobre
expresion de los componentes
protectores o por sistemas de flujo.

Fuente: adaptado de Alikhani et. al. (20).
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Factores de toxicidad de las nanoparticulas:

La toxicidad de las nanoparticulas (15), pueden deberse a los

siguientes factores:

- Dosis y efecto del tiempo de contacto: el numero de
nanoparticulas que penetran en las células depende directamente
de la concentracion molar de las nanoparticulas en el medio y el
tiempo de contacto con las bacterias.

- Efecto de agregacion y concentracion: el aumento de la
concentracion de nanoparticulas promueve un estado de
agregacion. La mayoria de los agregados de nanoparticulas de
tamafios micrométricos no pueden penetrar en las células y de
este modo pierden su toxicidad.

- Efecto del tamafo de particula: las nanoparticulas tienen una
toxicidad mayor o menor dependiente de su tamafio. Por ejemplo,
las nanoparticulas de Ag con un diametro de aproximadamente
10 nm tienen una mayor capacidad de penetrar y perturbar los
sistemas celulares de muchos organismos que los iones de Ag*y
de aquellas nanoparticulas que tienen diametros entre 20 y 100
nm.

- Efecto de forma de particula: las nanoparticulas exhiben toxicidad
dependiente de su forma, es decir, tienen diferentes niveles de
toxicidad. Por ejempilo, las fibras de asbesto de 10 um de longitud
pueden causar cancer de pulmén, mientras que las fibras de
asbesto mas pequefias de unos 5 a 10 ym pueden causar
mesotelioma y las fibras de 2 ym de longitud pueden causar
asbestosis.

- Efecto de la superficie: el efecto toxicoldgico de las nanoparticulas
aumenta al disminuir el tamafo de las particulas porque aumenta
su area superficial.

- Efecto de la estructura cristalina: basados en la estructura
cristalina, las nanoparticulas pueden presentar diferentes tipos de
absorcion celular, mecanismo oxidativo y localizacién subcelular.

Por ejemplo, los dos polimorfos cristalinos de TiO2 (rutilo y
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anatasa) muestran una toxicidad diferente. En la oscuridad, las
nanoparticulas de rutilo de 200 nm provocan dafios en el ADN por
oxidacién, mientras que las nanoparticulas de anatasa de 200 nm
no provocan dafios en el ADN en condiciones oscuras.

- Efecto de funcionalizacion de superficie: las propiedades
superficiales de las nanoparticulas muestran efectos drasticos
relacionados con la translocacion y los procesos de oxidacion
posteriores.

- Efecto de pre exposicion: la actividad fagocitica celular puede ser
estimulada por un tiempo de exposicion mas corto o por la
exposicion previa de concentraciones mas bajas de

nanoparticulas.

Efectos fotocataliticos del TiO2:

La fotocatdlisis es una técnica utilizada para la purificacion y el
tratamiento de varios tipos de aguas residuales. El efecto de la
fotocatalisis tiene una capacidad eficiente para inactivar el organismo
patégeno, como las bacterias, presentes en las aguas residuales. Las
nanoparticulas de TiO2 son utilizadas ampliamente por su poder
fotocalizador y su alto poder antimicrobiano. El uso de las
nanoparticulas de TiO, en polvo generan dificultades para su
separacion posterior. Pero, si a estas nanoparticulas de TiOz son
modificadas con otros materiales aumentan su area superficial,
entonces estas nanoparticulas modificadas mejoran la actividad
antimicrobiana (1). Se ha demostrado que el grafeno, los nanotubos
de carbono y otros nanomateriales carbonosos poseen una buena
capacidad de adsorcién para la erradicacion de contaminantes del
agua residual, y que ademas tienen estructuras y propiedades unicas
para optimizar a los fotocatalizadores de TiO2 (19). Por otro lado, si las
nanoparticulas de TiO se utilizan en concentraciones menores a 0.1
ml en solucién se facilita el proceso antibacterial de las bacterias E.
coli para un periodo de tiempo de contacto de 30 minutos a 3 horas
(13).
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2.3.

2.2.6. Nanoparticulas y poblaciones bacterianas

En los lechos bacterianos de los tratamientos bioldgicos de humedales el
contacto de nanoparticulas de TiO2 con poblaciones microbianas donde
ocurre la inhibicion se da en periodos de 5 a 60 dias, para concentraciones
menores a 50 mg/l (4). Sin embargo, a medida que la concentracion de
TiO2 disminuye de 10, 5 hasta 1 mg/l la supervivencia de las bacterias E.
coli aumentan hasta un 36 %, sin embargo, cuando el tiempo de contacto
disminuye y la concentracion de nanoparticulas de TiO, aumenta hasta 1
g/l la inhibicién bacteriana llega a un 50 % provocando el cambio
morfolégico celular dando lugar a la contraccion y fragmentacién de las
células (13). Estos antecedentes nos permiten estudiar la concentracién
de las nanoparticulas de TiO»y el tiempo de contacto con las bacterias E.

coli.

Definicién de términos

e Contaminacion del agua: incorporacion al agua de materias extrafias, como
microorganismos, productos quimicos, residuos industriales y de otros tipos, o
aguas residuales. Estas materias deterioran la calidad del agua y la hacen inutil
para otros usos (13).

e Desinfeccién de agua: es la eliminacion de microorganismos patégenos que no
han sido exterminados en fases iniciales del tratamiento de agua (13).

e E. coli: es un bacilo gramnegativo de la familia de las enterobacterias que se
encuentra en el tracto gastrointestinal de humanos y animales de sangre
caliente (13).

e Membranas: son las barreras delgadas entre dos fases, a través de las cuales,
bajo la accion de una fuerza (normalmente una diferencia de presién o de
concentracion) tiene lugar un transporte (20).

o Nanocompuestos: son materiales compuestos por dos 0 mas componentes, en
los cuales, al que se encuentra en mayor porcentaje, se le llama matriz y al de
menor porcentaje, carga. La carga debe tener tamafio nanométrico (13).

¢ Nanoparticula: es una particula con una dimensién menor a 100 nm (13).
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Nanotecnologia: es el estudio, disefo, creacion, sintesis, manipulacion y
aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control
de la materia a nanoescala, y la explotacién de fendmenos y propiedades de la
materia a nanoescala (13).

Purificacién de agua: dependiendo del origen del agua a tratar, se implementan
procesos de purificacion de agua. Algunos de ellos pueden ser sedimentacion,
filtracion, desalinizacion, 6smosis inversa, etc. (19, 28).

pH: es el logaritmo de la reciproca de la concentracion de ion hidrogeno en una
sustancia o medio y que puede ser medida en un rango de 1-14, si su valor se
encuentra entre 1-6 el pH es acido, si se encuentra entre 8-14, su pH es basico
(13).

Toxicidad bactericida: es aquel que produce la muerte de una bacteria (19, 26).
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3.1.

CAPITULO I
METODOLOGIA

Método, tipo y nivel de la investigacién

3.1.1.

3.1.2.

Métodos de la investigacion

El método general de investigacion es cientifico (13) y en el desarrollo de
la investigacion se explica la ocurrencia del fendmeno de inhibicion de las
bacterias E. coli para las variables del tiempo de contacto y la
concentracién de las nanoparticulas de TiO». Es asi que se buscé explicar
a qué periodo de contacto se produce la propiedad antibacterial de las
nanoparticulas y en que rango de concentracion ocurre esta inhibicion
bacteriana de la bacteria E. coli que es la mas representativa de los
coliformes totales los cuales se encuentran en los efluentes finales de las
plantas de tratamiento de las aguas residuales municipales. La descripcion
de los hechos de inhibicion se explica y comparan con las investigaciones

desarrolladas por otros investigadores.

Tipo de la investigacion

El tipo de Investigacion es aplicado, que busca la generacion de
conocimiento con aplicacion directa al tratamiento de aguas residuales

municipales tratadas. Esta investigacién se fundamenta en los hallazgos
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3.2.

tecnolégicos de la investigacion basica, la cual contribuye con el proceso

de enlace entre la teoria y los resultados de la presente investigacion (13).

3.1.3. Nivel de la investigacién

El nivel de Investigacion es explicativo, mediante el establecimiento de
relaciones causa-efecto. El interés es explicar cédmo las variables del
tiempo de contacto y la concentracion de las nanoparticulas de TiO>
contribuyen con la desinfeccion de las bacterias E. coli presentes en las

aguas residuales tratadas (13).

Diseno de la investigacion

Para determinar el porcentaje de desinfeccion de las bacterias E. coli, se utilizo el

disefio experimental factorial: N° de pruebas = 2*.
Donde:

- 2:representa el numero de niveles.

- k: representa el numero de variables independientes.

Para el proyecto se utilizaron dos variables independientes con cuatro niveles como

se muestra en la tabla 05.

Tabla 05. Disefio experimental factorial.

Concentracion de NPs-TiO2 Tiempo de contacto de NPs- Desinfeccioén de las bacterias
(ppm) TiO2 (min) E. coli (UFC)
10 60 Y111
10 120 Y121
10 180 AEEY
10 720 Y141
40 60 Y211
40 120 Y221
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3.3.

3.4.

40 180 Y231
40 720 Y241
70 60 Y311
70 120 Y321
70 180 Y331
70 720 Y341
100 60 Yat1
100 120 Ya21
100 180 Ya3t
100 720 Y 141

Fuente: elaboracion propia.

Poblacion y muestra

3.3.1.

3.3.2.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4.1.

Poblacion

La poblacion fue el efluente final de la planta de tratamiento de las aguas

residuales municipales de nombre Alcas que pertenece al distrito de

Sicaya, provincia de Huancayo.

Muestra

La muestra estuvo constituida por 5 litros de aguas residuales de la PTAR

que se utilizé para el analisis de las bacterias E. coli presentes en el agua

residual. La unidad de analisis se complementé con 15 ml del medio de

cultivo agar MacConkey.

Materiales, reactivos y equipos
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Materiales:

- Micropipetas.

- Placas Petri.

- Tubos de ensayo.

- Matraz Erlenmeyer.
- Asade siembra.

- Vasos de precipitacion.
- Fiola.

- Piseta.

- Lunas de relo;j.

- Varilla.

- Mangueras.

- Bolsas negras.

- Buretas.

- Ganchos.

- Soportes.

- Crondémetro.

- Papel aluminio.

- Mascara de seguridad.
- Tijeras.

- Algodén.

- Pabilo.

- Papel kraft.

- Papelfiltro.

- Pinzas.

- Mechero de Bunsen.

