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RESUMEN

La desinfeccion del agua en la actualidad es uno de los temas de mayor,
importancia, debido a que con procesos de desinfeccion adecuados se podria
disminuir las infecciones intestinales y las numerosas muertes que son atribuidas
al funcionamiento inadecuado de los sistemas de abastecimiento de agua. Para
evitar estas consecuencias se ha venido investigando procesos adecuados para el
tratamiento del agua potable, entre los cuales se ha encontrado la cloracion, la
cual a pesar de sus grandes ventajas, en presencia de materia organica hay la
formacion de productos de desinfeccion (DBPs) como los trihalometanos, los
cuales han sido reportados por la OMS como sustancias potencialmente
cancerigenas y mutagénicas. Por estas razones, se han buscado nuevas
alternativas o procesos complementarios para el tratamiento del agua encontrando
en los procesos de oxidacién avanzada una alternativa eficiente en la remocién de

materia organica y a su vez en la inactivacion de microorganismos.

En este trabajo se evalla la eficiencia del proceso foto- Fenton para la inactivaciéon
de las bacterias: Salmonella typhimurium, Escherichia coli y Shigella sonnei a
escala piloto en reactores CPC, tanto en agua destilada como en agua dopada
con acidos humicos utilizando bajas concentraciones de hierro y peréxido de
hidrogeno a pH cercano a la neutralidad. Ademés bajo estas mismas condiciones
se evalla el proceso de desinfeccion de las tres bacterias al estar mezcladas en
solucién utilizando dos concentraciones diferentes de acidos humicos. Los
resultados muestran que utilizando el proceso foto-Fenton se obtiene una
disminucion considerable en la concentracidn inicial de las bacterias, en donde la
Salmonella typhimurium presenté una mayor resistencia. Cuando el agua fue
dopada con acidos humicos se pudo observar un retardo en el proceso de
inactivacion de las bacterias y la capacidad del proceso foto-Fenton para degradar

los acidos humicos en presencia de las bacterias se ve disminuida.



1. INTRODUCCION

El agua es uno de los elementos naturales indispensables para el desarrollo de la
vida y de las actividades humanas, debido a que es practicamente imposible llevar
a cabo las actividades diarias sin que esta esté presente. Segun informes del
World Resources Institute se conoce que muy poca agua es utilizada para el
consumo del hombre, ya que el 97% es agua de mar, el 2% es hielo y esta en los
polos y solo el 1% del agua de todo el planeta es dulce y se encuentra en lagos,
rios y mantos subterrdneos. Ademas solo el 0.4% esta disponible y puede ser

tratada para ser consumida sin riesgo en la salud por los seres humanos [1].

Sin embargo, debido al crecimiento de la poblacion a nivel mundial y al aumento
del uso del agua para diferentes actividades se ha incrementado el nivel de
contaminacion, lo cual esta relacionado con los desechos de origen doméstico e
industrial a los cuerpos de agua. En el caso de los residuos de origen doméstico,
la carga contaminante estd representada por altos porcentajes de materia
organica y microorganismos de origen fecal. Estos microorganismos son
causantes de enfermedades de origen hidrico, que generan altos porcentajes de
morbi-mortalidad en la poblacion. Las dolencias relacionadas con el agua afectan
principalmente a las personas de escasos recursos en los paises en via de
desarrollo [2]. Por tanto se estima que a nivel mundial el 90% de las enfermedades
asociadas al suministro de agua domestica se relacionan con agentes microbianos

y solo cerca del 10% con agentes quimicos [3].

Debido a que el agua se encuentra distribuida no equitativamente en la poblacién,
el porcentaje mas alto de esta que vive sin el suministro de agua con el
tratamiento basico se encuentra en zonas rurales de paises en via de desarrollo.
En las regiones del tercer mundo y en los paises en vias de desarrollo como
Colombia, esta problematica se ha visto agravada en los ultimos 10 afios, ya que
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la disponibilidad de agua potable ha decrecido en un 35% por el tratamiento

insuficiente del agua residual [4].

Para lograr la eliminacién total o parcial de microorganismos patdgenos y de
desechos quimicos de las aguas de consumo se han venido utilizando diferentes
tecnologias tales como plantas de tratamiento bioldgico, por adsorcion con carbon
activado u otros adsorbentes, o por tratamientos quimicos convencionales
(oxidacion térmica, cloracidon, ozonizacion, permanganato de potasio, etc.). El
desinfectante mas comun en el tratamiento de agua potable es la cloracion, ya que
la adicion de cloro genera compuestos como el acido hipocloroso que son
fuertemente oxidantes y logran la desinfeccion total. No obstante, en presencia de
materia organica, el acido hipocloroso reacciona para formar los conocidos
subproductos de la desinfeccion (DBPs), entre ellos los trihalometanos (THMSs), los
cuales han sido reportados por la OMS como sustancias toxicas para la salud
humana, debido a que ocasionan mutaciones, desordenes hormonales y cancer
[5,6].

