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RESUMEN

Los principales impulsores de la aparicién de enfermedades virales y bacterianas son los
cambios socioecondmicos, demograficos y ambientales. La ciudad de Tena posee una
poblacién de alrededor de 25.000 personas, las mismas que se estima que liberen 70 L
de agua de agua residual por dia. Este vertido continuo, provoca el aumento de las
concentraciones de sélidos y nutrientes en los sistemas fluviales; causando una
perturbacién en las comunidades bacterianas y virales e implicaciones en la salud del
ecosistema de agua dulce. La ultrafiltracion (UF) ha surgido como una alternativa de bajo
consumo para la remocidon de agentes contaminantes provocados por el continuo
vertido de agua residual. La presente investigacion tiene como objetivo identificar los
mecanismos de bloqueo de poro de membrana relacionado con el depdsito de materia
organica y compuestos bioldgicos (bacterias y virus) utilizando membranas con
diferente corte de peso molecular (100, 30 y 10 kDa). Se realizé una caracterizacion
fisicoquimica y microbioldgica del agua superficial del rio, antes y después de la UF para
evaluar la eficiencia de remocidon de contaminantes. Los resultados indican que el
sistema de UF resulta eficiente como un proceso de potabilizaciéon secundario para agua
superficial altamente contaminada empleando membranas con menor CPM (80% de
remocién). Ademads, se produjo la formacion de la torta con una estructura fractal
tridimensional la misma, que acumulé contaminantes fisicoquimicos y biomasa
bacteriana y viral. En este andlisis se muestra la formacién de biofouling que alberga
microorganismos indicadores de contaminacién fecal los cudles son de gran importancia

ecoldgica y de calidad higiénica del agua.

Palabras claves: Ultrafiltracion, biofouling, agua residual, virus, bacterias, remocion.
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ABSTRACT

The main impulses of the appearance of viral and bacterial diseases are the
socioeconomic, demographic and environmental changes. The city of Tena has a
population of around 25,000 people, who are estimated to release 70 L of wastewater
per day. This continuous discharge causes an increase in the concentrations of solids and
nutrients in the river systems; causing a disturbance in bacterial and viral communities
and implications for the health of the freshwater ecosystem. Ultrafiltration (UF) has
emerged as a low-consumption alternative for the removal of pollutants caused by the
continuous discharge of wastewater. The present research aims to identify the
membrane pore blocking mechanisms related to the deposit of organic matter and
biological compounds (bacteria and viruses) using membranes with different molecular
weight cutoffs (100, 30 and 10 kDa). A physicochemical and microbiological
characterization of the river's surface water was carried out before and after the FU to
evaluate the efficiency of pollutant removal. The results indicate that the UF system is
efficient as a secondary purification process for highly polluted surface water using
membranes with lower CPM (80% removal). In addition, the formation of the cake with
a three-dimensional fractal structure occurred, which accumulated physicochemical
contaminants and bacterial and viral biomass. This analysis shows the formation of
biofouling that harbors microorganisms that indicate fecal contamination. The results

are of great ecological importance and the hygienic quality of the water.

Keywords: Ultrafiltration, biofouling, wastewater, virus, bacteria, removal.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

La gran mayoria de los ecosistemas acuaticos se encuentran amenazados por los
graves impactos antropogénicos. Los sistemas de agua dulce no son capaces de
sobrellevar las perturbaciones de la actividad humana, por lo que las investigaciones
relacionadas acerca de la respuesta de los sistemas acuaticos frente a tales impactos son
de gran importancia [1]. La descontrolada urbanizacién cercana a los sistemas fluviales
naturales ha creado un desequilibrio en los componentes bidticos del ecosistema
acuatico. Generalmente, en el sector urbano existe la reutilizacion de facto de efluentes
de EDAR (Estacion Depuradora de Aguas Residuales) siendo, una de las contaminaciones
mas comunes en los sistemas fluviales, el cual incorpora microorganismos y materia
exogena a la corriente natural alterando sus patrones ecoldgicos [2]. De acuerdo con
Ricard et. al, 2010 [3], los efluentes pertenecientes a las plantas de tratamiento de agua
residual (PTAR) son capaces de alterar la calidad de los ecosistemas fluviales cuando
algunos de los compuestos quimicos, organicos, inorganicos y biolégicos se incorporan
al curso de agua como resultado de un proceso deficiente realizado por las PTAR. La
contaminacién de los rios se ha venido agravando durante la Ultima década
especialmente en las zonas urbanas de las ciudades, donde la condicién nativa y natural
de las aguas se ha deteriorado significativamente como resultado de un proceso

acelerado del desarrollo industrial y crecimiento poblacional [3].

La dinamica existente entre los cuerpos de agua dulce y la descarga del material
foraneo de efluentes de las PTAR influyen de manera significativa en la salud del
ecosistema acudtico y en el desarrollo de los microorganismos existentes en este medio
[2]. Asi mismo, el fendmeno que se produce entre la interaccion del sistema fluvial y la
descarga de agua residual sirve como transporte de material disuelto y sélidos
suspendidos provenientes de ineficientes procesos de tratamiento de aguas residuales.
Dichos elementos contenidos en la corriente de alimentacion, pueden ser aprovechados
por los microorganismos como sustrato para la obtencion de nutrientes [4]. Sin
embargo, los macro y micronutrientes del sistema riberino son esenciales para la

supervivencia de los organismos que habitan en los sistemas acuaticos, pero un



aumento en la carga de la materia orgdnica puede llevar a problemas de eutrofizacién y

ecotoxicidad [5].

Al entrar en contacto con un sistema fluvial natural, las aguas de desecho de las
PTAR le incorporan constantemente nutrientes organicos e inorganicos (tales como,
nitratos, fosfatos, amoniaco, sales minerales, detergentes), asi como contaminantes
bioldgicos (virus, bacterias y pardsitos) y quimicos, situacidn que juega un rol importante
en la variacién de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas autdctonas de la corriente
[2]. La incorporacidon continua de material exdgeno provoca cambios en las condiciones
imperantes del sistema fluvial, lo que a su vez conduce a una paulatina metamorfosis de
la composicidn del aguay de la estructura microbiana que reside en ella. Wetzel R., 2001
[6], menciona que los microorganismos (virus y bacterias) que habitan en los sistemas
acudticos han presentado evidencia de que el vertido continuo de agua residual,
incrementan las cargas naturales de carbono y nitrégeno afectando de esta manera ala
funcién de las comunidades microbianas bidticas autdctonas dentro de los ecosistemas

de arroyos.

Desde este punto de vista, se conoce que una de las prioridades en el tratamiento
de agua superficial de rio que se encuentra contaminada por agua residual, es la
eliminacién de microorganismos patégenos. Sin embargo, a pesar de que la zona urbana
posea acceso a un sistema de saneamiento, la mayoria de estas aguas residuales no son
tratadas adecuadamente. Es por esta razén, que existen descargas de cantidades
significativas de indicadores de contaminacién fecal y microorganismos patégenos en
los cuerpos de agua receptores, provocando una reduccién notoria en la calidad de las
fuentes naturales de agua dulce [7]. Los sistemas fluviales contaminados por aguas
tratadas inadecuadamente pueden representar un riesgo a la salud humana debido a la
presencia de patdgenos entéricos, que han causado varias enfermedades transmitidas
por recursos hidricos [8]. Se ha evidenciado que el efluente de las aguas residuales que
estd siendo descargada constantemente en los sistemas fluviales estd compuesta por
sustancias de origen humano, las mismas que se caracterizan por poseer propiedades
de alteracién enddcrina [9]. Las normas actuales de calidad microbiolégica para el agua
incluyen a las bacterias coliformes fecales como Escherichia coli y virus entéricos

humanos para detectar contaminacion fecal en el agua. Gracias a este ultimo enfoque



se han realizado varios estudios donde también se demostrd que los virus entéricos
estan presentes en sistemas fluviales que poseen altos niveles de aguas residuales
previamente tratadas, por lo que se los considera contaminantes emergentes [10]. Estos
microorganismos indicadores proporcionan beneficios sanitarios y ecoldgicos
importantes para levantar informacion acerca de la salud de las cuencas hidrogréficas.
Majedul et. al, 2018 [11], aungue menciona que estos no son perjudiciales, su presencia
en las aguas superficiales sugiere la existencia de microrganismos patogenos para la
salud humana contribuyendo al contagio de enfermedades diarréicas como fiebre

tifoidea, hepatitis o gastroenteritis.

En este contexto, de acuerdo ala Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la falta de
acceso al agua potable provoca que alrededor del 10% de la poblacién mundial use el
agua de rio para actividades domésticas ya que, el 32% de la poblacién no tiene acceso
a servicios adecuados de saneamiento de la misma [9]. Asi también, en el 2012 la OMS
estimd que alrededor de 1,8 millones de personas mueren cada afio por enfermedades
transmitidas por el agua, en donde, la mayoria son nifios de paises en vias de desarrollo
[12]. La salud del consumidor de agua principalmente en Ecuador se ve comprometida
cuando bacterias, virus o pardsitos contaminan la fuente de agua potable, causando
enfermedades de origen hidrico, principalmente por manejo inadecuado de aguas
residuales [10]. Por otro lado, se conoce que los rios del cantén Tena se encuentran
contaminados por aguas servidas producto del proceso de la PTAR de la ciudad,
afectando de manera significativa a la poblacidn tenense, debido a que los habitantes
aguas debajo de los efluentes emplean estos recursos hidricos naturales sin ninguna
depuracién previa como fuente principal de sus actividades cotidianas. Goh et. al, 2014
[11] menciona que la tecnologia con aplicacion de membranas se encuentra en auge
debido a la capacidad que ofrece de mejorar, tanto la calidad del agua como la del
tratamiento de la misma. De acuerdo con Gao et. al, [13], se ha evidenciado que la UF
es capaz de eliminar sélidos suspendidos, endotoxinas, bacterias y la gran mayoria de
virus encontrados en la corriente de agua, razén por la cual las enfermedades vinculadas

con los sistemas hidricos podrian prevenirse.

La Ultrafiltracion (UF) es considerada como una de las tecnologias de separaciéon mas

avanzadas, desde la década de 1960 con un amplio espectro de aplicaciones en



concentracion, purificacion y fraccionamiento de varios productos en la industria
biotecnoldgica. En la industria la UF es considerada como una de las mejores
herramientas de desinfeccidn el cual estd conducido por presién constante, por el cual
las particulas y las especies solubles de elevada masa molecular son retenidas por un
mecanismo de exclusién por tamafio concentrando vy filtrando especies disueltas o en
suspension [12]. La UF generalmente permite pasar a la mayoria de especies inorganicas
y retiene particulas discretas de materia y especies organicas idnicas y no idnicas,
dependiendo del corte de peso molecular (CPM) de la membrana. De esta forma, en los
procesos de UF se retienen las particulas, los coloides y las bacterias, junto con algunas
impurezas organicas y virus [13]. Esta tecnologia se utiliza ampliamente para mejorar la
calidad del agua con la finalidad de que puedan ser reutilizadas o recicladas. Es por esto,
gue la UF ha sido considerada como una de las opciones mas factibles para la depuracion
de agua contaminada, debido, a su bajo costo en comparacién de las técnicas de
nanofiltracion (NF) y dsmosis inversa (RO), facil automatizacién y manejo, pero sobre
todo por la capacidad de eliminar la materia orgdnica y bioldgica patégena [14]. Asi
mismo, los procesos de ultrafiltracion por membranas se han convertido en un sistema
de tratamiento secundario de agua contaminada bastante prometedor, debido a que
permite reducir el nimero de etapas de tratamiento ofreciendo efluentes parcialmente

desinfectados y de elevada calidad fisico-quimica.

La tecnologia de membrana tiene como objetivo atender las necesidades vy
expectativas actuales, es por eso, que la seleccion de los materiales de la membrana
juega un rol importante en la separacion de contaminantes [11]. De acuerdo con Howe
y Clark, 2002 [15] mencionan que, dentro de las propiedades deseadas para que una
membrana de UF sea dptima se encuentran las siguientes caracteristicas: capacidad de
alto flujo, baja tendencia al ensuciamiento y alta tasa de rechazo de materia organicay
patégenos bioldgicos. Las membranas poliméricas que presentan excelentes
propiedades fisicoquimicas, alta resistencia a la formacion de fouling y disminucion del
flujo sin interferir en la resistencia mecanica, han ganado terreno en el area comercial
para el tratamiento hidrico. Sin embargo, la integracién de biofouling en las membranas
es la principal limitacion que afecta el correcto desarrollo de la ultrafiltraciéon. En el

proceso de separacion la formacién de la primera capa de biofouling es indispensable,



puesto que, la generacién de la torta empieza por los materiales depositados e
incrustados inicialmente, mientras que los siguientes materiales son considerados
contaminantes [19]. Este fendmeno de formacidon de la torta a partir del fouling o
biofouling induce al aumento de la capacidad de retencién de la membrana [20], sin
embargo, los estudios sobre el tratamiento de aguas superficiales contaminadas
mediante ultrafiltracién son escasos en comparacion de otras técnicas como el
biorreactor de membrana y dsmosis inversa, limitando de esta forma el alto potencial

de esta técnica [19].

Hoy en dia, se encuentran a disposicion modelos matematicos que permiten
evidenciar la cantidad, composicién, estructura y la etapa de la formacién del fouling
gue ha sido depositado en la membrana. Estas aproximaciones matematicas
principalmente son empleadas para identificar si el biofouling de la membrana se
encuentra relacionado con el bloqueo de poros o si esta asociado a la superficie de la
formacion de la torta [21]. Con respecto a la filtracién de membrana realizada a presion
transmembrana (PTM) constante y con incrustaciones de biofouling de forma esférica,
se encuentran ecuaciones que describen la relacién que existe entre el volumen de
permeado y el tiempo de filtracion. Estos modelos matematicos resultan ser de gran
ayuda para interpretar de mejor manera el comportamiento del flujo de permeado y la
formacion de la torta a partir del fouling total, permitiendo aprovechar al maximo la
operacion del sistema de UF. Una vez identificada la estructura y composicidn de la torta
formada es posible relacionar su contenido con bacterias entéricas y patégenos virales.
Wingender,2011 [22], en su trabajo menciona que las biopeliculas se encuentran en
todos los ambientes acuaticos entre estos, las aguas superficiales de los rios actuando
como el principal reservorio de microorganismos patégenos y no patégenos. A pesar
gue los virus patégenos humanos no sean capaces de multiplicarse fuera de sus células
huésped, Grondhal et. al, 2014 [23], muestra que estos podrian acumularse en el
biofouling utilizdndolo como una barrera de proteccién contra la inactivacidon para
después ser liberados en el agua. Es por tal razén, que la UF resulta ser una herramienta

eficiente para la remocidn de particulas, bacterias y virus.



1.2 Planteamiento del problema

En la ciudad de Tena el recurso hidrico natural se ha visto afectado debido a la creciente
demanda de la poblacién e industrializacion. En la zona urbana de la ciudad de Tena
existe alrededor de 23.000 habitantes, los mismos que se estima que liberen 70 L de
agua residual por dia [21]. La mayoria de las viviendas aledaias a los sistemas fluviales
en la zona urbana del cantén Tena, no poseen un sistema de saneamiento adecuado
para este tipo de agua contaminada. Ademds, esta zona alberga una Planta de
Tratamiento de Agua Residual (PTAR) Municipal, la misma que descarga aguas
residuales constantemente hacia los sistemas fluviales adyacentes. Este vertido
continuo de agua residual provoca el aumento de las concentraciones de sdlidos y
nutrientes en los sistemas fluviales; causando una perturbaciéon en las comunidades
bacterianas vy virales e implicaciones tanto en la salud del ecosistema de agua dulce
como en la salud de la poblacion que emplea el agua del rio como fuente liquida
principal. Por esta razon, la ultrafiltracion de membrana es considerada como una
tecnologia prometedora, eficaz y sostenible para sobrellevar el problema de la
contaminacién del agua superficial de los cuerpos de agua dulce y la potabilizacién de la
misma. Ademas, la identificacion de la diversidad de la ecologia microbiana y viral en
zonas bajas al efluente receptor de agua residual, resulta ser un indicador de
contaminacién por alteraciones en los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos

producidos por la alta descarga de agua contaminada en los rios.
1.3 Justificacion de la investigacion

La escasez de agua potable en la ciudad de Tena se ha convertido en un problema de
alto impacto debido al rapido crecimiento de la poblacién junto con la urbanizacién. El
ingreso de contaminantes como materia fecal y nutrientes orgdnicos e inorganicos a los
cuerpos de agua altera las poblaciones microbianas y virales en cuanto a su abundancia,
por lo que pueden utilizarse como indicadores de contaminacion. En la Zona
Metropolitana de Tena, hasta el momento no existen estudios que determinen la
abundancia, actividad y diversidad de grupos microbianos en ambientes de agua dulce
y particularmente aquellos que son impactados por efluentes de aguas residuales. Tanto

las viviendas ubicadas en zonas cercanas al rio Tena y la PTAR descargan el agua residual
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hacia los sistemas fluviales cercanos. Debido a esta continua descarga de efluentes
contaminados hacia los sistemas de agua dulce, se requieren estudios acerca del
tratamiento 6ptimo para la desinfeccion y potabilizacién del agua superficial del rio
empleando el sistema de ultrafiltracion de membrana. Por esta razén, es necesario
evaluar la eficiencia del método propuesto, la contribucién del desarrollo del biofouling
y la identificacién de la diversidad bacteriana y viral que se encuentran asociadas al
mismo, por efecto del vertido de agua residual. Asi, de esta manera prevenir
enfermedades de origen hidrico en la poblacidon que se beneficia diariamente del agua
de rio, ademas de generar informacion base acerca de un area de estudio que no existe

exploracion alguna.