Reactivos:

- Escherichia coli derivado de ATCC® 25922™,
- Nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2).

- Agar MacConkey.

- Alcohol.

- Etanol.
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e Equipos e instrumentos:

- Microscopia Electrénica de Barrido de Emisién de Campo (SEM):
marca TESCAN, modelo MIRA3-LMU del Centro de Investigacion
de Nanotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional del Centro del Peru (fecha del protocolo de
instalacion: 09 mayo 2019 - ver Anexo 10).

- Analizador de Nanoparticulas y Analizador de Potencial Z (DLS):
marca NICOMP PSS Z3000, del Centro de Investigacion de
Nanotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional del Centro del Peru (fecha de la certificacion
de analisis: 18 diciembre 2019 - ver Anexo 10).

- Sonicador: marca BRANSON, Modelo SFX250 y con tension en
linea de 100 a 120 V, a 50/60 Hz. Incluye 3 tipos de
disruptor/homogeneizador (calibracion: 04 octubre 2019).

- pHmetro digital: con agitador magnético, marca EZODO, modelo:
PL-700ALS (calibracion: 06 enero 2020).

- Termometro digital: tipo lapicero, marca BOECO, modelo TP101.

- Autoclave horizontal: marca STURDY, modelo SA-232 de 16
litros, con una temperatura de esterilizaciéon hasta 120 °C
(calibracion: 26 noviembre 2019).

- Mufla Horno de Camara: marca PROTHERM, modelo ECO
110/15 con capacidad de 15 litros, temperatura maxima 1100°C
(calibracion: 05 diciembre 2019).

- Balanza: de precision modelo 400. 400 g/0.001 g, marca VWR
americana (calibracion: 24 setiembre 2019).

- Contador de colonias digital: marca LKB 2002.

3.5.  Técnicas de andlisis y procesamiento de datos

¢ Meétodo de analisis:

- Protocolo para el traslado de las muestras al laboratorio:

28



La metodologia seguida para el registro de datos de campo, toma de
muestra, la conservacion y preservacion de la misma (agua residual
tratada de la PTAR de Alcas del distrito de Sicaya) se realizé mediante el
“Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos
Hidricos Superficiales” aprobado por la Resolucion Jefatural N° 010-2016-
ANA de la Autoridad Nacional del Agua del Ministerio de Desarrollo Agrario
y Riego. Los anexos que corresponden al protocolo para el traslado de las
muestras al laboratorio de nanotecnologia de la Universidad Nacional del
Centro del Peru se presentan en el Anexo 11; los procedimientos

principales fueron:

o Paralatoma de las muestras se utilizaron los materiales y equipos de
monitoreo que recomienda el protocolo.

o Latoma de muestra se realizo a las 9:00 horas del dia 11 de diciembre
del afio 2019.

o Las muestras se tomaron segun el registro del anexo | del protocolo y
ésta se realizdé a una profundidad aproximadamene de 30 cm.

o Durante la toma de muestra para el analisis del parametro
microbioldgico de la bacteria E. coli se utilizaron dos recipientes de
vidrio estéril con capacidad de 500 ml del cual se dej6 un volumen de
166.7 ml para la aireaccion respectiva.

o Elrotulado y etiquetado de la muestra se realizé de acuerdo al anexo
VII del protocolo.

o Una vez que la muestra llegé al laboratorio se preservé a 4°C en un
refrigerador.

o Los analisis de las muestras se realizaronel mismo dia 11 de diciembre

del afio 2019 a partir de las 11 a.m.

Método de recuento en placa para la caracterizacion de las bacterias E.
coli de la PTAR de Sicaya:

La preparacion del medio de cultivo se realizé después de esterilizar los
materiales en la mufla horno a 160°C por el espacio de 30 minutos. Las
pruebas se realizaron con 4 pipetas de 1 ml y 12 placas Petri, todos ellos

debidamente envueltos en papel kraft. La preparacién del agar MacConkey
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se realiz6 utilizando 150 ml de agua destilada y 7.5 g de agar MacConkey
que fueron mezclados en un matraz de 250 ml para luego aforar en una
fiola de 500 ml. La muestra de agua residual rotulado como AS-01
procedente de la PTAR Alcas del distrito de Sicaya se filtré y se diluyo en
concentraciones de 10", 102 y 103, Con las pipetas graduadas se tomaron
disoluciones de 1 ml de cada dilucion y se puso a las placas Petri
conjuntamente con el agar MacConkey preparado anteriormente. Se
esperé a que se solidifique, configurando la mezcla, y seguidamente se
puso a la incubadora a 37°C por un tiempo de 48 horas. Finalmente, se
realizé la lectura de las placas para determinar las colonias formadas de
color rojo/rosado de cada placa con el agar MacConkey, siempre teniendo

en cuenta la dilucidn que se tuvo al inicio de la preparacion de la muestra.

Activacion de las bacterias E. coli:

Las cepas bacterias puras de E. coli adquiridas del laboratorio
especializado Gen Lab del Peru S.A.C. de la ciudad de Lima, se lleg6 a

activar con el siguiente procedimiento (20):

o Elcultivoinicial de las bacterias E. coli se realizé en el medio de cultivo
Luria Bertani a un pH de 7.4 las cuales fueron incubados a 37°C
durante 24 horas.

o Las bacterias E. coli fueron recolectadas en pellets desde su fase de
crecimiento exponencial y luego se centrifugaron a 500 rpm con una
solucién buffer salina de fosfato durante 10 minutos.

o Los pellets de las bacterias E. coli recolectados y centrifugadas
nuevamente se suspenden en solucion buffer salina de fosfato a un
pH de 7.2.

o Finalmente, estos pellets de bacterias en suspension se diluyen en
agua Milli-Q en celdas de vidrio Pirex para obtener una densidad de 1
x 10° UFC/ml.

Preparacion del agar MacConkey:
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Antes de iniciar la preparacion del agar MacConkey, se pusieron a
esterilizar todos los materiales en la mufla horno a 150°C por el espacio de
30 minutos. La preparacion del agar MacConkey se realizé con 150 ml de
agua destilada y un peso de 7.5 g de agar MacConkey para luego mezclar
en un matraz de 250 ml; se llevo a calentamiento agitando constantemente.
Tan pronto se presenta la ebullicion se cierra el matraz con algodon, se
forra con papel kraft y se ata con pabilo. Una vez logrado la dilucién y una
mezcla homogénea se procedié a esterilizar el matraz en la autoclave a

121°C por el tiempo de 15 minutos.

Figura 04. Autoclavado de los materiales para la preparacion del agar MacConkey.

Fuente: propia.

Preparacion del medio de cultivo:

Antes de preparar el medio de cultivo, toda el area de trabajo se desinfecto
con alcohol para luego prender el mechero Bunsen. Una vez prendido el
mechero se procede a sacar el agar MacConkey y tomando una alicuota
de 15 ml del agar se coloca en 6 placas Petri (una de ellas para control sin
la presencia de la bacteria E. coli). Seguidamente se toman 5 colonias
uniformes de las bacterias E. coli haciendo uso de las asas de siembra y

se adiciona a las placas Petri. Esta operacién se realizd lo mas rapido
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posible ante de que se produzca la solidificacion de la solucion. El medio
de cultivo de las 6 placas Petri fueron puestas en la incubadora por el

periodo de 24 horas y a 37°C.

Preparacion de la solucion de TiOq:

La preparacion de la solucién de TiO- se hizo para las concentraciones de

10, 40, 70 y 100 ppm. El procedimiento fue el siguiente:

o Se pes6 1 gde NPs-TiO,-A015 comercial de marca mKNANO.

o Enunvaso de precipitacién de 250 ml se adicion6 100 ml de agua ultra
puray el peso de las NPs-TiO,.

o La solucién preparada se agité en un agitador magnético a 800 rpm
durante 15 minutos.

o Posteriormente se realizé la dilucion de la solucién en una fiola de 100
ml para la concentracién deseada.

o Las diluciones de las soluciones acuosas preparadas anteriormente
se llevan a un bafo ultrasoénico por el espacio de 30 minutos a 24 kHz,

para lograr la dispersién de las nanoparticulas

Inoculacion de las bacterias E. coli y las NPs-TiOa:

Con el medio de cultivo y la solucién de nanoparticulas de TiO; se

procedieron a la incubacién siguiendo los siguientes pasos:

o Para la inoculacion se toma 1 ml del medio de cultivo y se inocula en
una placa Petri que contiene agar MacConkey.

o Seguidamente se adiciona 1 gota de NPs-TiO2 en la zona central de
la placa.

o Una vez inoculada en la placa Petri se lleva a la incubadora por el
tiempo de 24 horas a 37°C.

o Serealiza el mismo procedimiento para las diferentes concentraciones
NPs-TiOx.

o Almismo tiempo se trabaja con muestras control al cual no se adiciona

las NPs-TiO,, estas muestras son en numero de tres.
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Recuento de colonias en placa:

Después del periodo de incubacion se retira la placa Petri inoculada y
mediante el contador de colonias se procede al conteo y el registro de
los datos.

El conteo de las colonias se realizé a cada hora en forma periddica
hasta la tercera hora y luego se dejé de contar hasta las 12 horas
posteriores.

Después del conteo de las colonias de color rojo/rosado de cada placa
se aplica el factor de dilucion.

Cada lectura se va comparando con las tres muestras control.

Los resultados del conteo de tres muestras se promedian y comparan
con las tres muestras control.

Se repite el procedimiento para cada experimento.

Caracterizacion de las nanoparticulas de TiO2:

La caracterizacion de las nanoparticulas de TiO; se ha realizado utilizando

la técnica del didmetro hidrodinamico mediante la Dispersién de Luz

Dinamica (DLS) y también se realiz6 mediante la técnica de imagenes de

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Las nanoparticulas de éxido de

titanio fueron adquiridas de la empresa MK Impex Corporation, Div.

MKNANO de Canada quiénes utilizaron el método de sintesis industrial el

de Sol-Gel anatasa.

O

Dispersion de Luz Dinamica (DLS):

En la determinacion del tamafo de las nanoparticulas de TiO- se utilizd
0.01 g de las nanoparticulas la cual fue adicionado a 100 ml de agua
destilada, esta solucion fue agitada por un espacio de 10 minutos en
el sonicador Branson para lograr la dispersién de las nanoparticulas.
La muestra de 1 ml de solucion, antes de ser colocado a la celda del
equipo DLS, se filtr6 con una membrana de 0.24 mm. La prueba se
realizé a 25°C en modo “Sizing” del equipo DLS NICOMP PSS Z300.
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Figura 05. Equipo DLS NICOMP PSS Z3000 utilizado para la determinacion del
tamano de las nanoparticulas de TiOo.