Se ha demostrado que 1 ppm de materia organica es suficiente para producir una
concentracion mayor a 80 ppb de DBPs, la cual corresponde a la concentracion
limite permitida por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(USEPA) [7]. Los métodos convencionales para reducir materia organica en las
plantas de tratamiento, no logran producir aguas con concentraciones menores de

esta.

Por esta razén, con el propdsito de reducir la materia organica y por ende los
subproductos de desinfeccion se han estado investigando en los dltimos afios
nuevas metodologias, para reemplazar o complementar los procesos
convencionales de potabilizacion de agua que permitan obtener un agua potable
mas segura y sin efectos perjudiciales para la salud [8]. De esta forma se han
planteado nuevas alternativas para el tratamiento de agua tales como los procesos
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avanzados de oxidacién (PAOSs), los cuales han demostrado una gran eficiencia,
debido a su viabilidad termodindmica y a una velocidad de reaccion incrementada
por la generacion y uso de especies quimicas transitorias altamente oxidantes
[9,10].

Entre los PAOs mas utilizados se encuentra el proceso foto-Fenton, el cual en
presencia de radiacion UV-visible y un catalizador genera radicales hidroxilo

(' OH), los cuales por su gran potencial de oxidacién (E=2.8V vs ENH), son

capaces de degradar y oxidar sustancias organicas como también de eliminar
bacterias patdgenas presentes en el agua. No obstante, este método tiene la
desventaja de que se debe mantener condiciones acidas para evitar la
precipitacion de los iones Fe y estos se deben recuperar para cumplir con las

normas medioambientales [11].

Para solucionar estos inconvenientes se han realizado estudios donde la reaccion
foto-Fenton es llevada a cabo utilizando concentraciones menores a 1 ppm de
hierro y pH cercanos al neutro, evitando de esta manera la precipitacion del hierro
y la remocion de éste de la solucion al finalizar el proceso [12].

Este sistema ha mostrado una excelente actividad fotocatalitica y por tanto se
puede considerar como una metodologia eficaz para la inactivacion de bacterias y
por ende para la desinfeccion de agua para consumo humano. Por esta razén en
este trabajo se determiné la eficiencia del proceso foto-Fenton en la inactivacion
de los microorganismos: Salmonella typhimurium, Escherichia coli y Shigella
sonnei, a escala piloto en agua destilada tanto en ausencia como en presencia de
acidos humicos utilizando bajas concentraciones de hierro y peroxido de
hidrégeno.
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Evaluar la eficiencia del proceso foto-Fenton homogéneo a escala piloto en la
inactivacion de bacterias presentes en aguas utilizando bajas concentraciones de

Fe y pH cercano a la neutralidad.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar la eficiencia del proceso foto-Fenton en la inactivacion de los
microorganismos: Salmonella typhimurim, Escherichia coli y Shiguella sonnei,
en agua destilada utilizando bajas concentraciones de hierro y perdxido de

hidrogeno a pH cercano a la neutralidad.

e Evaluar la degradacion de acidos humicos y el efecto de la presencia de éstos
en la inactivacion de las bacterias por medio del proceso foto-Fenton

homogéneo a escala piloto.
e Estimar la eficiencia del proceso foto-Fenton a escala piloto en la inactivacién

de la mezcla de las tres bacterias en agua destilada tanto en ausencia como

en presencia de diferentes concentraciones de acidos humicos.
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA

El agua es esencial para la vida y todos los seres humanos deben disponer de un
suministro satisfactorio (suficiente, inocuo y accesible), debido a que el
mejoramiento del acceso al agua potable puede proporcionar beneficios tangibles
para la salud. En el mundo sélo el 1% es agua dulce superficial aprovechable, la
cual primordialmente se encuentra en los lagos y rios, a poca profundidad en el
suelo, de donde puede extraerse sin mayor costo. Lo anterior indica, que a pesar
de las enormes cantidades de agua en el mundo, ésta en su mayoria no se

encuentra disponible [13].

La calidad de las fuentes naturales de agua ha tenido un deterioro progresivo,
debido a que el acceso inadecuado al agua ha generado un problema de
contaminacion tanto a nivel microbiolégico como a nivel quimico, es decir, la mala
gestion de muchos seres humanos ha creado desperdicios, contaminacion y
degradacion del medio ambiente. Asi mismo, por el crecimiento de la poblacién, el
éxodo hacia las ciudades y la industrializacién ha incrementado la demanda de
agua para la produccion de alimentos, usos domésticos; ademas, para generacion
de energia eléctrica, acuacultura, pesca, recreaciéon, turismo, navegacion, entre

otros.