1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad de remocion de contaminantes fisicoquimicos y microbianos del
proceso de UF y su influencia en la formacion del biofouling, utilizando agua superficial

de un sistema fluvial urbano y membranas de diferentes CPM.

1.4.2 Objetivos especificos

= Determinar los parametros de operacion del proceso de UF utilizando agua
superficial del Rio Tena y membranas con diferente CPM (100, 30 y 10 kDa).

» Analizar la eficiencia de remocién de contaminantes fisicoquimicos vy
microbiolégicos de un sistema de UF con membranas de diferente CPM para la
produccién de agua potable.

» |dentificar los mecanismos de bloqueo de poro suscitados durante la UF en
membranas con diferente CPM y su efecto en los pardmetros de operacion.

e Caracterizar la composicién y estructura del biofouling formado en la membrana
durante el proceso de UF mediante la identificacién de contaminantes de

naturaleza organica-inorganica y patdgenos biolégicos (bacterias y virus).



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1 Seleccion del sitio muestreo

La zona de investigacion definida para este estudio se encuentra en la provincia de Napo,
cantdn Tena especificamente en la zona metropolitana de la ciudad. Tena posee una
poblacién de 60.880 habitantes, de la cual el 38% (=23,307) habitan en el ntcleo urbano.
El sistema fluvial foco para el desarrollo de este proyecto es el Rio Tena, el cual
geograficamente se encuentra ubicado en el sector urbanizado de la ciudad y cercano a
la Planta de Tratamiento de Agua Residual Municipal (Tabla 1, Figura 1). Es por esta
razén que el sitio de estudio es considerado como zona de alta carga de materia organica

y contaminantes bioldgicos.

Tabla 1. Coordenadas geograficas del sitio de muestreo (Ciudad de Tena).

Puntos de muestreo X Y
C1 186769 9890325
C2 187440 9890401

Fuente: Posicionamiento GPS/UTM 18S

2.2 Recoleccion de muestras

Teniendo en cuenta los sitios de muestreo mencionados en la seccidn 2.1; se recolectd
muestras de agua superficial del Rio Tena en los puntos mencionados anteriormente
(C1-C2) mismos que se encuentran dentro de la mancha urbana de la ciudad. El periodo
de andlisis contempld un ciclo hidrolégico completo comprendido entre los meses de
marzo de 2019 y marzo del 2020, el cual consté de un n total de 32 muestras de agua
superficial por cada punto de muestreo, con volimenes de 20 L por cada toma quincenal
en el lapso de tiempo ya descrito. Para esto, se empled envases plasticos que fueron
previamente esterilizados con detergente, agua destilada y secado a vapor en la estufa
con el fin de evitar contaminacion cruzada con el agua recolectada. Finalmente, las
muestras fueron transportadas hacia el laboratorio manteniendo la cadena de frio
correcta (49C) con el propédsito de no causar  perturbaciones en los parametros fisicos,

guimicos y microbioldgicos propios del lugar.
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2.3 Determinacion de los parametros fisicoquimicos de calidad

del agua superficial del Rio Tena

En esta fase, se determinaron 20 parametros fisicoquimicos de muestras de agua superficial de
la seccién urbana del Rio Tena, los mismos que incluyeron analisis in situ y ex situ. Con respecto
a los analisis in situ se evaluaron los siguientes parametros: pH, temperatura y conductividad
haciendo uso de una sonda multiparamétrica (pH metro Hanna HI 98127) en el momento de la
recoleccion del agua. Mientras, que los parametros ex situ fueron analizados en el Laboratorio
Nacional de Referencia del Agua de la Universidad lkiam (LNRA) bajo métodos no estandar
empleando la técnica de espectrofotometria y usando el kit de Hach (Hach Modelo Dr1900,
USA). Finalmente, con el objetivo de evaluar la eficiencia del sistema de UF propuesto se
analizaron muestras de agua del punto C1 y C2 después de ser filtradas utilizando membranas
con CMP de 100, 30y 10 kDa. Para esto, se cuantificd las concentraciones de nitritos, nitratos,
fosfatos, hierro, amonio, manganeso, color y dureza antes y después de la ultrafiltracion.

Mientras que la turbidez del agua se midié utilizando un turbidimetro (Hach TL 2300).

2.4 Anadlisis microbiolégico de la calidad del agua superficial del

Rio Tena en la zona de alta carga.

Las muestras analizadas estuvieron comprendidas por agua superficial del rio Tena y
agua tratada mediante el proceso de ultrafiltracion, utilizando membranas de diferentes
tamafios de peso molecular (100, 30y 10 kDa) con el propdsito de marcar un antes y un
después de la UF. Es importante mencionar, que las muestras no podian sobrepasar las
12 horas de conservacién siempre y cuando se encuentren a temperatura ambiente.
Seguidamente, previo a la elaboracién de 260 mL de agar MacConkey y Agar Nutritivo
se esterilizd el material de cristal a 1212C por 15 minutos. Para realizar el cultivo
microbioldgico se siguid el protocolo descrito en [25] en donde, se realizé diluciones
decimales seriadas de la muestra de agua tratada y no tratada con un volumen de 5 mL
por cada dilucidn. Ademas, se empled un tubo con 4,5 mL que contenia solucidn salina
y 0,5 mL de la muestra de agua a sembrar. Posteriormente, se prepard la cdmara de
bioseguridad con UV por 30 minutos para iniciar la dispensacion de los medios de cultivo
en 6 cajas Petri para Agar nutritivo y 6 cajas Petri para Agar MacConkey, en donde

estuvieron destinadas 2 cajas con medios por cada CPM de membrana. Una vez que los
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medios se encontraron completamente solidificados se procedié a realizar el estriado,
tomando 200 uL y se sembrd en la mitad de la placa por extension homogénea. Con el
propdsito de evitar contaminaciones, se hermetizd la placa Petriy se incubd a 372C entre
24 y 48 horas, para identificar el crecimiento tanto de coliformes fecales como de
bacterias meséfilas aéreas (BMA). Finalmente, transcurrido el tiempo anteriormente
mencionado se contabilizé las colonias formadas en cada una de las placas y se

calcularon las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), teniendo como base la ecuacion

(7)

Numero de colonias x Factor de dilucién (Inverso)

UFC = (7)

Volumen (mL)

2.5 Experimentos de Ultrafiltracion

Empleando un tanque de alimentacidon de acero inoxidable se conecté a una celda
comercial de Ultrafiltracion (AMICON, UFSC20001, Millipore, MA, USA), la misma que se
encontraba cargada con membranas de polietilsulfona para Ultrafiltracién (Biomax,
Millipore) con distintos tamafios de CPM (CPM; 100, 30y 10 kDa). Ademas, se utilizd N,
presurizado como gas acarreador para generar la fuerza necesaria para llevar a cabo la
ultrafiltracion. El flujo de permeado fue registrado constantemente usando una balanza
electrénica, la misma que, se encontrd conectada a un servidor informatico que
almacend la informacidn en el software LabVIEW (Professional development system,
National Instruments, TX) (Figura 2). Previo a la experimentacion, se prepararon cada
una de las membranas colocandolas en agua desionizada durante 24 horas a 42C dentro
de una caja Petri. Una vez transcurrido este tiempo, se siguio el protocolo previamente
descrito usando el sistema de UF y se procedid a la filtracidon de 1 L de agua desionizada
para la compactacion de membrana. Posteriormente, se filtré 5 L de agua destilada
realizando variaciones de presién entre 10-40 psi (69-275 kPa) con el fin de determinar
la resistencia hidraulica de cada membrana que presenta diferente CPM. Dichos valores,
se determinaron a partir de los cdlculos de la pendiente resultante entre los datos
experimentales de flujo de permeado (tiempo, volumen y drea de la membrana) y las
variaciones de presion (10 — 40 psi). Finalmente, se filtré 20 L de la muestra a presion

transmembrana (PTM) constante de 30 psi (207 kPa) utilizando el agua superficial
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previamente recolectada, la misma que fue colocada en el interior del tanque de
alimentacion (Figura 2). Finalmente, se registré el volumen de permeado en funcidn del

tiempo en el ordenador conectado al software LabVIEW.

%- - Bomba de gas de N2 ' )

AMICORN

Andlisis estadisticos

e ]
"I -
et SUspension

Particulas an

Valvula de control de presidn

Mandmetro

Balanza Software LabView,

electranica

Tangue de alimentacion

Figura 2. Disefio a escala laboratorio del sistema experimental de ultrafiltracion. Uso de membranas de

polietersulfona (100, 30y 10 kDa) y nitrédgeno gaseoso (N).

2.6  Aproximacion matematica del fendmeno de ultrafiltracion de

agua superficial a presion transmembrana (PTM) constante

Previo a la aplicacion de la aproximacidon matematica, fue necesario determinar ciertos
parametros de filtrabilidad del sistema de UF tales como: Flujo inicial, flujo de permeado
volumétrico, permeabilidad y resistencia hidraulica y de la torta. Dichos pardmetros
contribuyeron de manera significativa para describir el proceso de formacion del
biofouling y el desarrollo de la torta. Para llevar a cabo esto, se realizé el tratamiento de
los datos brutos obtenidos a través del software LabVIEW (tiempo, volumen de
permeado, area de la membrana y PTM). Por otra parte, se tomd como base los valores
experimentales del trabajo descrito por Herrera et. al, [18] como son: la concentracién

de particulas (20 mg/L) y la densidad de las mismas en aguas superficiales (2085 kg/m3)

12



con el fin de determinar algunas de las propiedades estructurales de la torta en

formacion.

2.6.1 Expresiones matematicas para la determinacion de Ila
resistencia hidraulica especifica de la torta de membrana.

Siguiendo la ley de Darcy propuestos en [26, 27] y en carencia de una variacion en la

presién osmotica a través de la membrana, el flujo de permeado se encuentra descrito

por la siguiente ecuacién:

AP

J == (1)

U(Rm+ R¢)

donde: AP indica el diferencial de presidn transmembrana, | es la viscosidad dindamica
del fluido que esta siendo permeado, mientras que R, es la resistencia hidrdulica de la
membrana sin contaminantes y R. representa la resistencia de la torta que se esta
formando en la superficie de la membrana. Por otro lado, la resistencia hidraulica

especifica de una torta de membrana de espesor L esta descrita como:

~ RC
Rc = T (2)

Al tener presentes las ecuaciones (1) y (2) es posible enlazarlas para determinar las
propiedades microestructurales que posee la torta usando el modelo de permeabilidad
gue se indica en la seccion 2.6.2. De acuerdo, con estudios realizados acerca de la
filtracion de la torta, fue posible introducir la resistencia especifica de esta en la ecuacion
(2) basandose en la masa [17, 20]. Esto fue posible, debido a que |la masa de la torta estd
definida como la resistencia hidraulica de la torta (R¢) por unidad de masa de la torta
(M) y por unidad de superficie de la membrana Ap:

Am
ay = Rc (3a)

donde: A, posee un valor de 0.0036 m? el mismo que fue determinado
experimentalmente [21] y M es proporcional a L. Ademas, las ecuaciones (2) y (3a)
indican que las resistencias hidraulicas especificas (ﬁc y anm) estan relacionadas a través

de la densidad de la torta (p), obteniendo lo siguiente:

R,
Ay = — 3b
M= (3b)
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Por otro lado, al relacionar las ecuaciones (1) y (3a) y teniendo en cuenta que M = C;V,
es el producto entre la concentracién de las particulas de la torta y el volumen de
permeado es posible obtener una nueva expresion para am. Dicha ecuacidn viene dada
por valores escalares que son cuantificables y medibles experimentalmente mediante el
proceso de filtracidén, en donde se obtiene:

Ay = ;—’;p (j‘—; - Rm) (4)

La ecuacion (4) resultd ser fundamental para determinar la dependencia que existe
entre la resistencia especifica de la torta (R,) basada en la masa (am) sobre el tiempo de
filtracion teniendo en cuenta las mediciones experimentales realizadas acerca del

volumen de permeado (V,) que se encuentra en funcién del tiempo.

Es importante mencionar, que al establecer la masa de la torta como Cf.I/;) se conoce
gue no existe transporte de reingreso de las particulas que se encuentren cercanas a la
superficie de la membrana. Es decir, una vez que las particulas se acerquen a la

membrana estas se depositaran sobre ella para iniciar la formacién de la torta.

2.6.2 Evaluacion de la porosidad y dimensidn fractal de la torta de
membrana basandose en el modelo matematico de Kozeny-

Carman
Tomando como base el modelo de Kozeny-Carman descritas en [28, 29] fue posible
realizar la estimacién mas cercana acerca de la porosidad de la torta de membrana. La
misma que establece que la resistencia hidraulica especifica de una torta de membrana

esta definida por lo siguiente:

REK = Kk, S (5a)
c k &3

donde: Kk es la constante de Kozeny y S representa el area de superficie especifica de la

torta. Sin embargo, para un mejor entendimiento la ecuacién (5a) es reescrita tomando

a la dependencia del area del tamafio de particula, la forma de la misma y la porosidad

de la torta, dando como resultado lo siguiente:

1 [ 6(1-¢) 12
g2 Yde

R\EK = Kk (Sb)
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Como se observa en la ecuacion (5b), el denominador compuesto por ( y de) describen
la formay el tamafio de las particulas que forman la torta, aquellas expresiones indican:
la esfericidad ( <1, ¥ =1 para una esfera) y d,, el diametro de la esfera equivalente de
cada una de las particulas que estan siendo depositadas en la membrana. La densidad
(o) y la porosidad de la torta (g) estan estrechamente relacionadas a través de la
densidad de las particulas (ps) con un valor de 2085 kg/m3 como p=ps (1-€). Es asi, como
se acoplan las ecuaciones (3a) y (5a) con el objetivo de representar la resistencia
especifica de la torta, la misma que se encuentra en funcién de las propiedades
microestructurales de la torta:

. Ps . £2(1-¢) (6a)

Si la torta esta conformada por particulas esféricas con un tamafio uniforme (d.), la
esfericidad y la constante de Kozeny son iguales a 1y 5, respectivamente; reescribiendo

la ecuacion (6a) como:

.= (6b)

alk =180 -
psd(z:

Por otro lado, con los valores de an obtenidos experimentalmente, se usé la ecuacién
(7) para obtener un acercamiento a la porosidad promedio de la torta (€) basado en el
modelo de Kozeny-Carman, la misma que se encuentra en funcidn del tiempo que dure
el experimento de filtracidon. Una vez que se obtuvo (g), fue posible determinar el grosor
de la torta, donde L:

_ CfVp
Am(1-€)ps

(7)

En los experimentos de filtracién, la masa del depésito o fouling formado es igual al
producto de la concentracidon de particulas de alimentaciéon (Cy) y el volumen de
permeado (V,). Bajo estas condiciones, se indica la relacién proporcional que existe

entre el grosor o altura (L) y la masa de la torta (M).

Finalmente, una vez identificada la relacién entre el grosor de la torta y su masa, fue
posible determinar la dimensidon fractal de una torta de membrana, basandose

principalmente en las caracteristicas microestructurales y la permeabilidad de la misma.
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La dimensién fractal, estd dado por (Diorta) Y representa el proceso de formacion de la
torta, ademas, indica como su grosor se ajusta con el nimero de particulas depositadas

en la membrana. Mientras, que (N) es proporcional a su masa (M) [29].

1
L ~N® = N Dcake—2 (8)

donde: ¢ representa un valor escalar, es decir, la pendiente (a partir de la relacién de

masa y grosor de latorta) y D 4k = 2 +i es la dimensidn fractal de la torta.

2.7 Mecanismo de bloqueo de poro durante la formacion de

fouling en la membrana

2.7.1 Modelos propuestos para determinacion de mecanismos de
bloqueo de poro para material coloidal y polimérico

De acuerdo con los estudios de filtracién realizados por Hermia [30] se conoce que los
modelos de bloqueo de poro se encuentran basados en cuatro leyes basicas de la
filtracion. Las ecuaciones (Tabla 2) describen el comportamiento de la membrana
cuando se realiza una filtracion a PTM constante con el flujo de alimentacién normal
hacia la superficie de la membrana. Cada una de las ecuaciones mencionadas en la tabla
2 refieren a la relacion que existe entre el volumen de permeado total (V,), el flujo de
permeado volumétrico (J), el flujo inicial (Jo) y el tiempo de filtracidn (t), para cada uno
de los mecanismos de bloqueo de poro identificados. Con respecto a la materia coloidal,
el modelo matemadtico de coloides analiza la suspensién de coloides organicos e
inorgdnicos en la superficie de la membrana durante la UF. Por otro lado, este estudid
también evalla el comportamiento de deposicién de la materia polimérica, ya sean,
sustancias organicas simples o compuestas y residuos de la actividad metabdlica
microbiana (SPE) que son evaluados a través de un modelo matematico. En el modelo
de polimeros, tanto el bloqueo de poros y formacién de torta dependen de la variacién
del peso molecular de cada polimero depositado en la membrana. Cada uno de los
modelos descritos anteriormente, explican la relacién que existe entre la disminucién

del flujo con el tamafio de particula al didametro de poro [20].
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Tabla 2. Modelos de mecanismo de bloqueo de poro y sus descripciones. Los modelos

son basados en ecuaciones lineales.