Fuente: propia.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM):

La determinacién de la morfologia y composicion de las nanoparticulas
de TiO; se realiz6 en el equipo de Microscopia Electronica de Barrido
de Campo marca TESCAN, modelo MIRA3-LMU del Centro de
Investigacion de Nanotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica
de la Universidad Nacional del Centro del Peru. El detector SE trabajo
a 10 kV, 15 mm y 50 ym. La preparacion de la muestra se realizo de

la siguiente manera (21):

=  Se prepararon soluciones acuosas de NPs-TiO2 a 100 ppm.

= La solucién preparada anteriormente se llegé a homogenizar en
el sonicador Branson a 40 KHz por 10 minutos.

= La filtracién de la solucién se realizé en equipo de filtracion al
vacio en membranas de 0.44 micrometros.

= Las membranas se colocaron sobre crisoles y se secaron en el
horno a 150°C durante 5 horas.

» En las portas muestras del SEM o llamados “stubs” se colocaron
cintas de carbono y sobre ellas se puso las muestras secas de las
nanoparticulas del TiO..
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» Los “stubs” con las muestras de las NPs-TiO, se metalizaron con
el equipo DENTON VACUUM Desk V, por un periodo de 10
minutos utilizando el metalizador de oro.

» Las muestras preparadas y metalizadas fueron colocadas en las

portamuestras del equipo SEM para su analisis respectivo.

Figura 06. Equipo de Microscopia Electronica de Barrido utilizado para la
caracterizacion de la morfologia y composicion de las nanoparticulas de TiOx2.

Fuente: propia.
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41.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del tratamiento y analisis de informacion

4.1.1.

Resultados de la cuantificacion de las bacterias E. coli del efluente final de
la PTAR de Sicaya

Los resultados de la tabla 06 indican la cuantificacion de las bacterias E.
coli presentes en el efluente final de la PTAR Alcas del distrito de Sicaya
que se realizé mediante el recuento de placas. La caracterizacion del agua
residual se ha realizado solamente para el parametro de bacterias y no una
caracterizacion completa (2). El resultado promedio de 710 UFC/ml de
bacterias E. coli presentes en las aguas tratadas de la PTAR nos indica
que todavia existe contaminacion y es necesario tratar estas aguas para el
reuso. La normatividad vigente para los efluentes finales de las PTAR
permite 10 000 NMP/100ml de coliformes termotolerantes como limite

maximo permisible.

Tabla 06. Resultados del conteo de las bacterias E. coli en placas Petri.

UFC/ml
N° de muestra
A B
1 710 750
2 680 820
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3 610 720

Promedio 710

Fuente: elaboracion propia.

El analisis de las bacterias E. coli que se realiz6 a las muestras de aguas
residuales del efluente final de la PTAR de Alcas ha seguido la metodologia

del conteo en placas Petri.

En la investigacion de Haq et. al. (30) utilizaron el medio de cultivo agar
Muller-Hinton para analizar el efecto de las nanoparticulas de TiOz en la
bacteria E. coli, en cambio en el presente trabajo se hizo con el medio de
cultivo de agar MacConkey, el cual fue pesado (figura 07), para luego
proceder a la inoculacion (figura 08) y finalmente se realizé el recuento de

placas (figura 09).

Figura 07. Pesado del agar MacConkey para para la preparacion del medio de cultivo.

Fuente: propia.

Figura 08. Muestras de inoculacién forradas con papel kraft y atadas con pabilo.

Fuente: propia.
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4.1.2.

Figura 09. Recuento de las colonias de E. coli del efluente final de las aguas residuales
de la PTAR - Alcas - Sicaya.

Fuente: propia.

Inoculacion de las bacterias E. coliy las NTPs-TiO- y recuento de colonias

en placa

El medio de cultivo de agar MacConkey con una concentracion inicial
constante de 1x10° UFC/ml de bacterias E. coli derivadas ATCC® 25922™
se hainoculado con diferentes soluciones de nanoparticulas de TiO; desde
10 hasta 100 ppm. La experimentacion se realizd con dos replicas para
tener los resultados consistentes. Antes de los experimentos, la
inoculacion se mantuvo constante durante las primeras 48 horas a una
temperatura de 37°C. Una vez iniciado los experimentos se vario el tiempo
de contacto inicialmente y luego la concentracion de las NPs-TiO2, en
ambos casos se han cuantificado las bacterias E. coli por conteo de las
placas (figura 10). El procedimiento experimental se realizé de acuerdo a
Lee et. al. (13) que utilizaron nanoparticulas de TiO» en polvo y que la
cuantificacién se hizo mediante la densidad optica con el equipo UV-
Visible. Los resultados del conteo de colonias se procesaron teniendo en
cuenta las diluciones preparadas que variaron desde 1x10" hasta 1x 10,
Experimento similar realizaron M. Sadiq et. al. (21) con concentraciones de
NPs-TiO2 que variaron entre 50 y 100 ppm para un periodo de contacto de
4 a 6 horas, asimismo se utilizaron concentraciones de NPs-TiO, desde
9.7 hasta 19.5 ppm de TiO, que se encuentran dentro del rango de

concentraciones de nanoparticulas realizadas en la presente investigacion.
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4.1.3.

Figura 10. Conteo de colonias de bacterias E. coli y NPs-TiOz (tras el experimento).

Fuente: propia.

Resultados de la caracterizacion de nanoparticulas

Resultados de la caracterizacién de nanoparticulas de TiO2 por DLS:

La caracterizacion del diametro hidrodinamico promedio de las

nanoparticulas de TiO- se realiz6 mediante el equipo de DLS. En las

figuras 11, 12 y 13 se presentan los histogramas de la distribucion de

las nanoparticulas segun su intensidad, nimero y volumen de

muestra. Se hicieron tres corridas a diferentes diluciones de muestra.
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Figura 11. Histograma de Intensidad de la distribucion de las NPs-TiOz obtenido en

el equipo DLS.

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 12. Histograma de numeros de distribucion de las NPs-TiO2 obtenido en el

equipo DLS.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13. Histograma de Volumen de las NPs-TiOz obtenido en el equipo DLS.

Fuente: elaboracion propia.

En la tabla 07, se presentan los diametros de las nanoparticulas de

TiO2 que predominan de acuerdo a la intensidad, nimero y volumen

de la muestra. El promedio del diametro hidrodinamico da como

resultado 11.03 £ 1.23 nm (ver complemento en el Anexo 06).

Tabla 07. Resumen de datos de las mediciones del diametro
hidrodinamico de las NPs-TiOs-.

Medida de Desviacion % Volumen
diametro (nm) estandar
11.40 1.60

40



Intensidad - Pico 1 11.00 1.00 100

Volumen - Pico 1 10.70 1.10 100

Ndmero - Pico 1 11.03 1.23 100

Fuente: elaboracion propia.

Estos resultados concuerdan con la informacién proporcionada por los
fabricantes, pues indican que el tamafo es menor a 15 nm del
producto MKN-TiO2-A015; se debe considerar que la técnica utilizada
por los fabricantes es diferente al DLS. Una primera determinacion del
tamano hidrodinamico de las nanoparticulas resulté de 112.0 nm, con
una desviacion de 14.5 nm (figura 14). Esta primera aproximacién
concuerda con los determinados por Ochoa et. al. (23), quienes
trabajaron en su investigacion con nanoparticulas de TiO, anatasa del

tamafio comprendido entre 20 nmy 769 nm.
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Figura 14. Histograma de numeros de distribucién de las NPs-TiO2 obtenido en el
equipo DLS (2).

Fuente: elaboracion propia.

Resultados de la caracterizacién de nanoparticulas de TiO2 por SEM:

La caracterizacion morfoldgica, estructura y composicion de las
nanoparticulas de TiO; se realizaron por Microscopia Electronica de
Barrido (SEM). De los resultados de las imagenes, que se presentan

en las figuras 15 y 16, se afirma que las NPs-TiO; estan aglomeradas
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en gran parte toxicidad (9), sin embargo, estas nanoparticulas tienen
diametros menores a 200 nm. En la figura 15 se aprecia que las
nanoparticulas tienen una morfologia semiesférica. El espectro de las
muestras de nanoparticulas se produjo para una fuerte intensidad
maxima de titanio a 10.0 keV, segun las especificaciones de la
estructura y propiedad fisica de las nanoparticulas de TiO- (figura 02
y tabla 03).

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.00 mm e MIRA3 TESCAN
View field: 282 pm Det: SE UNCP - FIQ

Figura 15. Geometria y tamafio de las NPs-TiO2 en el equipo SEM.

Fuente: elaboracién propia.
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SEMHV:10.0kV | WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN
View field: 134 pm Det: SE UNCP - FIQ

Figura 16. Conglomerado de las NPs-TiO2 en el equipo SEM.

Fuente: elaboracién propia.

Esta caracteristica morfolégica de semiesfera de las nanoparticulas de

TiO2 van a influenciar en las propiedades de toxicidad (16).

Resultados de la composicién de las nanoparticulas de TiO, por EDS
del SEM:

Se realizd el analisis de composicion semicuantitativa de las
nanoparticulas de TiO2 en el equipo de microscopia electronica de
barrido (24). Las imagenes se obtuvieron con el software Aztec del

detector de EDS de la empresa Oxford Instruments (figura 17).
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Figura 17. Iméagenes del detector EDS con diferentes espectros en la determinacion

de la composicion NPs-TiO2 del equipo SEM.

Fuente: elaboracién propia.

El andlisis de composicion semicuantitativa de las nanoparticulas de
TiO2 se realizd con diferentes espectros (figuras 18 y 19) de la
muestra. Los resultados de composicion pueden tener variacion
dependiendo de los espectros, es por ello que se realizd varios
espectros con la finalidad de disponer una informacion exacta de la
composicion de las nanoparticulas similar a lo realizado por Tombini
et. al. (9).
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Figura 18. Composicion de las NPs-TiOz2 en el primer espectro del equipo SEM con
el detector EDS.

Fuente: elaboracion propia.

B spectrum 2

Ti I
o |

Weight 3 80

[

2 4 6 & kel

Figura 19. Composicion de las NPs-TiOz en el segundo espectro del equipo SEM

con el detector EDS.

Fuente: elaboracion propia.