De esta manera, los desechos arrojados a diversas fuentes de agua contienen
gran diversidad de organismos patdgenos, ademas de propiciar un medio apto
para el desarrollo de estos. Dentro de estos microorganismos se encuentran:
virus, bacterias, protozoos, hongos y huevos de helmintos; los cuales son
responsables de transmitir enfermedades como Salmonelosis (Salmonella),
Shigellosis (Shigella), Colera (Vibrio Cholerae), alteraciones gastrointestinales
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(Aeromonas, Mesofilas, entre otros). Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 1.100 millones de personas en el mundo carecen de acceso a un agua
segura y 2.400 millones de personas no tienen acceso a instalaciones sanitarias
basicas. En consecuencia, cada afio alrededor de cuatro millones de personas, la
mayoria de ellos nifios, mueren por enfermedades de origen hidrico, ya que el
80% de las enfermedades en los paises en desarrollo estan relacionadas con el
agua [14].

Por tanto determinar el tipo de microorganismos presentes en el agua y su
concentracion proporciona herramientas indispensables para conocer la calidad de
la misma. Sin embargo, existe una gran dificultad para determinar la presencia de
todos los microorganismos patdgenos implicados en los procesos de
contaminacién ambiental, debido a que dicha determinacién conlleva a costos
elevados, mayor tiempo, y la necesidad de laboratorios especializados. Frente a
estas dificultades y a la necesidad de hacer una evaluacion rapida y fiable de la
presencia de patdgenos en el agua, se ha planteado la necesidad de trabajar con
determinados grupos indicadores. Los microorganismos indicadores tienen un
comportamiento similar a los patdégenos, concentracion y reaccion frente a factores
ambientales, pero son mas faciles, rapidos y econémicos de identificar. Una vez
se ha demostrado la presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los
patdbgenos se encuentran presentes en la misma concentracion y que Su
comportamiento frente a diferentes factores como pH, temperatura, presencia de
nutrientes, tiempo de retencion hidraulica o sistemas de desinfeccion es similar a
la del indicador [15].

El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de
contaminacién bacteriana, ya que los coliformes son contaminantes comunes del
tracto gastrointestinal tanto del hombre como de los animales de sangre caliente,
permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patdégenas y se
comportan de igual manera que los patdégenos en los sistemas de desinfeccion. La
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presencia de coliformes también constituye una alerta de la posible contaminacion
con microorganismos mas patdogenos como Salmonella, Vibrio cholerae y especies
de Shigella que son transmitidas por el agua. El grupo de los coliformes se
encuentra integrado por las enterobacterias siendo la bacteria Escherichia coli el
indicador universal de contaminacion fecal. Sin embargo, tiene limitaciones, pues
los virus y protozoos entéricos son mas resistentes a la desinfeccion; por tanto, la

ausencia de E.coli no garantiza la ausencia de estos organismos [16].

3.2 BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que se reproducen
por fisién binaria. La mayoria son de vida libre, a excepcion de algunas que son de
vida intracelular obligada. Tienen los mecanismos productores de energia y el
material genético necesarios para su desarrollo y crecimiento. No poseen
compartimientos intracelulares delimitados por membranas, por lo que carecen de
membrana nuclear, el ADN es circular y cerrado, no poseen citoesqueleto y

presentan organulos internos de locomocién.

Las bacterias poseen una pared celular compuesta por peptidoglucano y se
pueden dividir en dos grupos: Gram positivas (+) y Gram negativas (-). Esta
divisién se basa en la capacidad de reaccion de las bacterias frente al método de
coloracion, desarrollado por Christian Gram en 1884. Las bacterias Gram (+)
toman un color violeta y las bacterias Gram (-) toman un color rosado. El
fundamento de la técnica se basa en las diferencias existentes entre las paredes
celulares de las bacterias. En el caso de las bacterias Gram-positivas la pared
celular posee una gruesa capa de peptidoglucano, ademas de dos clases de
acidos teicoicos. Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram-
negativas es delgada, y se encuentra unida a una segunda membrana plasmatica
exterior por medio de lipoproteinas. Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se tifien
debido a estas diferencias constitutivas de su pared [17]. En el proceso de
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coloracion las bacterias se tifien con soluciones de cristal violeta y de yodo-yoduro
potasico formando un complejo insoluble en agua entre el yodo y el cristal violeta.
Posteriormente, se realiza un proceso de decoloracion donde los organismos
Gram (+) no se decoloran, mientras que los Gram (-) lo hacen. Para poner de
manifiesto las células Gram (-) se utiliza una coloracién de contraste de color rojo

como la safranina o la fucsina basica.