Mecanismo Descripcion ., Ecuaciones para Ecuaciones para
o Descripcion . a . b
de bloqueo grafica coloides polimeros
Obstruccion de poros _ ln(L)
Completo por particulas sin J=Jo— K,V 0
superposiciéon de
particulas =at+b
Suspensién de K.t t 1 t
Estandar particulas dentrodelos | —5~ — — _ —=at+5>b
poros 2 Vp Qo V;J
Algunas particulas que 1 1 1
intermedio llegan a la superficie de —-= ——K;t —=at+b
la membrana bloquean ] Jo
un poro
K.V .
. L Las particulas
Filtracién de —
torta depositadas no _ Z_t _ i Vo alp +b
bloquean los poros - ]/Z'D Qo P

2 K es la constante con el subindice que indica el mecanismo de bloqueo, dado por Wang y Tarabar [21].
b Los parametros del modelo ay b viene dado por Ye et al. [31].

Con respecto a estas ecuaciones matematicas lineales se realizd un ajuste lineal de
minimos cuadrados para la determinacién de los mecanismos de bloqueo de poro para

cada tamafio de membrana (100, 30 y 10 kDa).

2.8 Extraccion, PCRy electroforesis de ADN metagendmico de

agua superficial del rio Tena.

2.8.1 Preparacion de filtros
Previa la extraccién de ADN se procesd Unicamente la mitad de cada uno de los filtros
debido a su didmetro. Esta técnica se realizé suponiendo que existe uniformidad en la
distribucién de la muestra sobre la superficie de la membrana. Posteriormente, se
dividié en cuatro cuadrantes para después tomar dos de ellos y cortar en fracciones

mucho mas pequenas, las mismas, que fueron colocadas en un microtubo de 1,5mL.

2.8.2 Extraccion de ADN metagendmico de agua superficial

Protocolo: Kit Wizard® Genomic DNA (Promega) Modificado para eDNA
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Inicialmente, se prepard la solucién EDTA/ Solucién de lisis nucleica tomando 120ul de
EDTA 0,5M (pH 8.0) y 500ul de la solucién de lisis disponible en el Kit. Seguidamente, se
afadié 600ul de la solucién preparada anteriormente a cada tubo de 1,5ml con muestra
y se realizd vortex leve. Se adiciond, 17,5ul de 20mg/ml de Proteinasa K y se incubd a
559C por una 1 hora, cada 15 minutos fue necesario realizar vortex hasta observar una
completa digestidn. Una vez realizada la incubacion se afiadié 200ul de la Solucidn de
precipitacion de proteinas y se ejecutd vigorosamente vortex por 20 segundos, en esta
etapa de la extraccién de ADN es importante mantener la cadena de frio, es por eso que
se enfrid en hielo por 5 minutos. Después, se centrifugd durante 5 minutos a 16000 g a
4°C y se recogid el sobrenadante evitando aspirar trozos de filtro, para después
transferir a un tubo limpio de 1,5ml. Cuidadosamente, se removio el sobrenadante que
contenia ADN, el mismo que se transfirié a otro tubo de 1,5ml, se agregd 600ul de
isopropanol y se mezclé por inversién. Se centrifugd por 2 min a 16000 g a una
temperatura de 42C, se decantd el sobrenadante, seguidamente, se afiadié 300ul de
etanol al 70% y se realizd un primer vortex para después colocar los 300ul sobrantes de
etanol y se realizé un segundo vortex con el objetivo de lavar el ADN. Después, se
centrifugd por 2 minutos a 16000 g a 49C, se decanté el sobrenadante y se invirtid el
tubo sobre un papel absorbente durante 12 horas, en ocasiones se usé el termobloque
durante 10-15 min con el propdsito de secar por completo el pellet. Después, se agregd
40ul de la Solucién de rehidratacién y 3ul de la solucién de RNAse y se mezcldé por
inversion para después enfriar en hielo durante 2 minutos. Finalmente, se incubé a 372C
por 30 minutos y se almacend el ADN a 49C. Con respecto a la cuantificacion del ADN se
utilizd el equipo Thermo Scientific Nanodrop. Se dispuso de 2 ulLde la solucidon
rehidratante, como blanco de la cuantificaciéon y finalmente, se afadié 2 uLde la

muestra de ADN para obtener valores de concentracién y pureza.

2.7.3 Reaccion de cadena polimerasa (PCR) convencional a partir

de ADN gendmico ambiental

Todos los oligonucledtidos y reactivos usados en este estudio fueron facilitados por el

laboratorio de Biologia molecular y bioquimica de la Universidad Regional Amazdnica
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Ikiam y el Instituto Nacional de Investigacién y Salud Publica (INSPI) para laamplificacidn
de 16S y adenovirus. Es importante mencionar que para cada analisis molecular de PCR
se empled 9 muestras (3 por cada CPM de membrana) usando dos diferentes primers y

células competentes de E. coli como control positivo (+).

Iniciadores y amplificacidon por PCR de 16S. La amplificacion se realizé empleando 100
ng de ADN gendmico previamente extraido y purificado. Para esto, se empled el cebador
27f-CM (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492r (5'-TACCTTGTTACGACTT-3’) para la
region conservada ubicada entre 165-23S rADN. Siguiendo el protocolo de amplificacién
lineal de genes microbianos 16S propuesto por Frank y su equipo [32] las mezclas de
reaccion contenian 0.1 ng de muestra de ADN en 25 ul de tampdn de PCR (Invitrogen)
gue contenia MgCl2 2mM, una concentracién 0.2 mM de una mezcla de trifosfato
desoxinucledsido, una concentracion 200 nM de la variante del primer 27f apropiada y
0.25 unidades de Tagpolimerasa (Invitrogen). Las mezclas de reaccién se incubaron
durante 4 minutos a 94 ° C, seguidas de ciclos de desnaturalizaciéon durante 1 minuto a
94 ° C, el anillaje de primers se dié durante 30 segundos a la temperatura adecuada y

extension durante 2 minutos a 72 °C.

Iniciadores y amplificacion por PCR de Adenovirus. Para la amplificaciéon de adenovirus
se siguid la metodologia descrita por Heim en el 2003 [33] usando 100 ng de ADN
gendmico extraido. Seguidamente, se colocé los cebadores AQl (5'-
GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT-3") y AQ2 (GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC-3") en el
master mix para lograr concentraciones finales de 0.4mM, 0.5mM respectivamente. Asi
mismo, se agregd 8ul de master mix y 12ul del ADN extraido anteriormente en cada
capilar para después, ser centrifugados y colocados en el termociclador. Las condiciones
de reaccion fueron 10 min a 959C para activar la Tag-polimerasa, cuarenta y cinco ciclos
qgue consistieron en desnaturalizacion a 952C durante 3 segundos, anillaje a 552C
durante 10 segundos y extension a 652C durante 60 segundos con un aumento de

temperatura de 0.58 2C por cada segundo entre la fase de anillaje y el de extensién.

2.8.3 Electroforesis en gel de agarosa
El producto final de la PCR fue sometido a los corridos electroforéticos en gel de agarosa

al 1%, con un marcador de peso molecular de 100 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen).
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La calidad e integridad del ADN extraido, se analizé por electroforesis en gel de agarosa,
al 1%, (0,2 g Agarosa y 20 ml de buffer, p/v) utilizando el tampdn TBE (10X) (Tris, Borato,
EDTA). Se tomd 9ul de cada muestra de ADNg extraido y 1ul de tampdn de carga (Azul
de bromofenol) para la preparacion de las muestras. Seguidamente, se cargd en 9
pocillos 10ul de la mezcla anterior y 3ul como marcador de peso molecular para la
escalera de referencia. La separacion del ADN se realizd en una cdmara de electroforesis,
empleando un voltaje de 60-100 V durante 45 minutos. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (0,5 ug/mL). Las bandas de ADN se visualizaron mediante el sistema

Gel Doc 1000 (BioRad).

2.8.4 Estimacion de Biomasa a partir de ADN
La aproximacion de la masa celular adherida en la capa del bioufouling se realizé
siguiendo la investigacion realizada por Herrera-Robledo et al. [34]. Se establecié una
relacion de ADN/biomasa suponiendo que cada pug de ADN representa 16.6 pg de
biomasa celular asi como lo menciond establecid Flemming et al. [35]. Este enfoque
consideré que el ADN aislado en se encontraba directamente relacionado con células
viables. Ademas, se estimé empiricamente el nimero de células bacterianas retenidas
en las membranas de diferentes tamafios, utilizando la hipdtesis de que una célula

bacteriana corresponde a una masa celular unitaria de 0.29 pg por célula.

2.9 Analisis estadistico

Para el tratamiento de datos y andlisis de resultados obtenidos en cada fase
experimental, se calculé la mediay la desviacidn estdndar de cada uno de los parametros
evaluados en el sistema de UF, ya antes mencionados. Cada uno de los modelos de los
mecanismos de poro fueron obtenidos aplicando un ajuste lineal de minimos cuadrados,
ademas, se calculé el error de cada uno con un intervalo de confianza del 95% para cada
experimento. En donde, es posible visualizar que domina un solo mecanismo de bloqueo
de poro. Todos los analisis se realizaron utilizando la plataforma de libre acceso RStudio

1.3.
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CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

En el presente capitulo se da a conocer los resultados obtenidos en el desarrollo de la
investigacion, los mismos que abarcan los hechos encontrados mas relevantes de este estudio

para el drea seleccionada.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua superficial de la zona

urbana del rio Tena

Es posible evidenciar en los parametros fisicoquimicos valores significativos de
diferentes contaminantes emergentes que indican una deficiente o baja salud del rio
Tena especificamente en la zona urbana del cantén (Tabla 3). Se establecié que los
puntos de muestreo denominados como C1y C2 sean considerados como zona de alta
carga de polucion de acuerdo con el nimero aproximado de habitantes y la PTAR que

se encuentran cercanas al sistema fluvial Tena en la mancha urbana de la ciudad.

Los resultados del analisis fisicoquimico de este punto de muestreo fueron comparados
con los valores establecidos en el Texto Unificado de Legislacién Secundaria de Medio
Ambiente, norma de calidad ambiental y descarga de efluentes: recurso agua. Libro Vi,
(TULSMA) para aguas de consumo humano y uso doméstico, que Unicamente requieran
tratamiento convencional [30]. La comparacion realizada en la Tabla 3 indica que la
concentracidn de nutrientes (<1,36 mgL™! ) y metales (<2,57 mgL™1) se encuentran
bajo el limite maximo permisible. Sin embargo, la concentracidon de fosfatos y hierro
presentes en el cuerpo de agua en ambos puntos de muestreo excedieron los limites
méximos permisibles dictados por el TULSMA con concentracionesde 1,36 mgL~'y 0,30
mgL™! respectivamente. Ademds, es posible observar que la cantidad de nitratos
(0,006 mgL~1) a pesar de encontrarse bajo los estandares establecidos (0,1 mgL™1 ) su
presencia en el rio Tena (C1 y C2) es de valor significativo. Finalmente, uno de los
pardametros nefelométricos cuantificados in situ importante en este estudio, es el color,
mismo que presenta una tasacion relevante (53 Pt/Co en la Escala Hazen) para la salud

de del rio a pesar de encontrase bajo los LMP dictados por el TULSMA.

Una vez analizada la carga de contaminantes presentes en zonas pristinas (A) y

semiurbanas (B) del rio Tena se establecen las concentraciones de los parametros
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fisicoquimicos de los puntos C1 y C2 (foco de estudio) en la tabla 3, por lo que la
informacién de los puntos A y B puede ser revisada en el (Anexo 2). Cabe recalcar que
este estudio fue realizado en conjunto con los miembros del grupo de investigacién Hi-

Water.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de los puntos de muestreo C1 y C2 caracterizado
como zona de alta carga. Comparacidon de parametros fisicoquimicos empleando

membranas de PES (CPM: 100, 30 y 10 kDa).

Parametros (Sl) Unidades Ne Punto C1 Punto C2 LMP* Norma
In Situ, nefelometria
Temperatura (°C) 32| 21.75+0.46 23,35+0.58 | +3grados | TULSMA
Conductividad ps cm? 32| 27.50+0.62 29,65 +£1.00 NA NE
pH Und 32 7.58+0.14 7.96+ 0.23 6a9 TULSMA
Turbidez NTU 32 | 2.493+0.09 12,7+5,272 100 TULSMA
Color Escala Hazen, | 5, | 11674115 | 53+21,703 100 | TULSMA
Pt/Co
Nutrientes
Nitritos ® mgL? 32 | 0.006+0.001 | 0,006 + 0,002 1.0 TULSMA
Nitratos mglL? 32 0.7 £0.058 0,6 £0,361 10.0 TULSMA
Amoniaco mglL? 32 0.17 + 0.001 0,437 £0,08 1.0 TULSMA
Fosfatos mgL? 32| 136+0.012 | 0,353+0,186 0.1 TULSMA
Metales y Dureza

Manganeso mglL? 32 | 0.05%0.005 0,033 £0,022 0.3 TULSMA
Hierro mgL? 32| 0.30+0.002 | 0,213 +0,067 0.1 TULSMA
Dureza-Calcio mglL? 32 | 10.13+0.412 3,12+ 0,236 500 TULSMA
Dureza-Magnesio mglL? 32| 2.3210.042 2,577 £0,267 500 TULSMA

* Limite maximo permisible para aguas de consumo humano y uso doméstico, que Gnicamente requieran
tratamiento convencional. ** Temperatura ambiente en el Laboratorio Nacional de Referencia de Calidad de Agua-
Ilkiam NE: No establecido. NA: No asignado

3.2 Caracterizacion microbioldgica de agua superficial del rio
Tena
A través de un andlisis estadistico univariado se determind el nivel de contaminacion

bacteriana asociada a los puntos de muestreo A2- B2 y C2 ubicados a lo largo del rio
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Tena (Anexo 1). Como se observa en la tabla 4, los resultados de recuentos de unidades
formadoras de colonias fueron significativamente diferentes entre los tres puntos de
muestreo tanto para BMA y coliformes debido a las zonas geograficas muestreadas:
Punto A2 (Zona pristina), Punto B2 (Zona semiurbana) y Punto C2 (Zona urbana) (Anexo
1). Se determind, al punto C2 como la zona con mayor carga de contaminantes
microbioldgicos en comparacion a los puntos A2 y B2. Las cuantificaciones de las
unidades formadoras de colonias indicaron que las muestras de agua superficial cruda
del punto C2 fueron catalogadas como no aptas para el consumo humano sin un
tratamiento previo, debido a la alta presencia de contaminacion microbiolégica de
origen fecal.

Tabla 4. Analisis microbioldgico de agua superficial del rio Tena en los puntos A2-B2 y
C2.

Limite
; . Maxi
Parametros Unidades | Muestras | Punto A2 | Punto B2 Punto C2 ax.ln.'\o Norma
Permisible
(LMP)?
Bacterias
Mesdfilas 4 1.1x10°+ | 18.5x10%+ | 11733x10°
Aerobias | UTC Mt 6 29 3670 +2.02 NA NE
(BMA)
Coliformes | 0 11 6 <1 60+ 12.23 | 40,78+0,04 <3000 TULSMA
totales

2 Limite maximo permisible para aguas de consumo humano y uso doméstico, que Unicamente

requieran tratamiento convencional. NA: valor no asignado; NE: no establecido.

Con respecto a la Figura 3 se observa que el punto C2 presenta UFC de BMA con
cantidades similares a las UFC correspondientes a coliformes fecales antes de ser
sometidos al proceso de UF, indicando una salud deficiente del sistema fluvial. Sin
embargo, una vez que se aplica la ultrafiltracién se observé que las UFC de BMA son
removidas eficazmente con los tres tipos de membranas (CPM: 100, 30 y 10 kDa). En
contraste, con las UFC de coliformes fecales, en donde a pesar de encontrarse bajo los
LMP establecidos por el TULSMA indica la presencia de desechos fecales de origen

humano y animal.
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Bacterias Meséflias Aerobias (UFC/mL) Coliformes Totales (UFC/mL)

15000 - 500
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10000
¥ 300
£
2 200
= 5000+
100+
0 — — ——— 0- ii_
c2 C-UF10  C-UF30  C-UF100 c2 C-UF10  C-UF30  C-UF100

Puntos de Muestreo

Figura 3. Concentracién de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales en el punto C2 de
muestreo. Remocion eficaz de BMA, remocién incompleta de coliformes fecales empleando membranas
con CPM diferente.