El reporte final de la composicion de las nanoparticulas de TiO, de
acuerdo al software del detector del EDS nos indica una pureza de
99 % que certifica las especificaciones técnicas del producto MKN-
TiO2-A015 (catalogo del producto).
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4.1.4.

Figura 20. Reporte de la composicion de las NPs-TiO2 del equipo SEM con el
detector EDS.

Fuente: elaboracion propia.

Resultados del tiempo de contacto y las concentraciones de nanoparticulas
de TiO>

Los experimentos para la comprobacion del tiempo de contacto entre las
NPs-TiO; y las bacterias E. coli se realizaron por un periodo de 24 horas y
estos fueron para cada uno de los experimentos, a diferencia de la
investigacion que realizé Alhadrami et. al. (28) por un espacio de 48 horas.
En una primera etapa se realizaron los conteos de las unidades formadoras
de colonias a cada hora. El conteo de cada experimento se inicié a las 7
a.m. hasta las 10 a.m., luego se realizé el ultimo conteo a las 10 p.m. de la
noche. En cada experimento se vario las concentraciones de 10, 40, 70 y

100 ppm de nanoparticulas de TiO-.

Tabla 08. Tiempo de contacto y concentraciones las NPs-TiO, con las

bacterias E. coli.

Concentraciones TiO2 (ppm)

Tiempo (min) 10 40 70 100

E. coli (UFC/ml)

0 100 000 100 000 100 000 100 000
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60 83400 87 200 94 900 99 600

120 65 000 76 200 81200 89 500
180 39 300 49700 64 300 75 600
720 840 4700 7 600 11 200

Fuente: elaboracion propia.

Estos resultados de la tabla anterior indican que las nanoparticulas si
actian con inhibidoras del crecimiento bacteriano de las E. coli, pues
disminuyen considerablemente su cantidad. Las pruebas se realizaron a
diferentes tiempos de contacto para identificar la mayor eficacia de
toxicidad con diferentes concentraciones de nanoparticulas que variaron
desde 10 a 100 ppm NPs-TiOg, a diferencia del trabajo de Haghi et. al. (31)
que realizaron sus experimentos hasta una concentracion de 400 ppm.
Antes de poner en contacto la solucién de nanoparticulas y el medio de
cultivo con las bacterias E. coli se tuvieron que sonicar las muestras de
nanoparticulas hasta lograr una adecuada dispersién y no formar los
aglomerados de NPs-TiO,. Este procedimiento facilito la inoculacion en la
parte central de la placa Petri. La concentracion inicial de 10° UFC/ml han
sido constantes para todos los experimentos. Esta Unica concentracion de
bacterias fue con fines de comprobar la efectividad de la inhibicion de las
bacterias E. coli para las variables del tiempo de contacto y concentracion
de las NPs-TiO..

4.2. Discusion de resultados

e Discusion de los resultados de la inoculacién y conteo de las bacterias E. coli:

El periodo de incubacién para los experimentos del tiempo de contacto y la
concentracion de las NPs-TiO2 se mantuvieron en 24 horas antes de realizar
los conteos de las colonias de células de E. coli. En el trabajo de M. Sadiq et.
al. (21) se realizaron incubaciones de 48 horas que fue aplicada para la
cuantificaciéon de las bacterias E. coli presentes en las aguas residuales
municipales. El menor periodo de inoculacion de las bacterias E. coli de 24

horas es muy posible que afecto la actividad microbiana porque solamente
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durante las primeras horas han disminuido las colonias entre un 10 a 20 % de
las bacterias iniciales inoculadas (tabla 08). Esto se produjo al comparar los
resultados del conteo con las muestras control, pues teniamos que incluir
controles positivos (inoculo con nanoparticulas y medios nutritivos, sin
bacterias) y por otro lado control negativo (inoculo con medios nutritivos sin

nanoparticulas) como lo recomiendan los autores citados (21).

En el trabajo de Sen et. al. (24) realizaron el experimento con nanoparticulas
de TiO2 que tenian modificaciones con grupos sulfonados hasta un 3 % con la
finalidad de modificar la superficie y mejorar sus propiedades para una alta
estabilidad coloidal, baja viscosidad y aumento de la conductividad térmica y
electroquimica. En el presente trabajo solamente se utilizé nanoparticulas de
TiO2 sin modificaciéon alguno, por ello existe una baja eficiencia de inhibicién a
diferencia de Khan et. al. (16) que adicionaron alizarina para conseguir
terminales hidroxilos de las nanoparticulas de TiO; anatasa lo cual favorece la

inhibicidn de bacterias a temperaturas ambiente.

Los resultados de las imagenes del SEM que muestran la aglomeracién (figura
16) de las nanoparticulas de TiO2 deben haber influenciado en una poca
toxicidad sobre las bacterias E. coli (16), y por consiguiente, un bajo
rendimiento principalmente para aquellas concentraciones de nanoparticulas
mayores a 40 ppm pues llegaron a disminuir hasta un 4x10® UFC/ml que resulta

muy desfavorable.

La variedad de los tamanos de las nanoparticulas de TiO: utilizadas estuvieron
probablemente entre 10 y 100 nm segun los resultados de la primera y ultima
evaluacion de la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS). El tamafo
promedio de 11.03 de diametro de las nanoparticulas deben haber sido
afectado por la heterogeneidad y la aglomeracion que existié de acuerdo a los
andlisis de imagenes del SEM. Esta diferencia de tamafios ha perjudicado una
alta toxicidad de las nanoparticulas de TiO- en las bacterias E. coli. Este efecto
de antibacteriano de las nanoparticulas de TiO, también se produjeron en los
trabajos de Ochoa et. al. (23) y Lin et. al. (25) para diametros menores de 25

nm de las nanoparticulas de TiO..
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Las concentraciones de nanoparticulas utilizadas en los experimentos
estuvieron dentro del rango de 10 a 100 ppm. Con la concentracion de 10 ppm
de TiO2 se ha conseguido disminuir las bacterias E. coli desde 1x10° UFC/ml
hasta 840 UFC/mI durante el periodo de contacto de 24 horas, este resultado
se compara con lo realizado por Moura y Van Houten (26) que realizaron los
experimentos en 48 horas con concentraciones de 10 y 40 ppm de TiO-

logrando una alta toxicidad de las bacterias E. coli.

Discusién de los resultados del tiempo de contacto y la concentracién de las

nanoparticulas TiO2 con las bacterias E. coli:

La inhibicion del crecimiento bacteriano tiene relacion con el tiempo de contacto
y la concentracién de las nanoparticulas. Para una concentracién de 10 ppm
de NPs-TiOz y un periodo de contacto de 180 minutos (figura 21) se logra inhibir
la cantidad de 16 600 UFC/ml que resulta muy bajo a comparacién de lo
estudiado por Planchon et. al. (27), que, con esa misma concentracion, logra
generar toxicidad de las bacterias E. coli hasta en un 63 % de UFC/ml. Esta
baja inhibicion se debe a la poca dispersion de las NPs-TiO- lo cual hizo que la
toxicidad disminuya, pues se tiene entendido que a menores concentraciones
de nanoparticulas se genera gran area superficial que provoca mayor toxicidad;
a diferencia de que a mayor concentracion de las nanoparticulas la actividad
antibacterial se demora e inclusive ya no genera inhibicién bacteriana la cual

puede durar varios dias (21).
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UFC/ml

39300
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0

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tiempo (min)

Figura 21. Inhibicion de las bacterias E. coli a concentracién de 10 ppm de NPs-TiO2.

Fuente: elaboracion propia.
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Por otra parte, esta demostrado que la actividad fotocatalitica de las
nanoparticulas de TiO; son eficaces para la inhibicion de las bacterias E. coli
para concentraciones menores a 1x10* UFC/ml que se producen inclusive en

20 minutos de contacto (26).

La letalidad de la toxicidad de las nanoparticulas de TiO, sobre las bacterias E.
coli suceden en aproximadamente 60 minutos (27) cuando se genera un area
superficial grande, a concentraciones menores de 100 ppm de TiO, la causa
de esta toxicidad es por el principio de adsorciéon de las nanoparticulas a la
pared celular bacteriana. La poca inhibicion lograda en los experimentos se
debe al tamarfio de las nanoparticulas utilizadas que variaron de 11.03 hasta
100 nm y a la poca dispersion de las nanoparticulas que generaron pequefios
agregados en suspension (27). El otro factor es no haber controlado el pH,

porque las bacterias a bajos pH tienen mayor resistencia a los toxicos.

La inhibicidon para todos los casos de estudio con concentraciones de 10, 40,
70y 100 ppm de TiO ocurrieron en forma gradual durante los primeros minutos
hasta llegar a los 180 minutos (figura 22). Esta baja inhibicion también sucede
en la investigacion de Alhadrami et. al. (28).quienes utilizan concentraciones
de 100, 200, 400, 600 y 800 ppm de TiO,. Por otra parte, para periodos de
contacto mayores a 180 minutos, la inhibicién de las bacterias E. coli con las

particulas TiO2 disminuyen gradualmente hasta los 720 minutos de contacto.

120000 10 ppm
40 ppm
100000 PP
70 ppm
80000
E
S 60000
L
-]
40000
20000
0
0 200 Tiommin) 600 800

Figura 22. Inhibicién de las bacterias E. coli con concentraciones de 10, 40, 70 y 100 ppm de
NPs-TiO2 para 720 minutos.

Fuente: elaboracion propia.
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Para una concentraciéon de 40 ppm de nanoparticulas de TiO: el efecto de la
inhibicion sobre las bacterias E. coli desciende muy lentamente hasta los 120
minutos llegando a una concentracién de 762 00 UFC/ml de bacterias E. coli.
Sin embargo, después de ese periodo de contacto ocurre una rapida inhibicion
hasta los 49 700 UFC/ml de bacterias (figura 22 y 23).
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0 100 200 300 400 500 600 700 800
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Figura 23. Inhibicion de las bacterias E. coli a concentracion de 40 ppm de NPs-TiOz.

Fuente: elaboracion propia.

Para las concentraciones superiores a 40 ppm de NPs-TiO: la inhibicién de las
bacterias E. coli siguen la misma tendencia de disminucién rapida hasta llegar
a los 180 minutos (figura 22). En cambio, para el periodo de contacto de 720
minutos con una concentracion de 40 ppm de las NPS-TiO; terminan por debajo
de los 11 200 UFC/ml (figura 23) indicandonos que llega a su maxima inhibicion
las bacterias E. coli. Estos resultados nos proporcionan informacion de que es
posible controlar la inhibicién o crecimiento de las bacterias E. coli utilizando
las nanoparticulas de TiO2, para cumplir con los requerimientos de la
normatividad que indican como limite maximo de 10 000 NMP/ml de coliformes
termotolerantes en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas

residuales.