El tamafo de las bacterias oscila entre 0.5 y 3 um, pudiendo llegar en algunos
tipos a 10 um. Solo son visibles entonces, al microscopio Optico o microscopio
electronico. La forma de las bacterias al microscopio estd determinada por la
rigidez de su pared celular. Basicamente, se diferencian segun su forma en cocos
(esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y

espirilos (espiral).

Dentro de los diversos géneros de bacterias se destacan las enterobacterias, las
cuales estan conformadas por bacilos Gram-negativos aerobios y anaerobios
facultativos, no esporulados que se encuentran en la flora normal del tracto
digestivo del hombre y animales. Son bacterias poco exigentes, sobreviven al
ambiente, contaminan el agua y alimentos y crecen en medios de cultivo comunes.
Dentro de este género de bacterias se encuentran la E.coli, Shigella y Salmonella
[18].

3.2.1 Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada por
bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las
caracteristicas generales de las enterobacterias: son fermentadores de la glucosa,
catalasa positivo, oxidasas negativo y suelen ser moviles; representa una
excepcion Salmonella gallinarum, siempre inmovil. La salmonella, es un género de

bacterias patégenas descubiertas por el veterinario estadounidense Daniel Elmer
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Salmon en 1885. Existen tres especies: S. typhimurium, S. choleraesuis y S.

enteriditis. Esta ultima presenta mas de 1400 variedades antigénicas distintas [19].

El género Salmonella estd ampliamente distribuido en el medio ambiente, pero
algunas especies o serotipos presentan especificidad de hospedador. En concreto,
S. typhimurium y, por lo general, S. paratyphi estan restringidas al ser humano,
aunque S. Paratyphi puede infectar ocasionalmente al ganado. Muchos serotipos,
incluidos S. typhimurium y S. enteritidis, infectan a las personas y a multiples
especies de animales, como aves de corral, vacas, cerdos, ovejas, otras aves e
incluso reptiles. Los agentes patégenos tipicamente acceden a los sistemas de
distribucion de agua mediante su contaminacién fecal por descargas de aguas
residuales, o por el ganado y los animales silvestres. Se ha detectado

contaminacién en una gran variedad de alimentos, incluida la leche [20].

Es uno de los géneros bacterianos que se encuentra asociado a brotes de
enfermedades de origen hidrico, ya que son aislados de agua fresca, aguas
servidas, agua dulce y agua salada, ademas de ciertos alimentos. Estas bacterias
son capaces de sobrevivir en gran variedad de condiciones de estrés por largos
periodos de tiempo, pueden resistir la deshidratacion, sobrevivir en el suelo y en el
agua, asi como en salmuera con 20% de sal. Esto es debido a que en condiciones
de estrés sufre cambios en la expresion de sus genes, pudiendo ademas ocurrir
recombinaciones homadlogas que resulten en reacomodos de fragmentos de ADN
causando la formacién de duplicaciones, deleciones, transposiciones e
inversiones, que producen nuevos tipos en Salmonella mas resistentes y por ende

mas patégenos [21].

3.2.2 Shiguella

El género Shigella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta formado

por bacilos gran-negativos, no esporulantes e inmdviles que son aerobios
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facultativos. Las especies de este género tienen un patrén antigénico complejo y
su clasificacion se basa en sus antigenos O somaticos, muchos de los cuales son
comunes a otros bacilos entéricos, como E.coli. Hay cuatro especies: S.
dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei.

Los Unicos hospedadores naturales de las shiguellas son las personas y otros
primates superiores. Las bacterias permanecen contenidas en las células
epiteliales de sus hospedadores. Las epidemias de shiguelosis se producen en
nidcleos con alta densidad de poblacién y en lugares con higiene deficiente.
Muchos casos de shiguelosis estan asociados con guarderias, carceles y
hospitales psiquiatricos [22].

La Shiguella puede ocasionar enfermedades intestinales graves, incluida la
disenteria bacilar. Cada afio se producen mas de dos millones de infecciones que
ocasionan unas 600000 muertes, sobre todo en paises en desarrollo. La mayoria
de las infecciones por shigella se producen en nifios menores de diez afos. El
periodo de incubacion de la shiguelosis suele ser de 24 a 72 h. La ingestion de tan
solo 10 a 100 microorganismos puede producir una infeccion, una dosis infectiva

sustancialmente mas baja que la de la mayoria de las demas bacterias entéricas.