3.3 Remocidn de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos del

agua superficial del rio Tena por el sistema de ultrafiltracion

Empleando membranas con diferentes CPM se evalud la eficiencia de remocién de
contaminantes presentes en el rio. Con el propdsito de analizar la eficiencia de remocidn
se tomd muestras Unicamente del punto C2, considerado como la zona con mayor carga
de contaminantes en comparacion con C1 de acuerdo con los resultados fisicoquimicos
y microbiolégicos obtenidos previamente; ademas, de la desembocadura de la PTAR
municipal en esta zona del rio. Como se muestra en la tabla 5, las concentraciones de
los pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos del agua superficial se redujeron de una
manera minima para la membrana de 100 kDa. Sin embargo, al emplear membranas con
menor CPM (30 y 10 kDa) se observé una reducciéon de contaminantes mucho mas
significativa (80%). Las nuevas concentraciones de los parametros obtenidas después
de la UF con membranas de 30 y 10 kDa se encontraron dentro de los LMP para agua

potable establecidos por el Instituto Ecuatoriano de Normalizaciéon (INEN 1108:2011).
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Tabla 5. Concentracidn y eficiencia de remocién (%R) de pardmetros fisicoquimicos y

microbiolégicos después de ultrafiltracion.

2 Las unidades de medida de estos parametros son iguales a los establecidos en la tabla 3.
b El limite de deteccidn para nitritos fue de 0.002 mglL™?

(UFC/mL)

N° UF-100 kDa UF-30 kDa UF-10 kDa
2 [V [V 0,
Parametros (SI) Mus:stra Punto C2 MWCO %R MWCO % R MWCO % R
In situ, Nefelometria
pH 32 7.96+ 0.23 7,55+ 0.13 NA 7,53+ 0.18 NA 7,10+ 0.23 NA
0,156
Turbidez (NTU) 32 12,7 +£5,272 | 0,604 + 0,466 ! 99 0,031+
95 0,033 0,053 95
Color (Escala
Hazen' Pt/cO) 32 53+ 21,703 141667 s 21667 t
3,512 72 7 £ 2,646 87 3,055 95
Nutrientes
Nitritos (mg/L) 0,006 + . 0,003 + 0,001 +
32 0,002 0,002 £0,001 | 67 0,001 50 0,002 82
Nitratos (mg/L) + + 0,367 + 0,067 £
32 0,6+0,361 | 0,467 £0,289 | 22 0,153 39 0,058 89
Amoniaco (mg/L) | 35 |0437+008| 0,12+0,101 | 73 | 007% | og | 0003% 99
! - e 0,012 0,006
Fosfatos (mg/l_) 0,353 + + 0,027 + 0,007 +
32 0,186 0,153 +0,055 | 57 0,006 92 0,012 98
Metales y Dureza
Manganeso 0,033 + 0,007 + 0,001 +
’ - + ) I ) T
(mg/L) 32 0022 | 001440009 58 ooor | 7° 0,001 97
Hierro (mg/'_) 0,213 £ + 0,003 £
32 0,067 0,04 + 0,017 81 0,006 99 BDL 100
Dureza-Calcio 1977 +
+ + + ’ -
(mg/L) 32 3,12+0,236 | 2,38+0,643 24 210,960 36 0,856 37
Dureza-Magnesio 2577 + 1623 + 1363 +
) t N , + , +
(mg/L) 32 o267 | 219720146 | 15 | UL |37 T 47
Microbiologia
Bacterias
7 o 6
Mesofilas 6 | 11733X10° | ge10%42,02 | 99 NBO | 100 | NBO 100
Aerdbicas +1,03
(UFC/mL)
Coliformestotales | .| | o1\ 004 | 1414003 |34 |1,37£20,13|58 | 1,47+1,24 | 100

El limite de deteccién para amoniaco fue de 0.02 mgL™*
4 El limite de deteccién para manganeso fue de 0.003 mgLX. NBO: Ninguna bacteria observada; BLD: bajo
el limite de deteccion. NUmeros entre paréntesis indican la remocidon de bacterias en unidades

logaritmicas base 10.
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Con respecto a la Figura 4, existen diferencias en la eficiencia de remocién de
contaminantes fisicoquimicos dependiendo del CPM de las membranas utilizadas. Se
observa, que es posible alcanzar hasta el 80% y 90% para las membranas de 30y 10 kDa
respectivamente. Mientras, que la membrana de 100 kDa presentd bajos porcentajes
de eficiencia de remocién debido a su mayor CPM, indicando asi una mayor
transferencia de materia orgdnica y bioldgica hacia el volumen final de permeado. Asi
mismo, se observa que al tratarse de contaminantes microbiolégicos como coliformes
fecales totales ninguna de las tres membranas con diferente CPM tiene una eficiencia
de remocidn considerable ya que, alcanza con un maximo del 60% para la membrana de
10 kDa. Por otra parte, al tratarse de BMA presentes en las muestras estas, fueron
removidas con una efectividad en los tres tipos de filtros de membrana empleados

(Tabla 5).
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Nutrientes Microbiologia

UF 100%
100kDa 75%
30kDa 50%
10kDa D59/,
0%

Amoniaco  Fosfatos Nitratos Nitritos BMA Coliformes Totales

Metales y Dureza Nefelometria

Dureza-Ca Dureza-Mg Hierro Manganeso Color Turbidez

Figura 4. Eficiencia de remocidn (%) de pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos después de la ultrafiltracion con diferentes CPM para agua superficial del punto C2.
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3.4 Rendimiento del sistema de ultrafiltracion en la potabilizacion

de agua superficial

3.4.1 Resistencia y permeabilidad de membranas con diferente

CPM (100, 30 y 10 kDa)

Los parametros de filtracion como: resistencia hidraulica de la membranay de la torta,
flujo inicial, fujo de permeado volumétrico y permeabilidad fueron determinados a PTM
constante (207 kPa), empleando datos numéricos basados en los experimentos de UF y

las ecuaciones mencionadas en la metodologia.

Con respecto a los valores de resistencia hidraulica obtenidos para las
membranas de 100, 30 y 10 kDa se observa en la tabla 6. Se evidencié que la membrana
de 100 kDa presentd los valores de resistencia mas altos en comparacion de las otras
dos membranas. Por otro lado, la membrana de 30 kDa no cumplié en su totalidad la
condicidn inversa entre resistencia y CPM debido a que presentd un valor mas pequefio

gue la membrana de 10 kDa.

Tabla 6. Promedio de las resistencias de filtracion de agua superficial del Rio Tena con

diferente CPM de membranas de UF sometidas a diferente PTM (10- 40 Psi).

PTM: 10 — 40 Psi (~ 70 - 300 kPa)

CPM R membrana 101! (m1)
UF-100 kDa 3,31+6,42
UF-30 kDa 1,43+7,73
UF-10 kDa 1,55 +6,69

De acuerdo a la Tabla 6 la membrana de 100 kDa es aquella que posee mayor
resistencia, por ende, influira de manera significativa en los pardmetros de filtrabilidad,
ademads del flujo de permeado y la permeabilidad hidraulica de la misma. Es por esta
razon, que la membrana de 100 kDa muestra un menor flujo inicial, ademads de empezar
un flujo sostenible a menores volimenes de permeado en comparaciéon de las

membranas de 30y 10 kDa (Tabla 7).
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Tabla 7. Determinacién del flujo de permeado inicial y flujo sostenible con membranas

de diferente CPM. El flujo sostenible se produjo a partir de los 100 mL.

Flujo inicial, Jo

Volumen con flujo

Inicio de Flujo

P (L/m?h) sostenible (mL) sostenible, J (L/m?h)
UF-100 kDa 1502,3+0 139,11 £ 20.12 1093,8 £ 30.10
UF-30 kDa 601,3+0 110,6 £+ 15.3 396,8 £ 20.03
UF-10 kDa 501,00 88,1+5.3 484,7 +21.05

Por otro lado, la figura 5 muestra los datos sin tratar o crudos de flujo de

permeado sometido a volimenes de permeado especificos. Asi también, se observa el

decrecimiento del flujo a medida que el volumen de permeado aumenta cuando se

encuentra el sistema trabajando a PTM constante (30 psi). Ademas, se evidencia la

disminucion del flujo de permeado antes de los 100 ml dirigido por la membrana de 100

kDa y seguido por la de 10 kDa y 30 kDa hasta alcanzar un flujo totalmente constante

hasta los 250 mL. Teniendo en cuenta esta informacion para la figura 5, se considera

flujo sostenible una vez que el flujo de permeado se encuentre en estado estacionario.

UF -e- UF-100kDa -&- UF-30kDa -¢- UF-10kDa
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Figura 5. Determinacion del comportamiento del flujo de permeado volumétrico real para membranas
con diferente CPM.
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Es importante mencionar que las tasas de pérdida de flujo describen la pendiente
negativa del flujo de permeado volumétrico a determinados volimenes. Por lo tanto,
las membranas de menor CPM experimentan mayores tasas de pérdida de flujo hasta
los 100 mL de filtracidn y posteriormente las tasas de pérdida dejan de ser significativas
(Figura 5). A partir de esta informacidn, se considera como flujo sostenible cuando el
flujo de permeado se encuentra en estado estacionario, un comportamiento lineal con
pendiente casi nula (posterior a los 100 mL). Partiendo del flujo de permeado
volumétrico real como base, la figura 6 indica el ajuste de estos datos con el objetivo de
identificar la formacion de la torta relacionando dos parametros claves: Figura 6a. Flujo
de permeado normalizado dV/dt y Figura 6b. Flujo acumulado inverso t/V en funcién del
volumen de permeado para membranas con diferentes CPM. Con respecto a la Figura
5a es posible observar un comportamiento de las membranas similar al flujo de
permeado volumétrico, ya que, esta muestra una disminucién notoria para 30 kDa. Sin
embargo, la membrana de 10 kDa adoptd un comportamiento bastante parecido a la
membrana de 100 kDa, esto podria deberse a las resistencias hidraulicas calculadas en
los experimentos de UF (Tabla 8) en donde, la membrana de 100 kDa presenta el mayor

valor seguido por la membrana de 10 kDa.

Por otro lado, la figura 6b muestra una linealidad de R? > 0.9995-0.9998
presentando pendientes positivas cuando se encuentran a determinados voliumenes, los
mismos que van a depender del CPM de la membrana utilizada. Dicho comportamiento
estd directamente relacionado con el mecanismo de filtracion de torta el cual,
predomind en las etapas finales. Mientras que el comportamiento en las etapas iniciales
gue dominé fue el blogueo de poro (completo, estdndar o intermedio) en un volumen
de permeado menor a los 100 mL para la membrana de 10 kDa a partir de este volumen

se asume la formacion de torta.

Tabla 8. Inicio de bloqueo de poro en funcién al volumen de permeado para membranas

con CPM diferente.

CPM Inicio de bloqueo de poro (mL)
UF-100 kDa 154,87 £ 0
UF-30 kDa 131,950
UF-10 kDa 82,43+0

30



Los resultados presentados en la tabla 8 fueron obtenidos mediante el ajuste de datos
punto por punto hasta que el cuadrado del coeficiente de correlacidn de Pearson (R?) se

encuentre entre 0.9995 y 0.9998.
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Figura 6. Modelo ajustado para la prediccidn de la formacion de torta durante la formacion de
biofouling de la membrana.

Con respecto, a la figura 7 indica el comportamiento de la resistencia especifica de la
torta y las variaciones de la misma durante la filtracion para membranas con diferentes
CPM. Donde, la membrana de 100 kDa presentd una resistencia especifica de la torta
mayor en comparaciéon a las membranas de 30 y 10 kDa. Para la membrana de 10 kDa
se evidencio una relacidn inversa entre el flujo de permeado volumétrico normalizado y
la resistencia especifica de la torta. Asi también, se esperaria que a medida que se
reduce el tamafio de poro, aumente la resistencia. Sin embargo, el comportamiento de
la figura 7 no cumple esta légica pues, la membrana con menor tamaifio de poro
presenta una menor resistencia especifica de la torta en comparacién con las
membranas de 30 y 100 kDa. Es importante mencionar, que este comportamiento va a
depender directamente de la cantidad de particulas depositadas en la membrana y del
tamafio de poro de la misma es por esto, que la composicién de la fuente de

alimentacion juega un rol importante para la determinacién de dichos pardmetros.

31



=)
X~
~
E
S berlb] o
c
@
[
0
£
]
S
®
o) ®
© de+16+
S
o
@ @
©
] °
S °
2e+16 1
Q e —e- UF-100kDa
0 o °
@ ° -8~ UF-30kDa
Y g °
% o ®0000 ¢~ UF-10kDa
0 I:In .................... R
— oo 0% o00ee
é 00400 - 0<><><><><><>'?><><$t$t§'<§'<sxx9 BRI B O SRR IO R 8
0 50 100 150 200

Volumen de Permeado (mL)
Figura 7. Comportamiento de la resistencia especifica de la torta para membranas con diferente CPM.

Tanto la resistencia como la permeabilidad hidraulica se encuentran directamente
relacionadas puesto que, cuando existen valores altos de resistencia de membrana y
especifica de la torta, se convierte en un indicador de baja permeabilidad hidraulica de
la membrana (Figura 8). Sin embargo, este comportamiento solo es posible observar en
las membranas de 30 y 10 kDa con valores entre
6x1071° m2skPay 8 x10719 m?s kPa respectivamente. Mientras, que la membrana
de 100 kDa no sigui6 esta ldgica ya que, presentd los valores mas altos de resistencia y
de permeabilidad hidraulica con un maximo de 2x107°m?/skPa. Asi mismo, se
observa que a medida que aumenta el tiempo de filtracién la permeabilidad disminuye,
debido a que la materia orgdnica y bioldgica que estdn siendo depositados
continuamente en la membrana afectan de manera significativa en el comportamiento

de estos parametros.
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Figura 8. Permeabilidad hidrdulica de la membrana en funcién del volumen de permeado con

membrana de diferente CPM.

3.4.2 Porosidad y estructura de la torta en el desarrollo general de

fouling

La figura 9 indica el comportamiento de la porosidad de la torta siguiendo las ecuaciones
de Kozeny-Carman. Debido a la relacion que existe entre las variables de volumen de
permeado y porosidad de la torta es posible estimar la porosidad efectiva durante la
formacion de la torta cuando se encuentra a diferentes volimenes de permeado. La
figura 8 indica un aumento de la filtracién en la etapa inicial, sin embargo, rapidamente
esta empieza a disminuir hasta mantenerse constante. Posteriormente, la porosidad de
la torta presentd un decrecimiento en las fases iniciales del experimento hasta que
alcanzd un valor estacionario. Es decir que, al trabajar con una corriente de alimentacion
con particulas densas al inicio de la filtracidon la deposicidon de la materia en la superficie
de la membrana fue brusca, taponando los poros rdpidamente. Es por esta razén que,
al existir mas deposicién de particulas se cred una estructura mds compacta hasta la

formacidn de una torta con una estructura tridimensional.

33



UF -e- UF-100kDa -B- UF-30kDa < UF-10kDa

0.4 ,L%].L
[ 1

gl
0.3 1?

0.2 1

Porosidad Efectiva de la torta
—e—
—e—

—e—
—e—
—e—

—8—

—e—

—e—

8

o

0 50 100 150 200 250
Volumen de Permeado (mL)

Figura 9. Porosidad efectiva de la torta depositada sobre la superficie de las membranas con diferentes

CPM. Todos los valores de porosidad fueron relativamente bajos en todas las condiciones.

A partir de la porosidad y siguiendo la ecuacién (8) se determind la relacion que existe
entre la masa y el grosor en el momento de la formacidn de la torta. En la figura 10 es
posible observar esta estrecha relacién ya que, la masa de las particulas que estan
siendo depositadas en la superficie de la membrana es proporcional al grosor del
depdsito. Teniendo en cuenta esta afirmacién, es posible que tanto la masa como el
grosor incrementen cuando exista un mayor ingreso del flujo de alimentacién hacia el
sistema de filtracién y por ende aumente el volumen de permeado y la cantidad de
particulas adheridas a la membrana. Sin embargo, se observa que la membrana de 30
kDa posee los valores mads altos de masa y grosor, es decir, abarca mayor cantidad de
masa de la torta en comparacién de las demds membranas (CPM: 10 y 100 kDa) a pesar
de presentar el flujo de permeado mds bajo (Figura 5). Aplicando las ecuaciones
mencionadas en el marco metodoldgico y tomando la pendiente de cada uno se obtuvo
la figura 10 en donde, es posible observar la tercera dimension de la estructura fractal

de la torta en formacion en los tres diferentes CPM de las membranas.
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Figura 10. Cdlculo de la dimensidn fractal a partir de la relacion de masa y grosor de la torta para

membranas con diferente CPM. En todas las condiciones, la torta alcanzd una estructura tridimensional.