Una baja eficiencia de inactivacion de las bacterias E. coli puede ser atribuido
a la utilizacion del medio de cultivo de agar MacConkey que fueron puesto en
contacto directo con las nanoparticulas de TiO; y no se adicioné una fuente de
materia organica que poseen las aguas residuales que aceleran la actividad

fotocatalitica (29). Cuando en el medio existe fuente de carbono se logra
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disminuir tanto la materia organica y los coliformes totales (6) solo que la
eficiencia de remocién se prolonga por un periodo de 14 horas para la materia
organica y en 50 minutos para la inhibicién del 23 % de los coliformes totales.
La fotocatalisis y fotolisis pueden tener mayor eficiencia de inhibicién para los
coliformes totales llegando inclusive a un 80 % en tan solo 20 minutos; pero,
esto es para concentraciones bajas de 1x10? UFC/ml de bacterias E. coliy que
para una mayor concentracion bacteriana de 1x10” UFC/ml se logra inhibir en
un periodo de contacto de 120 minutos. El efecto de la fotocatalisis se confirma
en los estudios de Hagq et. al. (30) quienes trabajaron con una concentracion de
100 mg/l de TiO2 en 24 horas con una temperatura de 37°C logrando una

inhibicion de las bacterias E. coli.

Los factores de toxicidad del TiO2 que influyeron en la desinfeccién de las
bacterias E. coli fueron principalmente la concentraciéon y el tamafo de las
nanoparticulas. Segun los resultados la mayor efectividad de desinfeccion se
produjo para una concentracion de 10 ppm de las nanoparticulas de TiO, y
cuando aumentan las concentraciones disminuyen la eficiencia de desinfeccién
(31). El poco efecto de toxicidad a mayor concentracion de nanoparticulas es
porque se forman agregados de nanoparticulas cuyos tamafios micrométricos
no penetran en las células para provocar la toxicidad, y que ademas el efecto
toxicologico disminuye por una mayor area superficial del agregado. Estas
aglomeraciones de las nanoparticulas de TiO, modifican el tamafo inicial que
en algunos caso posiblemente han llegado a los 100 nm (figura 16) de la

microscopia electronica de barrido (27).

La toxicidad también esta relacionada con las concentraciones de las
nanoparticulas y su composicion. La adicion de vanadio a las nanoparticulas
de TiO, anatasa generan una mayor toxicidad; pues, en la oscuridad aumentan
su poder fotocatalitico que inhiben las bacterias E. coli (32); esto sucede para
concentraciones mayores de 17 mg/l y para un periodo de contacto menor a 3
horas. El efecto toxico de las nanoparticulas de TiO, se atribuye a la
descomposicion de las membranas externas de las bacterias por la reactividad
del oxigeno, principalmente por los radicales hidroxilos (OH), que conduce a la

peroxidacion de fosfolipidos y finalmente a la muerte celular (22).
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Figura 24. Inhibiciéon de las bacterias E. coli a concentraciones de 10, 40, 70 y 100 ppm de

NPs-TiO2 para 180 minutos.

Fuente: elaboracion propia.

Existen una gran cantidad de bacterias que pertenecen al grupo de coliformes
que se encuentran en las aguas residuales municipales, algunos de los cuales
tienen crecimientos diferentes que varian en funcién del tiempo, y que otras
bacterias sobreviven a las condiciones fotocataliticas del TiO, e inclusive
algunas se inhibirdn inmediatamente (29). Como las bacterias E. coli estan
consideradas como patogénicas y son las mas representativas de este grupo,
las cuales se inhiben como maximo hasta los 720 minutos; las nanoparticulas
de TiO2 se pueden considerar como una alternativa para el tratamiento final de
los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales
(figura 24).
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CONCLUSIONES

La mayor desinfeccion de las bacterias E. coli de las aguas residuales municipales
tratadas se producen para tiempos de contacto menores de 60 minutos para las
concentraciones de 10 y 40 ppm de NPs-TiO..

La cuantificacion de las bacterias E. coli del efluente final del agua residual municipal
tratada de la PTAR de Alcas del distrito de Sicaya que tienen instalado dos lagunas
facultativas primarias y dos lagunas secundarias fue de 710 UFC/ml.

La mayor desinfeccion de las bacterias E. coli de las aguas residuales municipales
tratadas se produce a los 180 minutos del tiempo de contacto con las nanoparticulas
de TiO..

Una alta eficiencia de desinfeccion de las bacterias E. coli de las aguas residuales
municipales tratadas ocurre para una concentracién de 10 ppm de nanoparticulas de
TiO2 con un tamano de particulas de 11.03 nm.

Al utilizar nanoparticulas de TiO2 en el tratamiento final de las aguas residuales
municipales se logra disminuciones menores a 1 000 NMP/ml de las bacterias E. coli

cumpliéndose con el Estandar de Calidad Ambiental para agua de riego de vegetales.
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RECOMENDACIONES

La caracterizacion de las bacterias E. coli se debe realizar con otros métodos para
mejorar los resultados y también incluir los andlisis de las otras bacterias que estan
presentes en los coliformes totales.

El tamafio de las nanoparticulas influye en la desinfeccion de las bacterias E. coli, por
lo que se recomienda utilizar nanoparticulas de TiO2 menores a 30 nm para darle
mayor poder fotocatalitico.

Para mejorar el tiempo de contacto de las bacterias E. coli se recomienda utilizar
nanomateriales compuestos, modificados o aquellos nanomateriales a base de
carbono.

Se recomienda mejorar la sonicacién de la muestra de nanoparticulas que se analizan
en el SEM para lograr una mayor dispersion y la identificacion de la estructura
morfoldgica de las nanoparticulas de TiO..

Por el periodo de contacto de 180 minutos de las nanoparticulas de TiO; y las bacterias
E. coli es necesario mejorar estos resultados modificando la utilizacién de otro tipo de

inoculaciones y las recomendaciones anteriores.
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Anexo 01. Matriz de consistencia.

Problema general

Objetivo general

Hipdtesis general

¢ A qué periodos de contacto entre las bacterias E.
coli y las nanoparticulas de TiO2 se producira una
completa desinfeccion de las bacterias de las aguas

residuales municipales tratadas?

Evaluar el tiempo de contacto de las bacterias E. coli
y la concentracion de nanoparticulas de TiO2 en la
desinfeccion de las bacterias de las aguas residuales

municipales tratadas.

Para un determinado tiempo de contacto y una
determinada concentracién de nanoparticulas de TiO2
se produciran una desinfeccion completa de las
bacterias E. coli de las aguas residuales municipales

tratadas.

Problemas especificos

Objetivos especificos

Hipotesis especificas

¢,Cual es la cantidad de las bacterias E. coli
presentes en el efluente final de un agua residual

municipal tratada?

¢Cual es el menor tiempo de contacto entre las
bacterias E. coli y las nanoparticulas de TiO2 para
una mayor desinfeccion de las bacterias de las

aguas residuales municipales tratadas?

¢A qué concentracion de nanoparticulas de TiO2 se
producira una alta eficiencia de la desinfeccién de las
bacterias E. coli de las aguas residuales municipales
tratadas?

Cuantificar las bacterias E. coli que se encuentran en
el efluente final de un agua residual municipal

tratada.

Evaluar la mayor desinfeccion de las bacterias E. coli

con el menor tiempo de contacto de las
nanoparticulas de TiO2 en la desinfeccion de las

aguas residuales municipales tratadas.

Hallar la concentracidon en que las nanoparticulas de
TiO2 produzcan una alta eficiencia de la desinfeccion
de las bacterias E. coli de las aguas residuales
municipales tratadas.

Para un determinado tiempo de contacto entre las
bacterias E. coli y las nanoparticulas de TiO2 ocurrira
una mayor o menor desinfeccion de las bacterias de las

aguas residuales municipales tratadas.

Para una determinada concentracion de nanoparticulas
de TiO2

desinfeccion de las bacterias E. coli de las aguas

ocurrira una baja o alta eficiencia de

residuales municipales tratadas.

Fuente: elaboracién propia.

61



Anexo 02. Operacionalizacioén de las variables.

Tipo de variables Denominacion de la variable Descripcion de la variable Dimension Indicadores Instrumentos
) Tiempo que permanecen las nanoparticulas de TiO2
. Tiempo de contacto de las . . )
Independiente (X1) i en un volumen de aguas residuales hasta que las Tiempo minutos Cronémetro
nanoparticulas. ) . )
bacterias E. coli sean desinfectadas
N Cantidad de nanoparticulas de TiO2 en miligramos
) Concentracién de ) . ) ) ppm (partes
Independiente (X2) que produce efecto en las bacterias E. coli en un litro Cantidad . Balanza
nanoparticulas. ) por millén)
del efluente final de las aguas residuales tratadas
Numero de bacterias E. coli que mueren a UFC
. Desinfeccion de las bacterias  consecuencia de actividad antimicrobial de las ] (Unidades Contador de
Dependiente (Y) . . ) Numero .
E. coli. nanoparticulas de TiOz. Formadoras colonias
de colonias)

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 03. Panel fotografico - Planteamiento del problema.

Fotografia 01. Contaminacion de los efluentes de PTAR Alcas - Sicaya, antes de la mejora de la operacion de
la planta.

Fotografia 02. Efluente final de la PTAR Alcas - Sicaya después de la mejora de la operacion.

63



Fotografia 03. Planta de tratamiento de aguas residuales municipales de Quiullacocha, Sicaya - Huancayo.

Fotografia 04. Efluente final de la planta de tratamiento de aguas residuales municipales de Quiullacocha,
Sicaya - Huancayo.
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Fotografia 06. Sistema de tratamiento terciario con cloro de la planta de tratamiento de aguas residuales
municipales de Chupaca - Junin.
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A

Fotografia 07. Alimentacion del cloro en el tratamiento terciario de la planta de tratamiento de aguas

residuales municipales de Chupaca - Junin.
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Anexo 04. Resultados del andlisis de coliformes termotolerantes de la PTAR Alcas - Sicaya

por la empresa SAG S.A.C.
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Anexo 05. Panel fotografico - Caracterizacion y analisis de las aguas residuales de la PTAR

de Alcas - Sicaya.

Fotografia 08. Punto de toma de muestra del efluente final de la PTAR Alcas - Sicaya realizado por la
empresa SAG S.A.C.