Respecto a la trasmision a través de alimentos, existen reportes que vinculan esta
enfermedad a una gran diversidad de ellos (leche, frutas, verduras crudas,
alimentos preparados y luego manipulados por personas infectadas) asi como al
consumo de aguas contaminadas [23].

3.2.3 Escherichiacoli

La E.coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, y

no solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y
modelo de investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa
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indole. Forma parte de la familia Enterobacteriaceae. Esta integrada por bacilos
Gram-negativos no esporulados, moviles con flagelos peritricos o inmoviles,
aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en
medios simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en
medios con glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos,
reductores de nitratos a nitritos, y poseedores de una proporcion G+C de 39 a
59% en su DNA. Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion

en el suelo, el agua, vegetales y gran variedad de animales [24].

La E.coli coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida del nifio, y
establece con el huésped una relacion estable de mutuo beneficio. Esta presente
en grandes concentraciones en la microflora intestinal normal de las personas y
los animales donde, por lo general, es inocua. Sin embargo, en otras partes del
cuerpo E.coli puede causar enfermedades graves, como infecciones de las vias
urinarias, bacteriemia 'y meningitis. Un numero reducido de cepas
enteropatégenas pueden causar diarrea aguda. Como integrante de la flora normal
del hombre y de muchos animales, se lo considera un germen indicador de
contaminacion fecal cuando esta presente en el ambiente, agua y alimentos, junto

con otros similares agrupados bajo la denominacion de "bacterias coliformes".

Se han determinado varios tipos de E.coli enteropatégenas, basandose en
diferentes factores de virulencia: E.coli enterohemorrdgica (ECEH), E.coli
enterotoxigena (ECET), E.coli enteropatéogena (ECEP), E.coli enteroinvasiva
(ECEI), E.coli enteroagregativa (ECEA) y E.coli de adherencia difusa (ECAD) [25].

3.3 METODOLOGIAS CLASICAS DE DESINFECCION DE AGUA
Entre los agentes quimicos de desinfeccibn mas utilizados, se destacan el cloro

elemental gaseoso (Cl,), el hipoclorito (CIOY), la mezcla de cloro con amoniaco
(Cl2/NH3) que forman cloramina, el diéxido de cloro (ClO,), el ozono (O3) y el
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permanganato de potasio (KMnO,). También se utiliza extensamente la luz
ultravioleta. Se han desarrollado también métodos modernos que se basan en la
generacion de oxigeno singlete por absorcién de radiacion por un colorante, la

irradiaciéon con rayos y y la fotocatalisis heterogénea UV/TiO [26].

De los procesos mencionados anteriormente el mas usado ha sido el cloro porque
tiene varios aspectos atractivos: logra la inactivacién efectiva de una gran gama de
patégenos comunmente encontrados en las aguas, su costo es bajo, y tiene un
efecto residual facilmente controlado y monitorizado que protege al agua de una
reinfeccion. Sin embargo, una de las desventajas de la utilizacion del cloro es su
limitada eficacia frente a protozoos patdgenos y algunos virus. También, su accién
puede disminuir si las bacterias patégenas estan presentes en fléculos o particulas
gue las protegen del desinfectante [27]. Por otra parte, con la presencia de materia
orgénica natural, principalmente acidos humicos y fulvicos, genera subproductos
toxicos en el agua denominados DBPs potencialmente dafinos para la salud

humana, pues ocasionan mutaciones, cancer, disfuncién hormonal, etc [28].

3.3.1 Subproductos de la desinfeccion

La MON es una mezcla compleja de sustancias quimicas organicas como los
acidos hamicos, 4&cidos fulvicos, acidos hidrofilicos, proteinas, lipidos,
hidrocarburos y aminoacidos que se forman a partir de los desechos y
descomposicién de las plantas y animales presentes en el agua. La composicion
de la MON es variable segun la temporada llevando a variaciones en la reactividad

de esta con los desinfectantes quimicos como el cloro [29].

Los acidos humicos y falvicos son dentro de este amplio espectro de sustancias,
los considerados de mayor cantidad en la MON en aguas. Estos acidos son
complejas agrupaciones macromoleculares en las que las unidades

fundamentales son compuestos arométicos de carécter fendlico procedentes de la
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descomposicién de la materia organica y compuestos nitrogenados, tanto ciclicos
como alifaticos sintetizados por ciertos microorganismos presentes en el suelo.
Sus estructuras no han sido elucidadas totalmente pero se han propuesto algunas

estructuras como las que se observan en las figuras 1y 2.