3.4.3 Mecanismos de bloqueo durante la formacion del fouling total
en membranas de ultrafiltracion
En esta investigacion se realizo el analisis de dos modelos de mecanismo de bloqueo de
poro tanto para materia coloidal como para polimeros, los mismos que se encuentran
directamente relacionados con los contaminantes orgdnicos, inorganicos y biolégicos. Los
resultados de la aplicacion de ambos modelos ayudan a la prediccién acerca de la
formacion del fouling en la superficie de membrana. Las figuras 11 y 12 muestran el
proceso que siguen los mecanismos de poro en el desarrollo del fouling dependiendo del
tiempo de filtracion y las membranas utilizadas (CPM: 100, 30 y 10 kDa) ya sea, para
materia coloidal o polimérica. Ademas, en cada etapa de filtracidon existe un mecanismo
de bloqueo de poro que se encuentra dominando el proceso de desarrollo de fouling. Sin
embargo, dicho proceso ocurre simultdneamente en la fase de transicién de un
mecanismo de bloqueo a otro resultando en una superposicién de los mismos, en donde,

la disminucién del flujo de permeado es proporcional.
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Figura 11. Distribucidn y contribucién de los mecanismos de bloqueo de poro para coloides.
Valores en términos de (a) volumen de permeado y (b) porcentaje de disminucion de flujo.

Ambos modelos, presentaron comportamientos totalmente diferentes con
respecto a la secuencia en la que se suscitaron los mecanismos de bloqueo de poro en
la formacién del fouling debido a la composicion de la fuente de alimentacion del
sistema que, en este caso, es considerado de alta carga de materia contaminante. Con
respecto, a la figura 11 esta indica la ausencia del mecanismo de bloqueo de poro
completo en las membranas de 100 y 30 kDa para el modelo de coloides. Mientras que,
el modelo de polimeros (Figura 12) muestra la presencia de los 4 mecanismos de
blogueo de poro en el orden propuesto en la tabla 2. Ademas, otra de las diferencias
observadas es la cantidad de volumen y disminucién del flujo de permeado que fue
significativo en la etapa inicial de las membranas de 100 y 30 kDa para ambos modelos.
De acuerdo con los parametros de filtrabilidad obtenidos previamente, el modelo de
polimeros (Figura 12) se ajusta mejor a estos parametros. Sin embargo, no se descarta
el modelo de coloides para este analisis (Figura 11) debido a que las particulas coloidales

juegan un rol significativo y fundamental en el desarrollo del biofouling.

Por otra parte, cada modelo describié comportamientos diferentes en los
mecanismos de bloqueo de poro para cada membrana. En donde, predominé el bloqueo
estandar para el modelo de coloides con un porcentaje de pérdida de flujo mayor al 50%

en la membrana de 30 kDa. Mientras, que el modelo de polimeros se evidencia la
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presencia del bloqueo completo en todas las membranas con un alto porcentaje de

disminucion de flujo (>50%) para la membrana de 30 kDa.
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Figura 12. Distribucidn y contribucién de los mecanismos de bloqueo de poro para polimeros.
Valores en términos de (a) volumen de permeado y (b) porcentaje de disminucién de flujo.

3.5 Estimacion de contaminantes fisicoquimicos, microbianos y
virales asociados al biofouling en la membrana
3.5.1 Depésito de contaminantes fisicoquimicos que contribuyen al

desarrollo de biofouling de la membrana

Las muestras de agua pertenecientes al punto C2 después de ser sometidas al sistema
de UF se determinaron las concentraciones fisicoquimicas, las mismas que ayudaron a
estimar aproximadamente la tasa de acumulacién de contaminantes emergentes
adheridos a la membrana (area: 0.0036 m2) por cada hora de filtracion. Para esto, se
analizaron Unicamente aquellos pardmetros que estaban relacionados con unidades de

masa y por ende fue posible cuantificar sus porcentajes de remocion.

Una vez determinadas las concentraciones fisicoquimicas de las muestras de agua
después de ser sometidas a un proceso de UF, se estimdé de manera aproximada la tasa
de acumulacién de contaminantes en la membrana (area, 0.0036 m?), en miligramos por
cada hora de filtracién. Para este analisis se excluyeron los parametros in situ y

nefelométricos, debido a que no se cuantifica sus porcentajes de remociéon o sus
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concentraciones no se relacionan con unidades de masa. De acuerdo con la figura 9, se
espera que en una hora de filtracién la membrana de 30 kDa acumule mayor cantidad
de masa en su superficie a diferencia de la membrana de 100y 10 kDa. Por consiguiente,
la tabla 9 indica un analisis aproximado acerca de la tasa de acumulacién, es decir,
cuanto aporta en masa (mg/L) cada parametro fisicoquimico cuantificado al acopio total
de particulas en la membrana (fouling). Aquellas membranas que presentaron mayores
porcentajes de eficiencia de remocién son capaces de retener mas contaminantes
debido a su menor CPM. Sin embargo, la tasa de acumulaciéon presentada depende
también de la velocidad de flujo volumétrico y este de la composiciéon de la fuente
hidrica que esta ingresando al sistema. Es por esto, que se evidencia que las membranas
de 30y 10 kDa al presentar mayores porcentajes de remocién debido a su menor CPM,
las tasas de acumulacién de contaminantes son mayores en la mismas a diferencia de la

membrana de 100 kDa.

Tabla 9. Tasa de acumulacién de contaminantes fisicoquimicos en la membrana de UF

por cada hora filtracion.

Parametros UF-100 kDa UF-30 kDa UF-10 kDa
Tasa de acumulacion de contaminantes (mg h-1)
Nutrientes
Nitritos 0.01+0.002 0.47 £0.017 0.071+ 0.058
Nitratos 0.32+0.32 51.16 £ 0.43 5.51+0.22
Amoniaco 0.78 £ 0.08 41.65 £ 0.07 10.18 £ 0.09
Fosfatos 0.49+£0.31 33.21+£0.07 7.72 £ 0.08
Metales y Dureza

Hierro 0.42+0.41 20.44 £ 0.08 497 £0.11
Manganeso 0.046 + 0.008 3.07 £ 0.008 0.62 £ 0.005
Dureza Ca 1805 £ 0.86 110+ 0.84 26.53 £+ 1.25
Dureza Mg 0.92 £1.53 116 £1.02 22.5+0.64
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3.5.2 Concentracion de ADN ambiental en la composicion del
biofouling

De acuerdo, con la tabla 10 esta indica la concentracién de ADNg ambiental acumulado
en las membranas de UF (CPM: 100, 30 y 10 kDa) en una hora de filtracion de agua
superficial del punto C2. Esta actividad se realizé por triplicado, sin embargo, para este
analisis se tomd los datos que obtuvieron una mayor concentracion y se encontraron
entre los rangos éptimos de pureza e integridad (1,8 y 2,0). En todas las extracciones y
cuantificaciones fue posible determinar que en la membrana de 30 kDa existid una
mayor concentracién de ADN, atribuyendo de esta forma a lo anterior mencionado ya
qgue, esta membrana abarcé mayor cantidad de masa. Una vez cuantificado la
concentracion de ADN adherido en la superficie de la membrana, se estimd la cantidad
de biomasa y células bacterianas equivalente a la concentracién de ADN extraido (Tabla
10). Esta aproximacion de cantidades de biomasa microbiana y nimero de células
bacterianas presentes en el sistema fluvial resulta factible emplearlo debido a que, el
sitio de estudio se encuentra directamente influenciado por la actividad microbiana; las

mismas que aportan significativamente a la formacién del biofouling.

Tabla 10. Concentraciones de ADN ambiental extraido a partir de membranas con

diferente CPM como parte de la composicidon del biofouling.

Cuantificacion ADN . Nimero de Tasa de
Biomasa- células acumulacion
Muestra | Concentracion Abs Abs microbiana ? bacterianas biomasa
-1 a2

(ng-uL?) 260/280 | 260/230 (ng-cm) (células-cm?) (mg-h)
100 kDa 155.1 1.88 1.66 71.52 1.1x10° 5.14
30 kDa 310.3 1.83 1.67 143.08 49x10° 10.3
10 kDa 236.8 1.78 1.90 109.19 3.7x10° 7.86

2 Estimacion basada en la correlacion ADN / biomasa descrita por Flemming et al. [35].
b Se considerd la masa bacteriana unitaria establecida por Neidhart et al. [16].
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3.6 Deteccion de ADN bacteriano presente en la composicion

del biofouling depositado en la membrana
Con los resultados obtenidos en la tabla 10 acerca de la cuantificacion bacteriana se
puede observar concentraciones de ADNg bacteriano ambiental depositado en la
superficie de la membrana. Sin embargo, para confirmar estos resultados se realizd una
corrida electroforética (Anexo 4) la cual se correlaciona directamente con la
cuantificacion. Después de realizar los respectivos corridos electroforéticos de los
productos obtenidos de PCR empleando el primer 27f, y 1492r se obtuvieron 5 de 6
resultados positivos para la amplificacion del gen 16S. En donde, 3 de estos, es decir, el
50% de los resultados fueron bandas de alta calidad con 950pb, mientras que en la
segunda repeticién Unicamente se visualizaron bandas tenues con baja intensidad en lo
que respecta a las membranas de 10y 30 kDa (Figura 13), refiriendo de esta manera la
presencia de microorganismos bacterianos en las membranas contribuyendo a la

formacion del biofouling.

g
vV VvV vvywyy

Figura 13. Amplificacion por PCR convencional (cebadores 27f) de ADNbc a partir de seis membranas de
PES (CPM: 100, 30y 10 kDa), visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE. Carriles 1y 4,
membrana de 30 kDa. Carriles 2 y 5, membrana de 10 kDa. Carriles 3y 6, 100 kDa.
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3.6.1 Deteccidn de virus entéricos presentes en la composicién del

biofouling depositado en la membrana

La suspensidn virica concentrada en la superficie de las membranas dependié del sitio
de muestreo, profundidad y estacidén del afio. El foco de estudio de esta investigacién
fue un sistema hidrico con una alta cantidad de materia organica debido, a la presencia
de una constante descarga de aguas servidas. Es por esta razén, que los enterovirus
sirven como indicadores viricos ya que, son resistentes a los procesos de tratamiento de
desinfeccion del agua. La figura 14, indica la presencia de virus de origen humano
especificamente adenovirus debido a que, el cebador empleado hibrida un sitio
altamente conservado dentro de la regidén 5" del genoma del adenovirus. Ademas, los
adenovirus son encontrados en grandes cantidades en aguas residuales a diferencia de
otros serotipos de enterovirus. Al aplicar el método de PCR convencional fue posible
observar bandas de amplificacion positivas entre 140 bp — 160 bp Unicamente en los
carriles 5y 6 pertenecientes a las membranas de 30y 10 kDa respectivamente. Mientras,
gue en los carriles 1 -4 resulté negativo las amplificaciones atribuyendo a varias razones
como son el tamafio de la membrana, dsADN degradado o inhibidores presentes en los

reactivos.
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Figura 14. Amplificacion por PCR convencional (cebadores AQ1 y AQ2) de dsADN a partir de seis
membranas de PES (CPM: 100, 30y 10 kDa), visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1% en

TBE. Carriles 1y 4, membrana de 100 kDa. Carriles 2 y 5, membrana de 30 kDa. Carriles 3 y 6, 10 kDa.

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de parametros fisicoquimicos y

microbioldgicos de agua superficial

Los valores reportados en la tabla 3 acerca de las variables fisicoquimicas medidas en la
zona C1- C2 del sistema fluvial urbano Tena reflejan que la naturaleza quimica, fisica y
bioldgica del agua sobrepasa los LMP evidenciando una salud deficiente del rio. Con
respecto, a los pardmetros nefelométricos medidos in situ como el pH se observé un
comportamiento ligeramente alcalino >7 antes y después del tratamiento de UF. El pH
resulta ser un pardmetro de gran influencia en la estructura quimica de los sistemas
acuaticos y en la actividad vital de los microorganismos. De acuerdo con Wang vy
Tarabara, 2008 [21] cuando se presenta en el sistema un pH alcalino indica la eliminacién
constante de oxigeno debido a la presencia de iones carbonato-bicarbonato (C032" y
HCO3). El agua de tipo residual urbano-industrial se caracteriza por contener grandes
cantidades de sodio y bajas concentraciones de calcio y magnesio, es por esto que el pH
de la zona C2 tiende a la alcalinidad. Por otro lado, se observa en la tabla 3, que el rio al
estar en contacto con aguas residuales este presento altas cantidades de color y turbidez
debido a la presencia de sustancias humicas y acidos fulvicos los mismos, que al estar en
contacto con los procesos de desinfeccién de las PTAR sufren cambios quimicos que
perjudican a la salud del rio. Ademas, Jetten et. al, 2007 [37] menciona que los valores
altos de turbidez podrian ser provocados por la existencia de intensas precipitaciones
en terrenos de facil erosién, aumentado el nivel de sélidos y este provocando un rapido
efecto en laturbidezy color del agua. Sin embargo, la fuente de alimentacién del sistema
de UF se considera como una zona con alta carga de contaminacion bioldgica patégena,
por lo que este parametro estd asociado con la presencia de bacterias y virus. La

presencia de estos compuestos nitrogenados es de vital importancia dentro del

42



ecosistema acuatico ya que, forma parte de la cadena alimenticia estimulando el
crecimiento del fitoplancton, sin embargo, un exceso de los mismos ocasiona severos
dafios en el sistema fluvial [38]. El nitrdgeno presente en sus tres formas (nitrato, nitrito
y amonio) en la zona urbana del rio Tena presentd valores que bordean LMP a excepcién
de los nitratos los cudles excedieron el limite permisible. Generalmente, en el exceso de
nitratos en los sistemas hidricos naturales se deriva principalmente de los depésitos de
estiércol de ganado, aguas servidas y fertilizantes quimicos donde, se practica una
agricultura intensiva [39]. Por otra parte, el amonio a pesar de bordear los LMP se
encuentra en una cantidad significativa (Tabla 3) debido al vertido de las aguas
residuales, las cudles contienen una fuente importante de excrementos y orina
convirtiéndose en el 50% de la fuente nitrégeno organico el mismo, que se convertira
rapidamente en nitrégeno amoniacal [40]. De acuerdo con Cardenas et. al, 2013 [40], el
amoniaco esta relacionado directamente con el ion amonio por lo que, altas cantidades

del mismo indicaria un pH alcalino como se muestra en los resultados obtenidos.

Con respecto a las cantidades de fosfatos estos resultaron estar presentes en
altas cantidades a pesar de estar dentro del rango permitido por la normativa INEN y
TULSMA. Principalmente, sus altos valores se deben a las aportaciones de las aguas
residuales como producto del uso de detergentes o como heces y orina humanas ya que,
estas estan compuestas por 3,0% y el 5,0% respectivamente por fésforo en forma de
P,05. De acuerdo con Sardifias, 2004 y Avila, 2007 [41,42] el fosfato con valores
elevados se da debido a la actividad bacteriana y de protozoarios, ya que estos son
capaces metabolizar y excretar nutrientes minerales principalmente fosfato y amonio.
Es por esta razén que la probabilidad del incremento de estos dos parametros se deba
al producto metabdlico de estos microorganismos. Asi mismo, la produccién agricolay
acuicola realizada en la ciudad de Tena y, ademas, el grado de intervencidn humana que
existe en las zonas urbanas aledafias al sitio de estudio, contribuyen en el aumento de
las concentraciones de estos nutrientes que conllevan al deterioro del sistema acuatico
dulce. Asitambién, se cuantificd la dureza del agua midiendo los minerales de calcio y
magnesio disueltos presentes en el sistema fluvial, los mismos que presentaron valores
bajos. Esto se debe a las altas precipitaciones de los bicarbonatos presentes en el agua

elevando el pH y tendiendo a la alcalinidad [43] teniendo en cuenta lo anterior
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mencionado se considera este sitio de muestreo como un agua medianamente dura que
requiere de un proceso que garantice su correcta desinfeccién. De acuerdo con varios
estudios realizados se ha evidenciado que el constante vertido de agua residual afectan
a la estructura y funcion de las comunidades microbianas nativas de los sistemas
fluviales. Haciendo referencia a los resultados obtenidos de cada uno de los pardmetros
microbianos medidos es posible corroborar la presencia de bacterias indicando
positividad en cada una de las muestras tomadas. Las descargas de aguas servidas
causan efectos negativos en los ecosistemas dulces incrementando la concentracion de
nutrientes y con ello el incremento de las concentraciones de coliformes totales,
termotolerantes y de |la especie Escherichia coli [44]; razdn por la cual, el analisis de la
calidad de agua de estos ecosistemas constituye una necesidad urgente, para garantizar
la salud de la poblacion que se sirve de las aguas fluviales del rio Tena para abastecer
diferentes actividades. Los valores de los andlisis microbiolégicos para Bacterias
Mesofilas Aerdbicas (BMA) y para coliformes totales (CT) fueron elevados incluso
superiores a los limites permitidos (Tabla 4, Figura 3) en lo que respecta al punto C2,
indicando contaminacién por desechos fecales y el vertido directo de aguas residuales.
Es importante recalcar que las concentraciones bacterianas mas altas aparecen en la
zona baja de la ciudad de Tena después de la desembocadura de la PTAR, la cual
transporta una alta carga microbiana debido a la descarga continua de aguas residuales.
Chavez et. al,2016 [45] menciona que, usualmente los tramos de los rios se utilizan como
aguas receptoras de efluentes de las PTAR, esta descarga directa de las mismas y la
contaminacién difusa hace que la calidad microbiana del agua del rio se vea gravemente
afectada. Por ejemplo, en el estudio realizado por [46] se reportd que aquellos efluentes
residuales con altas cantidades de amoniaco provocaban un mayor desarrollo de
bacterias oxidadoras de amonio, asegurando de esta manera una completa nitrificacién
en las zonas debajo de las descargas. Por otro lado, las concentraciones de nitrato en
aguas superficiales fueron altas, el exceso de este compuesto puede causar la formacién
endégena de N-nitrosocompuestos, de efectos cancerigenos, como son las
nitrosaminas, asi como, afectar significativamente en el metabolismo de las

comunidades microbianas autdctonas del rio [47].
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La calidad sanitaria del agua cruda evaluada a pesar de encontrarse bajo los LMP se
caracterizé por ser deficiente, debido a la presencia de bacterias coliformes, y posibles
microorganismos patogenos encontrados en diferentes puntos del rio Tena los mismos
que fueron descritos en trabajos anteriores realizados por el equipo de investigacion Hi-
Water. Como se menciond anteriormente, la contaminacion por coliformes fecales (CF)
se debe a los efluentes de agua residual (AR) con carga de heces y orina esto, coincide
con los propuesto por diversos autores [48], que surgieren que las aguas que reciben
ingresos de efluentes cloacales muestran una relacién directa entre coliformes fecales y
coliformes totales. De forma similar, el sitio de muestreo reporté elevadas
concentraciones de BMA, debido que los rios urbanos se encuentran dominados por
Proteobacterias gracias a las constantes descargas residuales. Asi mismo, los analisis
realizados con anterioridad por el equipo de investigacién Hi-water identificaron un
numero menor de colonias bacterianas gramnegativas y enterobacterias en zonas arriba
a la desembocadura de las AR en el rio Tena. Sin embargo, el punto de muestreo C2
reveld una gran cantidad de este tipo de microorganismos debido a la ubicaciéon urbano-
industrial de la zona en foco de estudio, ademds, de que no existe una distancia

considerable entre la desembocadura de la PTAR y el rio receptor.