Fotografia 09. Punto de toma de muestra del efluente final de la PTAR Alcas - Sicaya para la realizacion del
analisis de E. coli.
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Fotografia 11. Recuento de colonias durante la caracterizacion de las aguas residuales de la PTAR de Alcas -
Sicaya.
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Anexo 06. Resultados de la caracterizacion del tamafo de las nanoparticulas de TiO2 con

el equipo DLS.

Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

—Run time- Data Ch 1- -Avg Intensity- -Sensitivity-
DHr 6Min 10Sec 18K 47 OkHz 150
Gaussian Analysis — Solid Particle —  MICOMP Analysis
Mean Dia Std Dev Chi Sq Base Adj Peak1 Peak? Peak3

WOL: 943 nm 2857 nm 504 0.00% 11.0 881.8 — Fit Ermor
H029% 999 % 01% — 3513.970
INT: 316.1 nm 957.5nm 504 0.00 % 114 8894 — Residual
H029% 22% TrE% — 36600
MUM: 354 nm 1073 nm 504 0.00% 10.7 — —
H029% 1000% — —
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2

Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

VOLUME -Wei

GAUSSIAN SUMMARY:

ted GAUSSIAN DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

Mean Diameter =943 nm Variance (P.1) =9175
Sitnd. Deviation = 2857 nm (302.9%) Chi Squared = 5037
Morm. Sind. Dev. = 3.029 Baseline Adj. = 0.000 %

(Coeff. of Varn)

Z-Avg. Diff. Coeff. = 1.47E-008 cm2/s

REL. VOLUME-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION
T T 1T 1 T T T T T T J__
100 ;
80 ]
60 R
40 E
20 -
0
30 &0 100 200 00 1K 2K
Diam (nm) -=
fest. 227
Cumulative Result:
25 % of distribufion = 24.8 nm
50 %5 of distribufion = 94.3 nm
75 %% of distribufion = 202.9 nm
90 %5 of distribution = 470.3 nm
99 25 of distribution = 795.4 nm
80 %5 of distributfion = 248.4 nm
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm
Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 usec Index of Ref. = 71.333
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NPs TiO 0.01 PRUEBA 2

Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

NUMBER Weighted GAUSSIAN DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =354 nm
Stnd. Deviation = 107.3 nm (302.9%)
Morm. Sind. Dev. = 3.029

(Coeff. of Varn)

Variance (P.1) =9175
Chi Squared = 5037
Baseline Adj. = 0.000 %

Z-Avg. Diff. Coeff. = 1.47E-008 cm2/s

REL. NUMBER-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION
T T T 1T 1 T T T T T T J__
100 ;
80 ]
60 R
40 E
20 -
0
30 &0 100 200 00 1K 2K
Diam (nm) -=
fest. 227
Cumulative Result:
25 % of distribufion = 9.3 nm
50 % of distribufion = 35.4 nm
75 %% of distribufion = 76.2 nm
890 %5 of distribution = 154.7 nm
99 25 of distribution = 298.7 nm
80 % of distribufion = 93.3 nm
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm
Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 usec Index of Ref. = 71.333
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2

Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

INTVOL Weighted GAUSSIAN DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

Fit Error = 3513.97 Residual = 36.60
Chi Squared =504 Baseline Adj. =0.00 %
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm
Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 uSec Index of Ref. = 1.333
REL. INT-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION Intensity Weighting:
Mean Diameter = 3716.1T nm
100 U L AR = Stnd Deviation = 957.5 nm (302.90 %)
=
80 5 Cumulative Result:
B0 E 25 % of distribution = 83.0 nm
g 50 25 of distribufion = 3716.1 nm
40 75 9% of distribution = 680.1 nm
20 890 % of distrnbution = 1375.2 nm
99 % of distrbution = 2666.3 nm
0 80 % of distribufion = 832 .8 nm
30 &0 100 200 500 1K 2K
Diam. {(nm) =
REL. VOL-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION Volume Weighting:
e I Mean Diameter =894.3 nm
100 g Stnd Dewviation = 285.7 nm (302.90 3)
80 g Cumulative Result:
B0 = 25 % of distribution = 24.8 nm
= 50 % of distribufion = 84.3 nm
40 = 75 % of distribution <= 202.9 nm
20 890 % of distrnbution = 4710.3 nm
99 % of distrnbution = 795.4 nm
0 80 % of distribufion = 248 4 nm
30 &0 100 200 500 1K 2K
Diam. {(nm) =
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

INTENSITY Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY':
Peak #71: Mean Diam.= 171.4 nm, S.Dev.= 1.6 nm (13.9%) Intens.=22.2 %
Peak #2: Mean Diam.= 889.4 nm, S.Dev.= 99.4 nm (11.2%) Intens.= 77.8 %

REL. INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

a0

60

40

20

u 1 1 1 11 1 1 1 1
10 20 50 100 200 500
Diam (nm) -=

fest. 227

Mean Diameter = 685.4 nm Fif Error = 35713.970 Residual = 36.600
NICOMP SCALE PARAMETERS:

Min. Diam. =10 nm Piot Size = 36

Smoothing = 3 Plotf Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter = 37T6.7T nm Variance (P.1) =9175

Stnd. Deviation = 957.5 nm (302.9%) Chi Squared = 5037

Morm. Sind. Dev. = 3.029 Baseline Adj. = 0.000 %

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Dif. Coeff. = 1.47E-008 cm2/s
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm

Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 uSec Index of Ref. = 1.333
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

VOLUME Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle
NICOMP SUMMARY:

Peak #1: Mean Diam.= 171.0 nm, S.Dev.= 1.0 nm (9.2%) Vol= 999 %
Peak #2: Mean Diam.= 8871.8 nm, S.Dev.= 107.0 nm {11.5%) Vol=0.7 %

REL. VOLUME-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

a0

60

40

20

0

10 20 50 100 200
Diam (nm) -=

=)
=
-
-

fest. 227

Mean Diameter = 12.3 nm Fit Error = 3513.970 Residual = 36.600
NICOMP SCALE PARAMETERS:

Min. Diam. =10 nm Piot Size = 36

Smoothing = 3 Plotf Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =943 nm Variance (P.1) =9175

Stnd. Deviation = 2857 nm (302.9%) Chi Squared = 5037

Morm. Sind. Dev. = 3.029 Baseline Adj. = 0.000 %

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Dif. Coeff. = 1.47E-008 cm2/s
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm

Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 uSec Index of Ref. = 1.333
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

NUMBER Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

NICOMP SUMMARY':
Peak #1: Mean Diam.= 10.7 nm, S.Dev.= 1.7 nm {(10.7%) Num= 100.0 %

REL. NUMBER-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

a0

60

40

20

10 20 50 100 200 500
Diam (nm) -=

0

—

K

fest. 227

Mean Diameter = 10.7 nm Fit Error = 3513.970 Residual = 36.600
NICOMP SCALE PARAMETERS:

Min. Diam. =10 nm Piot Size = 36

Smoothing =3 Plof Range = 100

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =354 nm Variance (P.1) =9175

Stnd. Deviation = T107.3 nm (302.9%) Chi Squared = 5037

Morm. Sind. Dev. = 3.029 Baseline Adj. = 0.000 %

(Coeff. of Varn) Z-Avg. Dif. Coeff. = 1.47E-008 cm2/s
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm

Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 uSec Index of Ref. = 1.333
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

INTVOL - Weighted NICOMP DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle

Fit Error = 3513.97 Residual = 36.60

Chi Squared =504 Baseline Adj. =0.00 %
Run Time =0 Hr &6 Min 10 Sec Wawvelength = 6328 nm
Count Rate =47 KH=z Temperature =23 deg C
Channel #7 =78 K Viscosity =0.933 cp
Channel Width =50 uSec Index of Ref. = 1.333

REL. INT-WT NICOMP DISTRIBUTION Intensity Weighting:

Peak 1 Peak 2 Peak 3

100 % Mean Diam.(nm, 11.4 889.4 —

- Stnd Dev. (nm) 1.6 994
80 C. V.(%) 73.88 11.18 —
60 Percent (%) 2224 77.76 —

40 Min. Diam. = 10 Flot Size = 36

Smoothing =3 Plot Range = 100

20

E.IIII LLLLNLLLLN AL RO LR

0 L1 111 L L1
10 20 &0 100 200 00 1K
Diam. (nm) =
REL. VOL-WT NICOMP DISTRIBUTION Volume Weighting:
_— — T Peak 1 Peak 2 Peak 3
100 Mean Diam.(nm, 11.0 881.8 —

T 1]

Stnd Dev. (nm) 1.0 101.0 —
C. V.(%) 9.23 1145
Percent (%) 99.90 0.10 —

a0
60
40
20

0

T ATy

10 20 50 100 200 500 1K
Diam. {nm) -=




Anexo 07. Fotografias de la caracterizacion de las nanoparticulas de TiO» con el SEM.

Fotografia 12. NPs-TiO2-A015 marca mKNANO adquiridas de la empresa M.K Impex Corporation, Div.
mkNANO de Canada.

Fotografia 13. Metalizacion de las muestras de NPs-TiO: para el analisis en el SEM.
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Fotografia 14. Muestras preparadas para el andlisis de morfologia, estructura y composicion en el SEM.
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Fotografia 15. Ingreso de las muestras al equipo SEM.

Fotografia 16. Mapeo para la determinacion de la morfologia y estructura del TiO2z en el equipo SEM.

Fotografia 17. Mapeo de la muestra para la determinacién de la composicion de la muestra de TiOz en el
equipo SEM.
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Anexo 08. Resultados del tiempo de contacto y concentracion de NPs-TiO2 con las
bacterias E. coli.

Resultados para la concentracion de nanoparticulas de 10 ppm

Primer conteo Segundo conteo Promedio del conteo

Tiempo Concentracion
(min) TiO2 (ppm) Bacterias E. coli Bacterias E. coli Bacterias E. coli
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 10 100 000 100 000 100 000
60 10 84 250 82 550 83 400
120 10 65 480 64 520 65 000
180 10 36 300 42 300 39 300
720 10 1240 440 840

Fuente: elaboracién propia.