Hc=0 (Azucar)
OOH COOH R—-COOH | H

RCH
(,FO ( Péptido)
NH

¥
Figura 1. Estructura hipotética del acido himico

OH  COOH %‘Hz@H
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¢’ Ccff
! CH;—COOH
HOOG CH, CHOH
kN AN
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Figura 2. Estructura hipotética del acido fulvico

Las sustancias humicas, presentes en agua para potabilizacion y bajo accion de la
cloracién, forman compuestos halogenados mutagénicos y cancerigenos.
Numerosos reportes han demostrado la formacién de trihalometanos (THMs),
policlorobifenilos (PCBs) y clorofenoles tomando un gran interés la eliminacion o

degradacion de sus precursores [30,31].

La naturaleza y concentracion de estos compuestos son dependientes de
variables tales como la concentracion utilizada del cloro, la temperatura, la fuerza
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idnica, el tiempo de contacto con el agente desinfectante, el pH y principalmente
de la cantidad de materia organica en el agua natural (esencialmente acidos

hamicos y falvicos).

En el proceso de desinfeccidén los acidos humicos solubles en agua reaccionan
con el acido hipocloroso HCIO formado a partir de la hidrélisis del cloro Cl, para
dar como producto el cloroformo [32]. Esto se puede ilustrar con los acidos
hamicos que contienen anillos 1,3-dihidroxibencenicos en su estructura como se

observa en las ecuaciones 1-3:

I I
Sl GWL
/\OH = H

Posteriormente el anillo se rompe entre el C-2 y el C-3 para obtener una cadena

carbonada como se muestra a continuacion:

R—ﬁ—CHCIZ 2)
o)

En la presencia de HOCI, el carbono terminal llega a ser triclorado, y el grupo CCls
es desplazado por OH en agua para obtener el cloroformo

(ecuacion 3).

R—E—CHCIZ _OH o R_E_C% Y BN R—E—OH + CHCl, (3)
H H

Secuencias analogas de reacciones se llevan a cabo para la producciéon de
bromoformo, CHBr3; y una mezcla de trihalometanos [33].
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3.4 PROCESOS AVANZADOS DE OXIDACION

Hace aproximadamente 10 afios han surgido nuevas propuestas de tecnologia de
desinfeccion, mas eficientes, saludables y econdmicas. Una de estas propuestas
se basa en la utilizacion de tecnologias o procesos avanzados de oxidacion, los
cuales son comunmente denominados PAOs. Estos han provocado gran interés
en los ultimos afios, debido a que se encuentran incluidos dentro de los procesos
de oxidacion quimica mas efectivos para el tratamiento de agua [34], ya que se
basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir cambios profundos en la
estructura quimica de los contaminantes [34,35], debido a que implican la
generacion de especies fuertemente oxidantes en especial de radicales hidroxilo
en cantidades suficientes para interaccionar con los compuestos organicos del

medio.

En otras palabras los PAOs se refieren a una familia de métodos que utilizan la
elevada capacidad oxidante de los radicales HOe« y que se diferencian entre si en
la forma en la que los generan. Los mas comunes utilizan combinaciones de
ozono (O3), peréxido de hidrégeno (H20,), radiacion ultravioleta y fotocatalisis [36],
es decir, este radical también puede ser generado por medios fotoquimicos
(incluida la luz solar) o por otras formas de energia, y posee alta efectividad para
la oxidacion de materia organica y para la inactivacion de microorganismos.
Algunas tecnologias avanzadas de oxidacion, como la fotocatdlisis heterogénea, la
radidlisis y otras técnicas avanzadas, recurren ademas a reductores quimicos que
permiten realizar transformaciones en contaminantes téxicos poco susceptibles a

la oxidacién, como iones metalicos o compuestos halogenados [37,38].

La eficiencia de los PAOs se debe a que estos involucran procesos que poseen
una mayor factibilidad termodinamica y una velocidad muy incrementada por la
participacion de radicales, principalmente el hidroxilo. Esta especie posee
propiedades adecuadas para atacar virtualmente a todos los compuestos
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organicos y reaccionar 10°-10'* veces més rapido que oxidantes alternativos como
el O3 [39]. Ademas los radicales HOe son especies muy reactivas y de vida muy
corta (10uS en una concentracion de 10“M) que reaccionan directamente sobre la
especie objetivo de manera no selectiva con potencial redox -2.8 V vs. ENH) [40].

Los procesos avanzados de oxidacion sirven para tratar contaminantes a muy baja
concentracion (ppb) y no forman subproductos de reaccion. Son ideales para
disminuir la concentracion de compuestos formados por pretratamientos
alternativos como la desinfeccion y eliminan efectos sobre la salud de

desinfectantes y oxidantes residuales como el cloro [41].