De acuerdo a la zona estudiada y a su ubicacidn geografica los resultados
muestran que los aportes de las aguas residuales tratadas deficientemente perjudican
significativamente la salud del rio. De acuerdo al analisis de similitud realizado en un
estudio previo acerca de la carga de contaminacién presente en tres grupos diferentes
de muestreo a lo largo del rio Tena (Anexo 1). Estos analisis permitieron considerar a
los puntos de muestreo A2 y B2 como una zona de baja y media carga de contaminacién
respectivamente en comparacién al punto C. En el anexo 2, claramente se observa que
la concentracion de amonio, nitratos, fosfatos y hierro fueron dominantes en la zona C
ya que, sobrepasaron los LMP establecidos en el TULSMA. Es por esto también, que las
altas cargas de nutrientes encontrados en el sitio de estudio (Punto de muestreo C) la
distribucién de las comunidades microbianas patégenas fue mayoritaria en
comparacion a los otros dos sitios analizados previamente (Anexol-2). Por otra parte,
al presentar mayor carga de contaminacién quiere decir que existe en grandes

cantidades materia orgdnica en la que tanto virus (enterovirus) como bacterias
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(gsramnegativas) se adhieren en los sélidos presentes en aguas residuales y naturales

[49].

Las diferencias en la eficiencia de remocién de contaminantes emergentes y
microorganismos patdgenos observadas para todos los CPM de las membranas de UF
indican claramente que el tamafio de poro y la capa de ensuciamiento formada de cada
una son diferentes. La tabla 5indica que las membranas de 30y 10 kDa lograron reducir
las concentraciones de los contaminantes de una manera eficiente, haciendo que cada
uno de los pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos se encuentren dentro de LMP.
Sin embargo, la membrana de 100 kDa fue aquella que presento una inadecuada o
deficiente remocidén, dicho comportamiento se ve relacionado con tamafio de poro de
las membranas utilizadas ya que, en los CPM menores tanto microorganismos como
materia orgdnica-inorganica se quedaron retenidos en la superficie por efecto de la
filtracion reduciendo de esta forma las concentraciones de los contaminantes [50]. Por
ejemplo, se ha reportado en estudios anteriores que las membranas con poros mas
grandes mostraron un mayor fujo de permeado y menos ensuciamiento en lamembrana
que aquellas de un tamafio de poro menor [50]. Con respecto a contaminantes de
caracter importante para la salud del rio y la poblacién como nitratos, fosfatos y hierro
las membranas de 30 y 10 kDa aseguran una desafeccion éptima mayor a un 80%
mientras, que la membrana de 100 kDa alcanza como un maximo de desinfeccién del
50%. Sin embargo, en lo que respecta a coliformes totales ninguna de las tres
membranas logrd una remocion adecuada. Finalmente, en estudios previos realizados
en dos diferentes puntos de muestreo (A2-B2) en el rio Tena se observé una mayor
remocién de contaminantes empleando las tres membranas, debido a que fueron

consideradas como zonas de baja y media carga (Anexo 1-2).

4.2 Eficiencia del sistema de ultrafiltracion en la potabilizacion
de agua superficial
Cada uno de los parametros de fitrabilidad y las resistencias de las membranas (Tabla 8)
fueron cuantificados en base a datos experimentales y a las ecuaciones mencionadas en

la metodologia. Al determinar cada uno de estos pardmetros fue posible identificar la

eficiencia de la permeabilidad de la membrana en base al desarrollo de la torta y como
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esto interfirid en los mecanismos de bloqueo. Con el propdsito de diferenciar la
capacidad de producir agua potable en cada una de las membranas se evaluaron los
pardmetros de mayor importancia como son las resistencias de membranay de la torta,
tipos y secuencias de los mecanismos de bloqueo suscitados y el comportamiento del
flujo de permeado. La membrana de 100 kDa fue aquella que presentd mayor
resistencia en comparacion de las de 30 y 10 kDa (Tabla 9), provocando mayores efectos
en los pardmetros de filtrabilidad, flujo de permeado incluso en la permeabilidad
intrinseca de la membrana. Con respecto a la membrana de 100 kDa presenté un flujo
inicial menor (150,3 L/m?h) debido a los altos valores de resistencia de la membrana
(Tabla 9). De acuerdo al estudio realizado por Wang et. al, [21], al presentar mayor
resistencia de membrana el flujo de permeado debe ser menor, sin embargo, la
membrana de 100 kDa mostré un comportamiento distinto (Tabla 8, Figura 4), en donde
se observa mayor resistencia y mayor flujo de permeado respectivamente. Dicho
comportamiento puede deberse a la capa de bioufouling que se forma al momento de
la filtracion ya que, la fuente de alimentacidn se caracteriza por contener altas cargas de
materia organica-inorgdanica y biolégica [53]. Ademas, al emplear la membrana de 100
kDa en el proceso de filtracion se evidencia un mayor volumen de flujo inicial debido a
su mayor tamafio de poro, sin embargo, al trabajar con una muestra altamente
contaminada esta ensucia rapidamente la superficie de la membrana obstruyendo el
paso continuo del flujo. Asi también, se observd que mientras aumentaba el tiempo de
filtracion el flujo de permeado disminuia rdpidamente hasta alcanzar un flujo sostenible,
siendo la membrana de 100 kDa la que alcanzé mas rapido el estado estacionario del
flujo (Figura 4, Tabla 9). Este fendmeno esta estrechamente relacionado con el
comportamiento del flujo normalizado que se observa en la figura 5ay el inicio del flujo
sostenible el mismo, que coincide con la filtracion de torta la cual se observa que inicia
antes de llegar a los 100 mL de volumen de permeado. Esto es posible observar en la
figura 5b cuando el comportamiento de la grafica tienda a linealidad con una pendiente
positiva indicando el inicio del flujo sostenible hasta que este llegue a ser constante;
teniendo a las membranas de 100 y 10 kDa como las primeras en buscar el estado
estacionario del flujo. Por otro lado, la formacidn de la torta esta precedida por
diferentes mecanismos de bloqueo de poro los cuales, se presentan en las etapas

iniciales de los experimentos de filtracion. Wang et. al, [21] mostrd una tendencia similar
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entre a filtracidn de torta y el flujo sostenible, pero en el presente estudio la resistencia
especifica de la torta fue una variable clave (Figura 6) que estuvo también relacionada
con los dos parametros mencionados anteriormente (Figura 4, Figura 5). Con respecto a
la permeabilidad intrinseca (Figura 7) se observa un comportamiento similar al flujo de
permeado (Figura 4) en donde, la membrana de 100 kDa presenta valores mayores de
flujo de permeado a pesar, de poseer una resistencia mas alta que las membranas de 30
y 10 kDa, acoplandose a lo descrito anteriormente. De acuerdo con Qu et al., [56] el
comportamiento de la membrana de 100 kDa puede explicarse por tres posibles razones
segun lo reportado en el estudio. Una de las razones es la hidrofobicidad que poseen las
membranas de PES en donde, la materia organica extracelular secretada por los
microorganismos presentes en el agua analizada produce mayor cantidad de fouling
haciendo que exista un menor flujo de permeado en las etapas iniciales de la filtracion
para después reducir el mismo significativamente. Ademads, se describe que las
membranas que poseen poros mas grandes suelen ser mas vulnerables al bloqueo de
poro por la electrostatica de las cargas mds no, por la adsorcion de materia en la
superficie como sucede en las membranas de poro mas pequenio (30 y 10 kDa).
Finalmente, la tercera interpretacion estd relacionada con las caracteristicas de la
primera capa de la torta en formacién durante el proceso de UF. Debido a que al
aumentar el tamano de los poros el flujo de la membrana aumenta, sin embargo, si el
bioufouling de la torta se compacta para ser menos porosa y existe un arrastre de
permeado mas fuerte se produce un flujo sinuoso lo que aporta volumen al flujo de
permeado asi sea en bajas cantidades. Asi mismo, en el estudio descrito por Marshall
et. al y Qu et. al, [53,54] menciona que existe una mayor resistencia a la torta cuando
se utilizan membranas de 100 kDa del material de PES. Entonces, cuando la resistencia
de la membrana es mayor que la de la torta, la acumulacion de la materia taponante
juega un rol importante en la reduccién del flujo. Por lo tanto, en el presente trabajo la
membrana de 100 kDa, que tenia una mayor resistencia de la membrana y mayor
resistencia a la torta tuvo como resultado una mayor cantidad de flujo de permeado

durante la UF.

En relacién a cada mecanismo de bloqueo de poro ambos modelos presentaron

diferencias ya que, para coloides Unicamente la membrana de 10 kDa presentd bloqueo
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completo mientras que para el modelo polimérico todas las membranas presentaron
todos los mecanismos en la secuencia adecuada (Tabla 2). En lo que respecta al modelo
para coloides, las membranas de 100 y 30 kDa mostraron bloqueo estandar como el
inicial, seguidamente se produjo el bloqueo intermedio y como era de esperarse
finalmente la filtracion de torta (Figura 11 y 12). La membrana de 10 kDa presentd
dicho comportamiento debido al menor tamano de poro y porosidad de la superficie de
la misma, en comparacion al CPM de las otras membranas. Shen et. al, [55] describid en
su estudio que el bloqueo completo se caracteriza por ser el mecanismo principal de
ensuciamiento causado por la propiedad hidrofilica que poseen los productos
microbianos excretados. Debido a la naturaleza y al diminuto tamafio de las particulas
presentes en la muestra de agua superficial, el bloqueo estandar fue el primero en
suscitarse al inicio de la filtracién para las membranas de 100 y 30 kDa siguiendo el
modelo de coloides. Como era de esperarse, Flemming et. al, [29] mencionan que la
primera capa de torta en la superficie de la membrana puede atrapar algunas moléculas
de bajo peso molecular y mejorar la eliminacién de sustancias organicas durante la
filtracidon por membrana. Por otro lado, en lo que respecta a polimeros este presenté
todos los mecanismos de bloqueo en los tres tipos de membrana. De acuerdo con Qu et
al., [54] cuando se trata de sustancias similares a las proteinas y a los polisacaridos
presentan mayor adherencia a la superficie de la membrana ya que, la hidrofobicidad
de las membranas de PES ayuda a una retencidon mayor de estas sustancias poliméricas.
El analisis de los datos empleando las ecuaciones matematicas de ambos modelos indica
gue el bloqueo estandar dominaba el proceso de filtracion en lo que respecta a coloides,
mientras que para polimeros fue el bloqueo completo quien tuvo mayor dominancia,
ambos con una pérdida de flujo de casi el 75%. De acuerdo con Bowen et. al, [56] esta
secuencia de mecanismos de bloqueo depende de la morfologia de los poros, es decir,
su tamafio y la distribucidn de los mismos, ademas, de las caracteristicas de las particulas
del fouling depositado en la membrana. Asitambién, la presencia de los contaminantes
emergentes como iones o sales inorganicas cuantificados en este estudio (nitratos,
amoniaco, fosfatos etc.) contribuyen significativamente en el bloqueo de poro y por
ende en la tasa de pérdida de flujo, mostrando mayor porcentaje de disminucidon de flujo
en las tres membranas diferentes. Ademas, para tiempos de filtracién mas largos, existid

una transicién del mecanismo de bloqueo intermedio hacia la formacién de torta. Esta
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transicidn ocurrida en las etapas finales indica que la MON coloidal penetra mas facil en
los poros de las membranas de CPM mayor (100 kDa) influyendo asi en la velocidad de
blogueo de los poros [56]. Costa et. al [57] también sugiere que la estructura de la capa
de biofouling formado depende de la presion de funcionamiento del proceso de UF vy,
por tanto, afecta significativamente en el grado de disminuciéon de flujo. Finalmente, en
estudios previos se ha reportado que la MON influye en el comportamiento bacteriano
produciendo MOE de propiedad hidrofdbica, por lo que, va a adherirse facilmente a la

membrana y de esta manera potenciard la formacién de biofouling [58].

4.3 Formacion de biofouling durante el proceso de

ultrafiltracion de agua superficial del rio Tena

Cada uno de los parametros de filtrabilidad se ajustan a los modelos propuestos, indica
gue toda la superficie de membrana se encuentra cubierta por una primera capa de
particulas que promoveran el desarrollo del biofouling. De acuerdo con Cerén y Noyola
[58], la estructura inicial de la torta cuando se encuentra en una presion cero la filtracién
depende principalmente del tamafio, forma y estado de agregacion de las particulas
(polimeros y coloides). Los procesos de ultrafiltracién pueden ser dominados por la
concentracion de materia organica, inorganica y bioldgica presente en el agua de
alimentacion debido a la formacién de torta [59]. Estudios previos han descrito que la
materia organica presente en el efluente se caracteriza por contener grandes fracciones
de productos microbianos y virales solubles, los mismos que han sido producidos
durante el tratamiento de aguas residuales [60]. Para sistemas que trabajan con
membrana, las sustancias poliméricas extracelulares (SPE) y las células bacterianas son
considerados un componente importante en la incrustacién de particulas en la
superficie de la membrana [61]. Debido a que, estas SPE y los productos microbianos
suelen acumularse en el interior de los poros (bloqueo completo e intermedio)
contribuyen a la acumulacidn de la biomasa (Tabla 10) y permite la formacion de la torta.
De acuerdo con Herrera-Robleto et. al, [62, 63], la distribucidén de la biomasa por el 4rea
de los poros de la membrana, hace que exista un esparcimiento irregular del
ensuciamiento, creando asi una acumulacion sdlida de particulas similar a los

conglomerados. Asi mismo, mencionan que este tipo de acumulacién de la materia
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podria servir como nichos para el desarrollo de microorganismos que al encontrase en
una fase de supervivencia, son capaces de secretar en altas cantidades SPE. De acuerdo,
con los resultados obtenidos en secciones anteriores, la formacién del biofouling viene

dada por cinco etapas.

La etapa inicial es la limitacion de la membrana en la formacion del bioufouling,
en la cual, una vez que el agua de alimentacion entra en contacto con la membrana, la
superficie de esta se rodea de una nube de cargas eléctricas, las cuales por atracciones
electroestaticas provocan un bajo rendimiento en el flujo de permeado (Figura 5). Dicho
comportamiento se debe a las caracteristicas propias de la fuente de alimentacién, ya
gue, contiene grandes cantidades de sélidos y microorganismos, a diferencia de los
estudios realizados con anterioridad en zonas menos contaminadas. Seguidamente, la
segunda etapa, esta dada por la restriccidon del area de filtracidn, debido a los diferentes
mecanismos de bloqueo de poro, ambas etapas al ser parte de la fase inicial ocurren de
manera simultanea. De acuerdo, a la naturaleza de la corriente de alimentacion el
depdsito y acumulacion de las particulas en la superficie (bloqueo intermedio) y en el
interior (bloqueo estandar) afecta de igual manera al flujo de permeado, contribuyendo
significativamente en la disminucién del mismo. Los componentes causantes de estos
fendmenos pueden ser coloides o polimeros. Sin embargo, de acuerdo a los resultados
obtenidos y a los modelos matematicos aplicados al tipo de agua superficial del punto C
del rio Tena, se caracteriza por contener mayor concentracién de sustancias poliméricas.
Ademas, para este estudio se utilizaron membranas con tres diferentes CPM, en donde,
las membranas de 30 y 10 kDa fueron capaces de separar de manera mas eficiente todos
los sdlidos, coloides, polimeros y microorganismos (virus y bacterias). Finalmente, para
la culminacién de la etapa inicial se encuentra la tercera fase, la misma, que hace
referente a la colonizacidn aleatoria de las particulas en la superficie de la membrana.
En donde, la acumulacién de la materia al interior de los poros ocasiona el bloqueo
estandar, mientras que el taponamiento de los mismos provoca el bloqueo intermedio;
incrementando de esta manera el flujo local a través de cada poro de la membrana y
por ende el acopio de los sélidos en la superficie [64]. Por ejemplo, la corriente de

alimentacion que fue analizada en este estudio, se caracteriza por poseer una
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composicidn heterogénea lo cual, favorece a la colonizacidn estocastica y al desarrollo
de SPE lo que, a su vez, permite una mejor adhesion microbiana hacia la superficie de la

membrana.