Resultados para la concentracion de nanoparticulas de 40 ppm

Primer conteo Segundo conteo Promedio del conteo

Tiempo Concentracion
(min) TiO2 (ppm) Bacterias E. coli Bacterias E. coli Bacterias E. coli
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 40 100 000 100 000 100 000
60 40 86 990 87 410 87 200
120 40 77120 75 280 76 200
180 40 48 600 50 800 49700
720 40 4 950 4 450 4700

Fuente: elaboracion propia.
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Resultados para la concentracion de nanoparticulas de 70 ppm

Primer conteo Segundo conteo Promedio del conteo
Tiempo Concentracion
(min) TiO2 (ppm) Bacterias E. coli Bacterias E. coli Bacterias E. coli
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 70 100 000 100 000 100 000
60 70 95 230 94 570 94 900
120 70 82 700 79700 81 200
180 70 63 410 65 190 64 300
720 70 7 530 7670 7 600

Fuente: elaboracion propia.

Resultados para la concentracion de nanoparticulas de 100 ppm

Primer conteo Segundo conteo Promedio del conteo
Tiempo Concentracion
(min) TiO2 (ppm) Bacterias E. coli Bacterias E. coli Bacterias E. coli
(UFC/mlI) (UFC/mlI) (UFC/mlI)
0 100 100 000 100 000 100 000
60 100 99 110 100 090 99 600
120 100 90 560 88 440 89 500
180 100 76 910 74 290 75600
720 100 9 480 12 920 11 200

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 09. Graficas del tiempo de contacto y concentracién de NPs-TiO- con las bacterias

E. coli.
Grafico 01. Comportamiento de la toxicidad de la concentracion de 70 ppm de NPs-TiO..

120000

100000 @ _
e

80000 A ¥

60000 ~

UFC/ml

40000 S<

20000 y

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tiempo (min)

Fuente: elaboracién propia.

Grafico 02. Comportamiento de la toxicidad de la concentracion de 100 ppm de NPs-TiOx.
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Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 10. Certificados y constancias de calibracion de los instrumentos.

Certificado de analisis del equipo DLS.
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! Cerified raerence valus (_—f_;;

o Maan value = 57 += 10 .
o =21 1 52 my e !
IEF =4.2

Certificate of Analysis

Zeta Reference Standard (ZRS)

Dezcription of Materlal
Fawrier substanca that cantains com syrup solids, partially hydicgenated saviean, coceul o0 palm kemal il
sodium caseirar, maic- and digyearides, dipatassium phosphate, anc sadinm alaming silicate

Batch/Lot Mumber
020955

ntended Use
Used 3z a Zata Poteniial ra‘erence slands-d ‘orvalidating the Nicenp Fata Patensial ling of analytical
insrumantation.

Ingtruction for CRM Use

Place 0.05g of he ZRS sample in 100 mL DI waler and siir for 3 minutes - Measure fie gH of the prapacac zample
o werify that the o ig batween aiout 5-7. Mote: 18 samplz is 27 emulsion and will caly bz stable 2naug far use
in werification far =3 hours, After this lime & new standzrd should be preparec.

Imjest about 3 mil of samale vt 3 standard dispasate cell. Irsarlthe el polenbal elechodes and wips 2oy liguid
ha: dngs anto the edarnal ce!l wirdows. Assare there are o bubbles petween the electrodes. Sonneat the
standard cekla [nat HY) b2 the electrode and placs the call o the instrument 2o that the caale 15 on the back zide of
the inst-ument.

Instrumeant Seltings
Canfigure the software for zeta patantial measurements. Set up the zeta potent al conirol manu as shown balow:
Termoeralire Zac

WisGosity 0933 cp
Reliastva index -.333
Extarnal foer anglz =18 deg
Scatkering angle =14 1368 deg
Phase Analysis (PALS) chackad on
Diglectric constant 78.3
Flacirade spaciag C4cm
E-Figld strengh 4 Wiom
Gmolchaeski Limit chacked on 1
Mzka &t legst three five minute measurements _ i |
and grint #ach nun Calculate the average of tha =
treE runs. E CAl z

[=
GCertified Values and Uncertainties | AR ]
Mean vale = -40 +- 10 my E Beite
ar -30 to -50 my el
Isaelacire acint (IEF,. pH 4.2 ML

i

Particle Sizing Systamsa — an Entagriz Company
AZ0% Krislel Girsly
Pord Richey, FL 34668
10 TET. Hd8, OE55
T TET DG, Q0G5
MIA PSS TGO PLCTT
[Mage 1 of 2
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Date of Certification
July 2019

Period of Yalidity
Jntil February 2021

MEDS Information

I e Partcle Sizing Systers Zeia Reference Standard (ZRS) is a faod preduct onginally packaged tc be sold in 3
retail znvimnment. For this reasen. the ZRS sample daes not recuiie a Naterial Safety Data Sheet (MSDS ).
Slease ser this reference

Tille: DARITI928 - The 1Y dues not apply to fossd stems 0 & recail stiblishmen,

iRecnrd I ype: Imaipreratan  Standard Suoiber; 1915200 157659
Titlez 071938 = The HICS ducs it apply 1o fod ieres g el esigh:Eslnen.
Recnrd Type: lnwapraiy on Standard Runiber; i‘JlU.IIlIIl; 1926.59

Exemptions
*Facd ar alcoholc beverages which ane sold. used o praparad in g relail eslab ishmen: je.g., a grovery slore.
restaurant ar drinking pleces) are exemat from thz provisions of the HCS. Focd items such as peanut autier o«
nutmeg therefare are nat cevered under the | lazard Commu nication Standards (-CS). Furthermare, MSDSs are
not requ red by tha HCS i the "chemice!” i3 nat hazardous as defined by the standard *

In addtinn_ the nuantity used is tao small (U CY ) to pose any risk to a chemist following the pregaration srocedu-a.

Names and Signatures of Certifying Officers

Name of Certifying Officer Mark R. Bumiller

Signature ot Certitying Officar  Paad & Buseitlis

Particie Sizing Sys.ems — an Entegris Company
8203 Ki slel Cirsde

Port Richay, FL 24556

T: 2/, 846 USEE

F. 727 R4A 0383

WA [RSOICOCIE T2m

Sagalaof2
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

#1812305, ZRS Freq Mode
Data File: C:\Nicomp Test Data\ZRS Freq.401 “0:13:2 12/18/2019

" REL. POWER SPECTRUM
+ 1 10 [ B8 5 B | { 5 I ¢ Do L T e 3 g I B ! [N R A "‘?."7—7'!'—T"_”"I'v'l | z LI B lrl"‘:' 1 TT=
R e ) {5 . ! I %
i e, SUSIRINN 5 SR | ! ..... -——L——,
|' H =
80 = —————— _I' Il ——~J 3
R ] e o
66 T———— | —~—41—H~- s
| NI £ 1% I S —=
£ l 1 : IilT ! i
40 Sl | "“I"— - '!'} { l S e >
! | Py ! | | 3
% [ ! ¥ 'I‘ '..; =1 - 1 ’ 9
' 20 " ——— | “*‘H‘*{ ! S TR
s PLNCL _-_._._,.:/‘// X
0 40 G B s e e e g 4 Lol e s iy "
) -200 -100 C
Frequency (Hz)->
Sample Raference
Sample Frequency: 271.06 Hz
Reference Frequency: 260.08 Hz
Cell Current; 0.10 mA (Cond.Factor = 1.87)
Frequency Shift: 10.88 Hz
Avg. Mobility: =517 MU
Half-Width Mobility Dist. ——-
Ava. Zeta Patentiak: 5835 mV
Half-Width Zeta Pot' Dist. ——
Sample Temperature: 23 C
Liguid Viscosity: 0,833 cPoise
index of Refraction: 1,333
Diglectric Constant: 78.500
Laser Wavelength: 829.0 nm
Scattering Anale: -141 den.
E-Figld Strenath: 8.00 V/Ci
Channe| Width: 5C0.0 uSec.

Run Time: 00:02:07



#1812305, ZRE FALS Made

Farticle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

Uata File: CNicomp Test Data\ZRS PALS.402 10:44:3 1201 8/2015

| Zeta Pot'{mv)

ZETA POTENTIAL HISTORY

H] f —-- 1 —'—-! --1—-—!'—' T .—.—-u i | --------
20 = | i !‘— S s
Ez_.. Jeor o F— P ! e I -
R S SO S § - R R,
o | i i | i | -
—— _JI_ S e ' RS LS ! et
-0 = SN I FA— S — =
= | | b ] | | 3
e G, e : e | |
40 |- — = _1:_ S = __: - ! =
S ool sl zadlin sl =
Ol G i e W T S RO =
ok T ! | i |
I_ .-:_-. i ___. . I S 1 N .--_-I: _l_ I
-B[} ol Ll [N i NN T W =
. 21 41 Fat! 100 124
Tima [gsac)-»
Sample Freguency: e

Referanca Frequency:
Cell Currenk

A, Phase Shift:

A, Molility:

Hali-Width Mobility Dist,
Avr. Feta Poterdial-
Half-Width Zeta Pet'l Dist,

Sarnple Temparature:
Lirgsicd Viscosity:
Indew of Refraction;
Dielectric Constart:
Leser Wiavelength:
Scattering Anple:
E=Figld Strength:
Chanmeal Width:

Run Time:

Q.07 mA {Cond.Factor=1.12)
43.64 radfsar,
-383 MU,

E'H Py

23 C

3,833 clMoize
1,333

TB.500

8390 nm
=141 den.
400 WVICK
000 uSsc.
a0:02:04
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

Z3000#1812305, 92nm NIST, 10mmol NaCl, Cuvette
Data File: C:\Nicomp Test Data\Cuvette 92nm NaCl 170 Deq.301 16.41:21 12/17/2019

NSITY-Weigh AN DISTRIBUT. A i i i

GAUSSIAN SUMMARY:
Mean Diameter =028 nm Variancs (F.1) = 0.00%
Stnd. Daviation =28 nm (2.0 %) Chi Sgquared = 0.5671
Norm. Stnd. Dev. = 0.030 Basefine Adj. = 0.00C %
{Coeff. of Varn) Z-Avg. Diff. Coeff = 5.02E-008 cmz/s

. REL. INTENS-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION

| e e T

100 7l ’ e

80 [L: ----- -_-T"m e e

! EUJ_J__LII

I e S — 7 3

o | ey B R

e | —

G B iyl F o g
8 10 20 50 100 200 500

Diam (nm) =

Cuvetie 92mmm NaCf 170 Deg. 301

Cumulative Resuit:
25 % of distribution < 20.6 nm
80 % of distribution = 92.5 nm
75 % of distribution < 94.4 nm
90 % of distribution < 96.7 nm
99 % of distribution < 89.7 nm
80 Y%a of distribution < 94.8 nm

Run Time =Q Hr 5 Min 2 Sec Wavalength =8639.0 nm
Count Rate =325 KHz Temperature =23 degC
Channet #1 =852 K Viscosity = 0.933 ¢p
Channef \Wicith =50 uSec Index of Ref. = 1.333

89



. Run Time

Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

23000 #1912305, 82nm NIST, 10mmel NaCl, Round
Data File: C:\Nicomp Test Data\Round 92nm NaClL362 17:26.8 121162019

T TY-Wei 14 T An Solid Partic
GAUSSIAN SUMMARY:;
Mean Diameter = 92.0 mm Variance (F.1.) = 0.000
Stnd. Deviation  =1.7 nm (1.9 %) Chi Squared = (.376
MNorm. Stnd. Dev. = 6.019 Bassline Adj. =0.000 %

(Coell. of Varn)

Z-Avyg. Diff. Coeff. = 5 05£-008 /s

INTENS-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION

REL.
s I8
1C0
5
-]
80 T
60 r—*
40 |
E__
o |
i :'r—
U -
S 10
Diam {nm) ->

Round 92nm NaCl 302

Cumulative Result:
25 % of distribution <
50 % of distribution <
75 % of distribution <
90 % of distribilion <
99 % of distribuition =
80 % of distribution <

Count Rate
Channel #1
Channef Widih

318

H

=0 Hr 5 Min 2 Sec

179.
10.0 uSec

890.8 nm
82 0 nm
3.7 nm
84.2 nm
S85.1 run
93.4 nm

Wavelength
Tomperature
Viscosity
Index of Ref.