Sin embargo, estos procesos presentan algunos inconvenientes que no le han
permitido su potencial desarrollo a nivel mundial, tales como su elevado costo por
el uso de reactivos quimicos (H2O,) y el elevado consumo energético (lamparas
para generar radiacion UV), por lo cual actualmente los procesos mas utilizados y
estudiados como productores de radicales hidroxilo (HOe) son la fotocatélisis
heterogénea y la homogénea (Proceso foto-Fenton), ya que proveen una

tecnologia econdmicamente viable en lugares con alta disponibilidad de luz solar.

3.4.1 Desinfeccién de aguas por fotocatalisis

Como se menciond anteriormente en paises en via de desarrollo como Colombia
el método mas utilizado para la desinfeccion de aguas para consumo es la
cloracion, sin embargo, el cloro al tener contacto con la materia organica natural,
forma compuestos 6rgano-clorados, los cuales son cancerigenos y mutagénicos
para el hombre. Investigaciones recientes han demostrado el potencial de los

PAOs en la desinfeccién de aguas [42].

Algunos PAOs tienen como medio de activacion procesos fotocataliticos los cuales

se basan en una reaccién fotoquimica que involucra la absorcién de luz por parte

26



de un catalizador o una especie fotosensible que acelera el proceso. La
fotocatalisis es una tecnologia que podria aportar soluciones innovadoras para la
desinfeccion del agua. Asi, por ejemplo, la aplicacion de un sistema fotocatalitico
después de un tratamiento fisico como la filtracion, representa un acople con gran
potencial para eliminar tanto los microorganismos como la MON presentes en el
agua. La degradacion de una parte de la MON por fotocatalisis limitara la
formacion de THM, en el caso de aplicar una cloraciéon después del proceso
fotocatalitico, para mantener la calidad del agua durante su almacenamiento.

Dentro de los procesos fotocataliticos se encuentran la fotocatalisis homogénea en
donde el proceso foto-Fenton es el mas destacado [11]. Una ventaja de la
fotocatalisis homogénea es que actla de forma instantanea sin ser necesario
métodos de depodsitos de contacto permitiendo instalaciones sencillas. Cabe
aclarar que los PAOs mediados por luz no son adecuados para procesar mezclas
con altas cantidades de solidos en suspension o alta turbidez, pues la eficiencia
cuantica se disminuye por la pérdida de luz debido a la dispersion [42].

3.4.2 Proceso foto-Fenton

El proceso foto-Fenton descubierto en 1894 por H.J.H. Fenton, ha sido uno de los
procesos de oxidacion avanzada mas estudiados en la actualidad por su gran
potencial para el tratamiento de aguas [34]. El proceso consiste en la adicion de
peroxido de hidrégeno (H20.), a sales metélicas de Fe?* en solucién acuosa para
promover la descomposicion catalitica del H,O,, en radicales hidroxilo ‘OH
(ecuacion 4), los cuales por su gran potencial de oxidacién son capaces de
mineralizar por completo la materia organica llevandola hasta la formacion de

agua y diéxido de carbono (CO,).

Se ha observado que la velocidad de degradacién de contaminantes organicos

con la reaccién Fenton, se incrementa cuando el sistema es irradiado con luz UV-
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Visible [43]. Este factor adicional en la reaccion aprovecha el espectro de luz en el
intervalo de longitudes de onda entre 180 y 580 nm. El proceso permite la fotolisis

de hidroxicomplejos férricos generando Fe?" y originando un ciclo con la ecuacién

4, que permite la produccion de radicales ( OH)adicionaIes, a este proceso se le

denomina foto-Fenton (Figura 3). El esquema de reaccion es el siguiente [8]:

Reaccion Fenton:
Fe”?+H,0, — Fe®+ OH + OH (4)

Fe*+'OH - Fe®+ OH (5)
RH+ OH + H,0~ ROH+ H,O — Productos oxidados ~ (6)

Posibles reacciones:

Fe*+H,0,~ Fe’ + HO +H’ (7)
" OH+H,0,-HO +H,0 (8)
Fe*'+ HO - Fe*+ H'+ O, (9)
Fe*+ HO - Fe® + HO, (10)

Reaccion foto-Fenton:

Fe(OH)™" + hv - Fe? + " OH (12)
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Figura 3. Esquema del ciclo foto-catalitico del proceso foto-Fenton

El proceso se lleva a cabo comiunmente con concentraciones relativamente altas
del catalizador y pH acido (pH = 3), para evitar la precipitacion de hidroxidos de
hierro y favorecer la formacién de acuo-complejos activos en el rango UV-Vis del
espectro solar. No obstante, en los Ultimos afios se han reportado estudios donde
el proceso foto-Fenton se realiza utilizando bajas concentraciones del catalizador y
pH cercano a la neutralidad [44,45].