4.3.1 Desarrollo de biofouling bacteriano en la potabilizacion

de agua superficial del rio Tena.

Continuando con las etapas de formacién del biofouling para este nivel, es posible
obtener una bicapa que funcionard como un prefiltro entre la materia bidtica (virus y
bacterias) y abidtica (sélidos, sales, nutrientes, MON, etc.) para después, continuar con
la formacién de la torta. A medida que el proceso de filtracién avanza, el prefiltro
formado se consolida debido a las interacciones que existen entre los microorganismos,
SPE y la materia organica-inorgdnica existente en la corriente de alimentacion. Houari
et. al, [63,64], menciona que los sdlidos y la materia hibrida presente en el agua
superficial durante la filtracidén promueven una solidificacién entre las SPE secretados
por los microorganismos y las particulas (sélidos) en la superficie de la membrana.
Estudios realizados acerca de la estructura de la matriz del biofilm ha evidenciado que
presenta canales, por los cuales, permite el flujo de agua, nutrientes y oxigeno
permitiendo la existencia y supervivencia de ciertos microorganismos [65]. En estudios
realizados con anterioridad sobre una zona pristina del rio Tena se observé bajas
cantidades de biomasa bacteriana, sin embargo, esta investigacion presenté altas
concentraciones de biomasa (Tabla 10) y nimero de UFC (Tabla 4, Figura 3) presentes
en aguas con alta carga de contaminantes, contribuyendo de esta forma
significativamente la formacion de la torta. Las biopeliculas bacterianas, se encuentran
presentes en los sistemas de tratamiento de aguas residuales albergando
microorganismos patdgenos, es por esta razén que la zona foco de estudio (Punto C2)
al recibir continuamente un efluente de aguas residuales se espera que contenga
grandes cantidades de especies bacterianas. Ademas, gracias a los altos valores de
acumulacién de biomasa que experimentaron las membranas de 30 y 10 kDa, se
esperaria que la formacién del biofouling en estas dos membranas sea densa y cubierta
en su gran mayoria por SPE. Este hecho, puede verse relacionado en los trabajos de Lasa

et. al, [64] y Nazar J., 2007 [65] donde mencionan, que las bacterias gramnegativas
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(caracteristicas de las aguas residuales) gracias a sus flagelos y fimbrias son capaces de
iniciar la adherencia primaria hacia la superficie, para después formar una microcolonia
en la parte superior de la membrana y empezar a secretar un exopolisacarido que sera
el constituyente principal de la matriz del biofilm. En este estudio es posible evidenciar
qgue en el proceso de filtracion de torta el flujo de permeado alcanza el estado
estacionario sin experimentar cambios abruptos, lo cual, podria ser un claro indicador
que el biofouling ha alcanzado su equilibrio estructural. Las figuras 8 y 9 presentan los
resultados obtenidos al aplicar los modelos de acumulacién de particulas, en donde es
posible observar que la dimension fractal de a torta ha alcanzado una estructura
tridimensional con porosidades muy bajas; indicando que la membrana de 30 kDa fue
aquella que experimentd una mayor tasa de acumulacidon de biomasa por cada hora de
filtracion (Tabla 12). Se espera que, a mayores volumenes de filtracion, se formen
biopeliculas con una matriz tridimensional mucho mas estructurada. Sin embargo, este
proceso consumira mas tiempo de filtracién debido, a la cantidad de particulas y
microorganismos presentes en la corriente de alimentacién al ser considerada como una

zona de alta carga.

4.3.2 Regulacion del proceso de formacion del biofouling

bacteriano

Diversos estudios experimentales sugieren que el proceso de desarrollo del bioufouling
finalice con la etapa de la actividad de sincronizacidon bacteriana, llamada quorum
sensing [66,67]. Las biopeliculas formadas gracias a la interaccidon entre las multiples
concentraciones de microorganismos y la materia presente en la corriente de
alimentacion analizada (Punto C2), permiten la formacion de la estructura de la torta.
Ademas, de albergar especies bacterianas que serdn capaces de realizar el proceso de
autoinduccion o quorum sensig. En este estudio, al presentar una colonizacién
bacteriana considerable adherida en la superficie de la membrana (Figura 3), las
bacterias requerirdn de sefales quimicas que les permita comunicarse entre ellas y
sobrevivir. De acuerdo con Shrout y Nerenberg, 2012 [66], el proceso de quorum-
sensing es realizado por cada bacteria que se une a una superficie sdlida, en este caso la

membrana de PES, para después, producir una molécula sefal, de tal manera que
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mientras mas bacterias se unan, se incrementara la concentracion local de esta sefial.
También, Nazar J., 2007 [65] menciona, que este sistema es considerado un mecanismo
de regulacion que depende de la acumulacidon bacteriana para enviar sefales en el
medio ambiente de la biopelicula formada, que permita a las bacterias apreciar la
densidad de la poblacidn existente a su alrededor. Esta técnica de autoinduccién, desata
una cascada de reguladores la cual, inicia con la producciéon de senales quimicas
extracelulares (autoinductores), que son detectados por los receptores de las demas
células bacterianas, que afectan a genes de expresion y, por ende, al comportamiento
fisioldogico de las comunidades microbianas presentes [65, 66, 67]. Dichos
autoinductores, varian dependiendo del tipo de bacterias (grampositvas vy
gramnegativas) presentes en la corriente de alimentacidn. Los resultados determinados
en este estudio (Figura 3), indican que las muestras de agua superficial pertenecientes
a la zona urbana del rio Tena se componen por bacterias grampositivas y en su mayoria
gramnegativas debido a la presencia del efluente de la PTAR en el drea de estudio. Es
por esta razén, que los principales autoinductores secretados corresponderian a
acilhomoserina lactona (AHL) en bacterias gramnegativas y autoinducer-2 (Al-2) en
ambas bacterias [67,687]. Las colonias microbianas utilizan esta técnica para compartir
sefiales a medida que las bacterias crecen y la poblacién aumenta, generando una
especie de sociomicrobiologia para la formacidn de biopeliculas y virulencia [69,70]. Por
ejemplo, en un estudio con P. aeruginosa demostrd que el desarrollo del biofilm esta
regulado por un proceso del autoinductor AHL, mientras que, para E. coliy V. cholerae
se han determinado otros reguladores como CsrA y CytR respectivamente [70]. Debido
al efluente de agua residual en la zona de estudio, se esperaria encontrar los mismos
resultados mencionados anteriormente debido a la presencia de este tipo de bacterias.
Por otro lado, se ha desarrollado un nuevo pretratamiento el cual, implica
modificaciones en la expresidon genética de las bacterias, con el propdsito de controlar
o disminuir la formacién de biofouling. El quorum quenching es una técnica que esta
basada en el blogueo de la sintesis de sefales empleando la degradacién enzimatica o
interfiriendo en la recepcidn de la sefial quimica secretada [70]. Actualmente, este
proceso no es aplicado a nivel industrial sin embargo es una técnica prometedora para
solventar y mejorar las desventajas que provoca el rendimiento del sistema frente a la

formacion del biofouling.
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4.3.3 Persistencia de virus en la formacion del biofouling

durante la ultrafiltracion de agua superficial del rio Tena

Una de los principales objetivos del proceso de ultrafiltracion del agua superficial del rio
Tena es eliminar patdgenos tanto microbianos como virales de una manera eficiente con
el propdsito de obtener agua potable y asi minimizar los riesgos de salud publica. Se
conoce que los virus presentes en las PTAR suelen ser muy abundantes,
aproximadamente 108 a 10° particulas similares a virus por cada mL de agua residual
[71]. Es por tal razdn, que es importante determinar la influencia de las concentraciones
virales en la formacién de las biopeliculas, ya que, el area de estudio (Punto C) recibe
constantemente un efluente de agua residual influenciando significativamente en este
proceso. En este apartado, se muestra que las concentraciones virales en el desarrollo
del biofilm también, resultan ser un factor importante al igual que el analisis microbiano.
Como se menciond en secciones anteriores, las superficies de las membranas estan
cubiertas con biopeliculas que ofrecen sitios de adsorcién para sdlidos, coloides,
sustancias poliméricas, pero también para patdégenos entéricos, incluidos virus y
protozoos [72]. El bioufouling formado en la membrana principalmente por colonias
bacterianas podria considerarse también como un habitat propicio para las entidades
viricas, ya que, para cumplir su ciclo litico o lisogénico Unicamente necesita interactuar
con la maquinaria metabdlica de un huésped bacteriano. Si esta interaccidén entre los
patégenos viricos y las biopeliculas formadas por bacterias producirian la inactivacién
de virus patégenos podria considerarse un tratamiento eficiente de agua. Sin embargo,
Skraber et. al, [68], describe en su estudio que los microorganismos asociados al
bioufouling pueden desprenderse de la superficie en el arrastre del flujo de permeado
por lo que, causaria a una posible liberacién de los patdégenos del sistema de
desinfeccion. Es por esto que, el uso de la ultrafiltracion para eliminar virus de las aguas
residuales se encuentra limitado por su diminuto tamafio y el tamafio del poro de las
membranas que es relativamente mas grande que los virus [69]. En otro estudio, se
observé una disminucidn de la permeabilidad de la membrana debido a la gran cantidad
de microorganismos presentes en la corriente de alimentacién. Es por tal razén, que si
se requiere de una total eliminacion de patégenos Zadrow et. al, 2009 [71], sugiere

disminuir el tamafio de poros y aumentar las fuerzas repulsivas ejercidas por las
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bioincrustaciones. Por ejemplo, varios estudios describen que los patdégenos entéricos,
mismos que son caracteristicos de habitar en aguas residuales, son capaces de sobrevivir
mas tiempo cuando se asocian con materia organica que cuando se encuentran libres
en el flujo de agua del sistema natural [73, 74]. En este contexto, el efecto de proteccion
que brinda la biopelicula puede lograr la persistencia de los patégenos virales dentro del
biofilm. Sin embargo, este comportamiento Unicamente sucedera si las concentraciones
de las bacterias fecales disminuyen dentro de las biopeliculas, ya que su presencia por
un largo periodo de tiempo puede reducir su cultivabilidad [72]. Por otro lado, si este no
es el caso se corre el riesgo que los virus viajen desde la superficie de la membrana hacia
el fujo de permeado comprometiendo la salud de la poblacidon. Teniendo en cuenta lo
mencionado previamente, los resultados microbiolégicos de este estudio (Figura 3) y la
corriente de alimentacion del sistema de UF (alta carga) se esperaria que los resultados
posteriores fueran positivos para la persistencia de virus entéricos en este tipo de
muestras de agua superficial. Finalmente, investigaciones mecanicistas recientes
determinaron que el aumento de la eliminacién de los virus solo fue posible gracias a la
disminucion del tamafio de los poros y las fuerzas de interaccién virus-membrana [75].
Este tipo de energias entre ambos componentes (virus-membrana) evitan que los virus
entre al interior de los poros de la membrana incluso, si estos son de mayor tamafio del
virus [76]. Esta técnica se realiza modificando las fuerzas de interaccidn a través del pH,
fuerzaidnica y tipos de iones, haciendo que las particulas virales presentes en el flujo de
agua sean succionadas hacia la membrana impidiendo el paso hacia el flujo de
permeado [77,78]. Cabe recalcar, que este tipo de herramientas no se han aplicado a

nivel industrial, sin embargo, son opciones factibles y viables para estudios posteriores.

4.3.4 Andlisis de la presencia de comunidades bacterianas en el

bioufouling mediante deteccion molecular

La presencia de las bandas amplificadas en la figura 13, ayudan a argumentar que los
resultados de los andlisis moleculares estan estrechamente relacionados con los
resultados microbioldgicos obtenidos (Figura 3) y la formacién de la biopelicula a partir
de la colonizacién bacteriana en la superficie de la membrana de UF. Las PTAR son

considerados depdsitos de gran cantidad de bacterias, es por eso, que en el presente

56



estudio se evidencié el impacto de los efluentes en aguas abajo a la descarga de las
aguas residuales. El analisis tanto de los experimentos microbiolégicos y moleculares
reveld que el agua superficial de la zona urbana (Punto C2) estda compuesta en su
mayoria por comunidades bacterianas pertenecientes a coliformes fecales y
termotolerantes. Siguiendo el estudio de Drury et. al, 2013, [79] describe que en
sistemas urbanos y semiurbanos existe gran abundancia de Proteobacterias y
Bacteroides, las mismas que al recibir un efluente de la PTAR su estructura bioldgica se
modifica y la abundancia y diversidad bacteriana se reduce significativamente. En esta
investigacion se empled la técnica de PCR utilizando cebadores especificos para la
deteccion del gen que codifica para la subunidad 16S del rARN de las bacterias. Aunque
estd técnica por si sola no permita establecer la especie del organismo analizado, pero
si confirmar su presencia, es posible asumir que tipo de microorganismos bacterianos
contiene el bioufouling, gracias a los resultados fisicoquimicos, microbiolégicos y
tasacion de biomasa bacteriana acumulada obtenidos anteriormente. Sin embargo, es

importante mencionar que se requieren estudios posteriores acerca de este tema.

En este contexto, fue posible obtener bandas de alta calidad e intensidad para
las tres membranas (CPM: 100, 30 Y 10 kDa) confirmando de esta manera la ocurrencia
y prevalencia de bacterias tanto en la corriente de alimentaciéon como en la contribucién
al desarrollo del biofouling (Figura 13). De acuerdo a la bibliografia [78, 80], al tratarse
de la muestra de agua superficial que contiene alta cargas de contaminantes
emergentes y bioldgicos la amplificacion de bacterias gramnegativas de los géneros:
Bacteroides (Flavobacteria, Sphingobacteria y Cythophagia) y Proteobacterias (E. coli,
Salmonella, V. Helicobacer y Neisseria) es muy comun que amplifique sus fragmentos de
ADNbc entre 670pb y 1500pb respectivamente (Figura 13). Las Proteobacterias son
consideradas bacterias heterdtrofas capaces de degradar compuestos organicos de alto
peso molecular [81]. Por lo tanto, cuando existe mayor abundancia de este género en el
sitio urbano indica, que podria haber sido resultado de la adicion de altas
concentraciones exdgenas de compuestos perjudiciales contenidos en la PTAR hacia el
sistema de agua dulce natural. Debido a las caracteristicas fisicoquimicas analizadas
(Tabla 3) es probable también, que el efluente de agua residual haya cambiado

significativamente la diversidad autéctona bacteriana, con el propdsito de que estas se
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adapten a nuevas condiciones bruscas como: la excesiva presencia de nitrato y amonio.
De acuerdo al estudio realizado por Druy et. al, 2013 [79] en presencia de un flujo
constante de agua residual la composicion de las comunidades bacterianas en las zonas
aguas abajo a la desembocadura se observa un aumento significativo en la abundancia
en el filo de bacterias de Nitrospirae. Las especies de Nitrospira son bacterias
gramnegativas que se encargan de catalizar el proceso de nitrificacién oxidando al nitrito
presente en agua dulce, perjudicando la salud del mismo [82]. Asi mismo, gracias a los
analisis microbioldgicos se determiné que en el sitio de estudio domina la concentracién
de bacterias coliformes, indicando de esta manera que existe una alta contaminacion
fecal en el cuerpo de agua estudiado. Estos resultados revelan que las bandas obtenidas
en el andlisis molecular confirmarian la existencia de las Enterobacteriace (bacterias
coliformes). Si bien es cierto, muchas bacterias pertenecientes a este género son
inofensivas, sin embargo E. coli es capaz de causar diversas enfermedades en los seres
humanos cuando estd en contacto con toxinas patogenas provenientes de las descargas

residuales [83].

4.3.5 Analisis de la presencia de virus entéricos presentes en el

biofouling mediante deteccion molecular

Como ya se ha descrito anteriormente, las aguas residuales son una fuente importante
de propagacién de microorganismos patdgenos en el medio acuatico de agua dulce.
Aproximadamente existen 140 tipos de virus que son capaces de contaminar los cursos
de agua, sin embargo, el género enterovirus son los detectados con mayor frecuencia
[84]. Los virus entéricos son mas importantes en términos de patogenicidad, ya que,
frecuentemente son aislados de agua contaminada con heces y de aguas residuales sin
tratar o con un tratamiento deficiente [85]. En el presente estudio, fue posible
determinar la presencia positiva de adenovirus en la muestra de agua analizada (Figura
14) mediante la técnica de PCR convencional. A pesar, de que dicha técnica no permita
identificar con mayor especificidad que serotipo de Adenovirus prevalece en la zona
urbana del rio Tena, gracias a los cebadores y bibliografia es posible hipotetizar los

resultados. Cabe recalcar, que estos resultados proporcionan informacién base
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primordial sobre los virus que circulan en esta zona, siendo de gran ayuda para futuras

exploraciones.