=639.0 nm
=23 degC
0.933 cp
1.333

KHz
a K

3
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif,, USA

Z3000 #1912305, 92nm NIST, 10mniol NaCl, Cirvette

Data File: C\Nicomp Test DatalCuvette 92nm NaCGi 90 Deg. 302 15:55:1C 12/17/2019

-Weight

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diamsier
Stnd. Deviafion

=9871.7 nm
=6.1 nm{6.7 %)

ANorm. Stnd. Dev.,
(Cneff of Varn)

= 0.067

T TION Anal

Vanance (F.1.)
Chi Squared
Baseline Ady
Z-Avg. Diff. Coeff,

REL.

100

A | e

i

INTENS-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION

60 F -

|4o

0 L —
9 10
Diam {nm) ==

Cuvelle 92nm NaC{f 20

Cumulative Result:
28 % of distnibution <
£0 % of distribution <
75 % of distribution <
20 % of distribution <
99 % of distnibution <
80 2% ot disiribution =

Run Tima

Count Rate =29
Channel #1 =15
Chianne! Width =10

Deg.302

&7.6 nm
Q1.7 nm
858 nm
99.8 nm
107.6 nm
96.9 nm

=0 FHr 5 Min 2 Sec

9 Kk
8.0 K
.0  uSec

Wavelength
Temperature
Viscosity
Index of Ref.

idP

= 0.004
=0411

icle

= 0.000 %
= 5.07E-008 cm2/5

= 639.0 nun
=23 degC
= 0.933 cp

= 1.333
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Protocolo de instalacion SEM y EDS.
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E TESCAN BRO

INSTALLATION AND CUSTOMER ACCEPTANCE PROTOCOL

MIRA3

Installed at | Company): Universidad Nacional del Centro dal Perd
Customer contact name: Ingeniero Ever Ingaruca

Contact tel femail: eingaruca@uncp.edu.pe +51964585621
Installation dates [startfend): 04,30/2019 — 05//09/2019
Microscope type [and other installed devices): Mira 3 LMU
Microscope serial number [and other installed devices): SM 118-0191

Installation engineer: Daniel Richter / Tescan do Brasil

After delivery chedy, installation, performance dhecks:

1 Microscope and other installed devices are delivered complete according to the order and without visible

damage (shock detectors not activated) [x]
2 MICroscope accessores is complete: [x]
3. Miicroscope vacuum level after delivery: AN Pa
4. visual check of the sample stage and calibration test: [x]
5. Set PC oomrect time and time zone: [
6. Disconnect UPS and check UPS status in the Health Status Panel: [x]
7. Bake-out and emission start performed according to the Service Manual: [x]

Performance status after installation:

B Microscope suspension adjusted (once all 3™ party products have been installed) [x]
9. M2 and pneumatic suspension leak test: [®]
10. RBSE alignment chedk [vertical, horizontal etc): [Mia]
11 vacuum leak test of the system |Average owernight pressures while microscope wasoff)_ ... ToPa
12 switching between Hivac/Univac mode operation tested: [x]
13. WWSTD functionality (LvSTD Ready) chieck: [x]
14 SEMresolution test [x1
15. SEM magnification calibration test [®]
16. List of tested detectors:

Detector name: SE [X ]

Detector name: InbeamsE [X ]

Detector name: BSE [X ]

Detector name: LVSTD [X ]

Detector name: STEM [X]
17. sutomated/Manual loadlock loads,/unloads sample on air and vacusm as well: [®]
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E TESCAN BRO

INSTALLATION AND CUSTOMER ACCEPTANCE PROTOCOL

MIRA3

Installed at | Company): Universidad Nacional del Centro dal Perd
Customer contact name: Ingeniero Ever Ingaruca

Contact tel femail: eingaruca@uncp.edu.pe +51964585621
Installation dates [startfend): 04,30/2019 — 05//09/2019
Microscope type [and other installed devices): Mira 3 LMU
Microscope serial number [and other installed devices): SM 118-0191

Installation engineer: Daniel Richter / Tescan do Brasil

After delivery chedy, installation, performance dhecks:

1 Microscope and other installed devices are delivered complete according to the order and without visible

damage (shock detectors not activated) [x]
2 MICroscope accessores is complete: [x]
3. Miicroscope vacuum level after delivery: AN Pa
4. visual check of the sample stage and calibration test: [x]
5. Set PC oomrect time and time zone: [
6. Disconnect UPS and check UPS status in the Health Status Panel: [x]
7. Bake-out and emission start performed according to the Service Manual: [x]

Performance status after installation:

B Microscope suspension adjusted (once all 3™ party products have been installed) [x]
9. M2 and pneumatic suspension leak test: [®]
10. RBSE alignment chedk [vertical, horizontal etc): [Mia]
11 vacuum leak test of the system |Average owernight pressures while microscope wasoff)_ ... ToPa
12 switching between Hivac/Univac mode operation tested: [x]
13. WWSTD functionality (LvSTD Ready) chieck: [x]
14 SEMresolution test [x1
15. SEM magnification calibration test [®]
16. List of tested detectors:

Detector name: SE [X ]

Detector name: InbeamsE [X ]

Detector name: BSE [X ]

Detector name: LVSTD [X ]

Detector name: STEM [X]
17. sutomated/Manual loadlock loads,/unloads sample on air and vacusm as well: [®]
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Particle Sizing Systems, Inc.
Santa Barbara, Calif., USA

NPs TiO 0.01 PRUEBA 2
Menu File: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\zpw388.thl 18:42:8 218/2020
Data Saved: C:\Particle Sizing Systems\ZPW388-vV2 18\s_dataltest 227

—Run time- Data Ch 1- -Avg Intensity- -Sensitivity-
DHr 6Min 10Sec 18K 47 OkHz 150
Gaussian Analysis — Solid Particle —  MICOMP Analysis
Mean Dia Std Dev Chi Sq Base Adj Peak1 Peak? Peak3

WOL: 943 nm 2857 nm 504 0.00% 11.0 881.8 — Fit Ermor
H029% 999 % 01% — 3513.970
INT: 316.1 nm 957.5nm 504 0.00 % 114 8894 — Residual
H029% 22% TrE% — 36600
MUM: 354 nm 1073 nm 504 0.00% 10.7 — —
H029% 1000% — —
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Anexo 11. Documentos utilizados para el traslado de las muestras al laboratorio.
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ANEXO I EANA

ETIQUETA PARA MUESTRA DE AGUA Artrind Ndant ov 2P
_Sglldlantejcienle:ﬂg;m?;_ﬁ EORIA IREACNS A Salicitantefcliente:
Nombre del laboratorio: t'!;;-! KT Albipeid - e 7 | Nombre del labaratarlo: e
Codigo punto de monltoreo:  g5_p7 = Cddlga punto de monltarso:
Tipo de cuarpo de dgua: Acuid pf W ovAl. TR idOA Tipo de cuerpo da agua: 2i2a
Fecha de monitoren: J7 /2 7/ Hora:4. ¢¢) | Fecha de monitorea: | Hora;
Mueslreada por: Lz miur 028 WEAEIs Al Mueskreado por:
Pardmetro redquenitdo: Arace o e p s Pardmetre requerido: =
Preservada: | SI [mfd | Tipa reactlvo: | preservada: | St [ nO [ Tipo reactivo:
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AMEXQ VI E ANA
CONSERVACISHN ¥ PRESE H"-I'Juﬂflﬂl'hl DE MLUESTRA DE AEUA EN ELUMCISN DEL e B
PARAMETRO EVALUADC
PARAMETRO TIPO DE COMDICIONES DE PRESERVACION Y TIEM PO MAXIMO DE
RECIPIENTE ALMACENAMIENTD ALMACENARMIENT S
| Microhioldgleos ' St
Coliformes
Termotelerantes
Coliformes Tatales
_éﬁterntu{us | _,al‘.:lejar un espacio para aireacion y mezcla
Feeales Vidrio estéril .~ da 1/3 del frasea da muastrea, = 14 horas |
Escherchla Coll y’f Almacenar a % °C y en gscu r'Idady"/

Giardia Duodenalis |
Ralmonella sp.

Vibrio Cholerse |
Formas [
rasltarlas | PlEstico, con bota
JI;E:IEWS de ancha Almacenar a3 & °C v en oscuridad
| Helresiios !

24 horas
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Anexo 12. Costo del tratamiento con nanoparticulas de diéxido de titanio en la desinfeccion

de bacterias E. coli para aguas residuales municipales tratadas.

Costos totales anualizados del tratamiento con nanoparticulas de TiO»,

Caudal (mg/d) Costos estimados de inversion (ddlares)
Dosis de Tratamiento Estimado
PPTS MPLL ) Desinfeccion  Descloracion ) Total
TiO2 (mg/l) de solidos de O/M
1 2.25 2 180 000 60 000 280 000 13 100

Nota: mg/d = miligramos por dia; PPTS = promedio de periodos de tiempo seco; MPLL = maximos de periodos
de lluvia.

Fuente: elaboracion propia.
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