Dentro de este contexto, la figura 14 presenta bandas sutiles (140 — 160 pb) en lo que
respecta a las membranas de 30 y 10 kDa. Debido a que estas membranas también
demostraron mayor capacidad de retencién de biomasa bacteriana (Tabla 10) y mayor
prevalencia de microorganismos (BMA y Coliformes) (Tabla 4), dando como primera
explicacion la amplificaciéon de Adenovirus (HAdV) Unicamente en estos dos carriles.
Debido a que, los adenovirus son considerados indicadores alternativos de
contaminacién fecal en los ambientes acudticos [90]. Es por esta razén que, Rigotto et.
al, 2009 [85], indica que en varios estudios se ha demostrado la presencia de HAdV en
varias fuentes de muestras de agua, principalmente en aguas residuales y agua de rio;
debido a que, las condiciones fisicoquimicas y microbiolégicas imperantes del sistema
natural han sido perturbadas por efecto antropogénico. Teniendo en cuenta los
resultados fisicoquimicos y microbioldgicos realizados en la presente investigacién, se
considera que existe una gran proporcién de virus (HAdV) en las muestras de agua
superficial examinadas. Sin embargo, al presentar bandas débiles (Figura 14) es muy
probable que Unicamente se haya amplificado los fragmentos de ADN bicatenario de
Adenovirus mas no, el ADN completo. Kuo et. al, 2010 y Papavenkis et. al, 2005 [87,88]
mencionan que esto puede suceder generalmente cuando se trabaja con aguas negras
(aguas contaminadas por aguas residuales) ya que estas, contienen grandes cantidades
de compuestos organicos que pueden interferir con la adsorcién del virus a la superficie
de la membrana. Ademds, se conoce que una gran proporcién de virus que se
encuentran contenidos en aguas residuales estan asociadas a sélidos, lo que provoca
limitaciones técnicas significativas en el proceso de UF debido a la elucién incompleta
del virus [89,90]. Segun Kuo et. al, [87], cuando la extraccién y amplificacién del ADNbc
del HAdV se realiza a partir de un medio de cultivo, este suele presentar bandas en 400
pb aproximadamente. Sin embargo, el estudio realizado por Santos et. al, 2004 [89]
determind dos fragmentos que muestran 191 pb y 110 pb sugiriendo de esta forma, la
presencia de virus entérico (HAdV) al igual que en este estudio por la naturaleza de la

muestra analizada.
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Asi mismo, los sdélidos en suspensidon y la materia organica coloidal disuelta en la
corriente de alimentacion pueden obstruir el filtro de membrana y competir con los
virus por los sitios de adsorcidn, lo que conduce a una disminucion de la eficiencia de la
adsorcién de las particulas de HAdV [90]. Por otra parte, la carga electrostatica de los
adenovirus es negativa y las membranas de PES son hidrofébicas, haciendo que los virus
no sean retenidos de una manera eficiente en la superficie de membranay provocando
su paso hacia el flujo de permeado. Ademas, del mayor tamafio de los poros y las fuerzas
electrostaticas ejercidas en la membrana, es aceptable que la membrana de 100 kDa no
amplifique ninguna banda ya que, es muy posible que los virus hayan sobrepasado la
membrana hacia el flujo de permeado. Este panorama, provoca problemas en la
desinfeccion, pues no esta siendo dptima en el proceso de UF para generar la
potabilizaciéon de agua. Estos virus (HAdV), usualmente cumplen una ruta fecal-oral y
generalmente son excretados en las heces humanas, las mismas que seran
transportadas hacia las PTAR, para después volver a ingresar al sistema hidrico natural
como una descarga de agua residual; que en su mayoria son empleadas en diferentes
actividades, comprometiendo a la salud de los habitantes. Dentro de este contexto,
surge una nueva hipdtesis sobre los resultados encontrados (Figura 14l) puesto que, si
los HAdV cumplen la ruta antes mencionada, la probabilidad de encontrar en esta
investigacion adenovirus del serotipo HAdV-40 y HAdV-41 F es alta; ya que, estos son
patégenos virales de origen humano causantes de la gastroenteritis [91]. Es por esta
razén, que para obtener un correcto analisis de calidad de agua emplear virus entéricos
como indicadores de contaminacidn severa en ambientes acuaticos es la mejor opcion.
Debido a que se ha demostrado que los HAdV son 60 veces mas resistentes a la radiacién
UV y a toda clase de desinfecciones realizadas en las PTAR, permaneciendo infeccioso
por largos periodos de tiempo [92]. Otra hipdtesis planteada, estd relacionada con los
desbordes de los alcantarillados en las zonas urbanas y semiurbanas. En donde, al existir
altas precipitaciones se combinan aguas pluviales y aguas residuales sin tratar
contribuyendo a altas concentraciones de patdgenos transmitidos por el agua,
especialmente virus [95]. Este comportamiento describe Fong et. al, 2009 [91], que
sucede en las ciudades antiguas de Michigan al igual que en la ciudad de Tena, ya que
ambos lugares presentan eventos de alta precipitacidon los cuales, podrian ser los

principales contribuyentes a la contaminacidon microbiana de las aguas superficiales.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Después de haber evaluado la capacidad del proceso de UF a partir de agua superficial
de un sistema fluvial urbano que recibe periédicamente un efluente de agua residual,
se considera que la aplicaciéon de UF directa resulta ser una alternativa efectiva pero no
completa en la remocioén de contaminantes. La UF se considera un proceso prometedor
para la potabilizacion de agua Unicamente si esta contiene bajas concentraciones de

contaminantes.

Se determind las concentraciones de parametros fisicoquimicos y UFC de
bacterias pertenecientes a las muestras de agua superficial de alta carga, empleando
membranas con diferentes CPM (100, 30 y 10 kDa). Todos los parametros analizados en
el Punto C1 antes de la descarga de agua residual no cumplieron con los LMP propuestos
por la legislacion ecuatoriana establecidos por el TULSMA. Sin embargo, al aplicar la UF
empleando las membranas de 30 y 10 kDa la remocién de contaminantes alcanzé entre
un 70% y 80%, obteniendo concentraciones que bordeaban los estandares permitidos
establecidos por el INEN. Sin embargo, la membrana de 100 kDa unicamente alcanzé
una remocion del 50% para BMA, mientras que ninguna de las tres membranas logré

una remocion completa de coliformes fecales presentes en el agua superficial.

El fouling formado en la superficie de la membrana se determinéd como el
principal problema y desventaja en el proceso de UF ya que, la formacién de esta
biopelicula reduce el volumen de permeado y ensucia mas rapido la membrana; lo cual,
se ve reflejado en mayor gasto energético y por ende los costos de mantenimiento
aumentan. Los andlisis de desarrollo del fouling se realizaron utilizando las tres
diferentes membranas (CPM: 100, 30 y 10 kDa). En donde, fue posible demostrar que
aquellas membranas que poseen un CPM menor (30 y 10 kDa) presentaron mayor
ensuciamiento, el tiempo de formacién de la torta fue menor y por consiguiente
presentaron una disminucion en el flujo de permeado en comparacion con la membrana
de 100 kDa. Por otro lado, la membrana de 100 kDa no logré una desinfeccidn dptima
de los contaminantes, pero, en términos de los pardmetros de UF esta obtuvo un mayor
rendimiento debido a fue la Unica membrana con tasas bajas de la pérdida de flujo.
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El analisis de los mecanismos de poro suscitados en cada membrana de UF
permitié mejorar la comprension de la secuencia de los mismos y el comportamiento de
las interacciones de la materia (coloides y polimeros) y la membrana. Se determind que
el modelo matematico de polimeros fue aquel que presentd un mejor comportamiento
ya que, las tres membranas exhibieron todos los mecanismos de bloqueo de poro en el
orden propuesto (Bloqueos: Completo, Estandar, Intermedio y Formacion de torta).
Mientras, que el modelo para coloides Unicamente presento bloqueo completo en la
membrana de 10 kDa. Para cada uno de los modelos, existié un mecanismo que dominé
todo el proceso de UF, en lo que respecta al modelo de coloides fue el mecanismo de
blogueo de poro estandar, mientras que para el modelo de polimeros fue el completo,

ambos, con una pérdida de flujo de permeado del 75%.

Asi mismo, se concluye que el parametro de la permeabilidad de la membrana 'y
la secuencia de los mecanismos de bloqueo de poro dependerdn de las caracteristicas
de la corriente de alimentacién y del tamano de poro de la membrana. Al analizar una
muestra de agua superficial de alta carga debido, a las descargas de aguas residuales se
observd, que las membranas de 30 y 10 kDa tuvieron mayor capacidad de formar
fouling, sin embargo, presentaron menor permeabilidad. La formacidon de este
bioufouling esta estrechamente relacionada con las altas concentraciones de colonias
microbianas adheridas a la superficie de la membrana, provocando el rapido
taponamiento de los poros. También, al presentar bioincrustaciones dominadas por
bacterias se deduce, que la mayoria de biofouling formado en el proceso de UF contiene

en altas cantidades sustancias poliméricas excretadas (SPE) por estos microorganismos.

En este estudio se reporta que la naturaleza de la corriente de alimentacién (alta
carga) influye de manera significativa en la formacion del bioufouling, sobre todo en las
etapas iniciales. Al tratarse de agua superficial con abundancia de sdlidos, materia
organica-inorganica, coloides y polimeros previo a la formacién de torta, se desarrolla
un prefiltro en donde, los microorganismos bacterianos seran capaces de adherirse para
después iniciar con la secrecion de SPE y con la sefalizacién quimica para dar inicio al
Quorum sensing y a la formaciéon de la torta hasta alcanzar una estructura

tridimensional.
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Finalmente, gracias a la deteccién molecular fue posible determinar la ocurrencia
y prevalencia de comunidades bacterianas y virus entéricos contenidos en el
bioufouling. Debido a las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas determinadas
en esta investigacion se concluye, de manera previa a la secuenciacién metagendmica
que el bioufouling depositado en las membranas es posible que contenga bacterias
patégenas debido a la presencia de microorganismos indicadores. Ademas, los
resultados obtenidos sugieren también que el efluente de la PTAR tiene el potencial de
reducir la variabilidad autdctona del rio Tena. Es decir, gracias a las altas cantidades de
nitratos y amonio incorporados por esta descarga es posible encontrar también
bacterias del género Nitrospirae, causando la homogeneizacidn biédtica y perjudicando
a salud del rio. Con respecto a los virus entéricos analizados, se determiné que los
principales indicadores de contaminacion fecal son los Adenovirus (HdTV) para los
cuadles se obtuvieron resultados positivos, encontrandose en el bioufouling formado en
las membranas de 30 y 10 kDa. También, las bandas tenues se infieren a la existencia de
fragmentos de ADNbc de HATV debido, a las altas concentraciones de sélidos, coloides
y acidos humicos, los cuales limitan la adsorcidon de los virus hacia la membrana. Asi
mismo, al describir la ruta fecal-oral del Adenovirus se cree que los fragmentos

identificados corresponden a los serotipos HATV-40 y HATV-41.

5.2 Recomendaciones

Con respecto a la eficiencia del sistema de UF los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos cuantificados en el agua superficial de la zona urbana del rio Tena no
fueron removidos al 100% con ninguna de las tres membranas (CPM: 100, 30 y 10 kDa)
a pesar, de que si disminuyeron notablemente su concentracion. Es por esto, que se
recomienda el uso de un sistema de pretratamiento de la muestra antes de ser sometida
al sistema de UF o0 a su vez, establecer una estrategia de postratamiento del agua filtrada
antes de ser empleada en las diversas actividades humanas. Con el objetivo de prevenir
enfermedades en la poblacién que reside en zonas aledafias al curso fluvial de agua
dulce. También, es recomendable montar una fase previa de tratamiento de la muestra
para reducir el desarrollo del fouling, aumentar el periodo de vida util de la membrana

y reducir costos en mantenimiento.
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De acuerdo a los analisis moleculares, es necesario e importante continuar los
experimentos con técnicas dmicas como, la secuenciacién metagendémica de los
fragmentos de 16s y HATV encontrados. Dichos resultados permitirdn confirmar que la
biomasa calculada en el presente estudio pertenece a colonias bacterianasy a particulas
virales con importancia de patogenicidad humana. Cabe recalcar, que los resultados
obtenidos mediante PCR y electroforesis son de gran ayuda para iniciar un proceso
exploratorio en una zona en la que no se ha realizado ninguna investigacion similar. Asi
mismo, para obtener mejores resultados en la seccion de biologia molecular se
recomienda, realizar un cultivo del sedimento adherido a la membrana y asi evitar la
presencia de inhibidores en la amplificacién, que pueden ser provenientes de los
materiales de la membrana. Finalmente, es de vital importancia continuar con el andlisis
del viroma de las aguas superficiales del rio Tena ubicadas zonas abajo de la descarga

de la PTAR, debido a la presencia elevada de bacterias del género Enterobacteriaceae.

Para estudios posteriores, se recomienda realizar la toma de datos fisicoquimicos
y microbioldgicos en diferentes estaciones meteoroldgicas (invierno o verano) para
evaluar los cambios en la naturaleza de la corriente de alimentacién y evaluar el
funcionamiento del sistema de UF. También, es recomendable cuantificar el caudal en
cada toma de la muestra de agua superficial del rio Tena, sobre todo si el estudio se

realiza en lugares que tienden a presentar fuertes precipitaciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Area de estudio con puntos de muestreo A (Zona pristina), B (Zona semiurbana) y C (Zona urbana).

Area de estudio
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Fuente: Estudio realizado por el grupo de Investigacion Hi-Water Punto A: Diaz L.; Punto B: Urresta G.; Punto C: Tello S.
Muestreo comprendido entre marzo-2019 y marzo 2020. Realizado y editado por Guaman S.
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Anexo 2. Caracterizacion fisicoquimica de los puntos de muestreo a lo largo del rio Tena

A-C.
Parametros (SI) | Unidades | Muestra Punto A Punto B Punto C LMP 2 Norma
In Situ, nefelometria
R Natural £
Temperatura (°c) 32 21.93 +0.58 22.93+0.48 23.4+0.1 TULSMA
3 grados
Conductividad ps cm? 32 31.00+1.00 37.44 £0.58 30.33+1.58 NA NE
pH Und 32 7.59+0.23 6.696 + 0.18 7.957 £0.14 6a9 TULSMA
Turbidez NTU 32 5.07+0.26 5.07+0.78 12.7£2.272 100.0 TULSMA
Hazen,
Color Pt/Co 32 29.00+2.65 | 24.67 £3.024 53+7.70 100 TULSMA
Nutrientes
0.004 + 0.006 +
Nitritos ® mgL? 32 0.004 + 0.001 1.0 TULSMA
0.001 0.002
] 4 0.580 +
Nitratos mgL 32 0.082 0.57+0.114 0.6+0.123 10.0 TULSMA
3 4 0.133
Amoniaco mgL 32 0.015 0.517 £0.143 | 0.437 £0.08 1.0 TULSMA
4 0.267 +
Fosfatos mglL 32 0.032 0.237 £ 0.067 0.35+0.11 0.1 TULSMA
Metales y Dureza
Manganeso mglL? 32 0.01+0.001 0.027 £ 0.005 0.03 £ 0.009 0.1 TULSMA
Hierro mglL? 32 0.16 £ 0.01 0.477 £ 0.085 0.21 £ 0.067 0.3 TULSMA
11.72
Dureza Ca mgL? 32 6.69 + 0.60 9.34+£1.376 0.885 500 TULSMA
Dureza Mg mglL? 32 1.90+0.13 2.16 £ 0.226 2.57+0.27 500 TULSMA
Microbioldgicos
11.7x10° +
BMA UFC- mL? 6 1.1x10% + 29 | 18.5x10% + 3670 2;(3(1) NA NE
Coliformes 4
UFC-mL 6 <1 60+ 12.23 440+ 78.42 <3000 | TULSMA
totales

@ Limite maximo permisible para aguas de consumo humano y uso doméstico, que Unicamente
requieran tratamiento convencional.

b El limite de deteccién para nitritos fue de 0.002 mgLX. NA: valor no asignado. NE: no establecido. BLD:

bajo el limite de deteccidn.
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Anexo 3. Concentracién de bacterias mesdfilas aerobias y coliformes totales en los
puntos de muestreo A-C.

Bacterias Mesdflias Aerobias (UFC/mL) Coliformes Totales (UFC/mL)
500 -
20000 A
400 -
15000 -
-
c 300 A
S
O
L 10000 -
= 200 -
5000 - o
0 0
A B c D A B s D

Puntos de Muestreo
Fuente: Estudio realizado por el equipo de investigacién Hi-Water. A: Diaz L.; B: Urresta G; C:

Tello S.; D: Guerra P. Punto D: No es analizado en el presente estudio por su ubicacion geografica
(Rio Pano, Tena-Archidona).
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Anexo 4. Amplificacion por PCR convencional de ADNg a partir de seis membranas de
PES (CPM: 100, 30 y 10 kDa), visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1% en
TBE.
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