La velocidad de degradacion de materia organica con el proceso Fenton depende
de la concentracién de Fe*" y de la naturaleza de los compuestos orgénicos
presentes en el medio, mientras que la mineralizacion depende, de otro tipo de
factores como los son: la temperatura, el pH, la concentracion de catalizador y del
H,0, [44].

Los procesos Fenton y foto-Fenton han sido usados con gran éxito para tratar una
gran variedad de contaminantes, entre ellos compuestos alifaticos y aromaticos
clorados, PCBs, nitroaromaticos, colorantes azo y plaguicidas disueltos en agua.
Es un buen oxidante de herbicidas y otros contaminantes de suelos tales como
hexadecano o Dieldrin [46,47,48,49]. Puede descomponer solventes para limpieza

29



y decolorar aguas residuales con distintos tipos de colorantes y otros residuos
industriales, reduciendo su DQO [50,51,52]. También se ha aplicado exitosamente
en la reducciéon de DQO de aguas municipales y subterraneas y en el tratamiento
de lixiviados [53]. Es util como pre-tratamiento de compuestos no biodegradables.

Ademas, el proceso foto-Fenton ha resultado de gran interés, debido a la gran
sensibilidad a la luz solar que posee, ya que es activo en un rango amplio del
espectro visible (hasta 580 nm), que corresponde a un 35 % de la radiacién solar.
Propiedad que le brinda una potencial aplicacién en reactores a escala piloto,
utilizando el sol como fuente luminica para la activacion del proceso. Ademas al
tratarse de un sistema fotocatalitico homogéneo, presenta la ventaja de permitir

una interacciéon amplia entre el oxidante y el contaminante [54].

Algunos estudios demuestran que el proceso también tiene la capacidad de
inactivar bacterias patdégenas que se encuentran en fuentes de agua utilizadas
para la potabilizacion [7]. Un ejemplo de esto es la inactivacion de E.coli y la
eliminacién de MON de fuentes superficiales de agua, utilizando concentraciones
bajas de Fe** (0,6 mg/L) y H.O, (10 mg/L) en reactores CPC. Obteniéndose una
disminucién simultanea de TOC del 55% vy la inactivacién total de la bacteria sin
recrecimiento después de 24 horas de oscuridad [55].

3.5 RADIACION SOLAR

El sol emite radiacion en toda la gama del espectro electromagnético, desde los
rayos gamma, hasta las ondas de radio. Sin embargo, para los fines del
aprovechamiento de su energia, solo es importante la llamada radiacion térmica

que incluye solo el ultravioleta (UV), la radiacién visible (VIS) y la infrarroja (IR).

La radiacion solar global recibida en la superficie terrestre se puede dividir en la
suma de tres componentes, directa, difusa y albedo. La componente directa es la
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gue se recibe directamente desde el sol en linea recta, sin que se desvie en su
paso por la atmosfera, la difusa es la que llega al nivel del suelo con una
desviacion en su direccion, debido a los procesos de absorcion y dispersién que
sufre a su paso por la atmésfera, y albedo es la radiaciéon directa y difusa que se
recibe por reflexién en el suelo u otras superficies préoximas [56]. De toda la
radiacion que incide sobre la superficie terrestre, aproximadamente el 7.8%
corresponde a longitudes de onda en el ultravioleta (A < a 400 nm), un 47.3% en el
visible (A de 400-700 nm) y un 44.9% en el infrarrojo (A = 700 nm).

La componente de ultravioleta que generalmente es la energia procedente del
espectro solar empleada en los procesos fotocataliticos solares (por Ej: la
fotocatalisis heterogénea con TiO;) es muy pequefia comparada con la total, como
se observa en la figura 4, el proceso foto-Fenton puede absorber luz con
longitudes de onda hasta 580 nm, que corresponde a un 35% de la radiacion
solar, lo que constituye la principal ventaja de este proceso comparado con el
heterogéneo [53].

1.0
0.84
E Espectro solar .
= =
"20.67 F0.6 &
0.4 ro0.4
0.2+ ro.2
0.0 " 0.0

T
300 400 500 600
Longitud de onda, nm

Figura 4. Espectro de la irradiancia solar comparado con los espectros de absorcidon de una
solucién de Fe,(S0O4)3 (0.25mM Fe que equivale a 28 ppm de Fe3+) y una suspension de TiO,
(50mg/L) O.D.: densidad 6ptica de muestras de 1 cm de espesor [57].
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La intensidad de la radiacion, incidente sobre un sistema fotocatalitico solar debe
ser medida, para obtener una estimacion de la energia que alcanza el sistema y
poder comparar resultados de diferentes dias, dicha energia se calcula por medio

de la ecuacion 12 [53]:
_ Acpc =+ _
Quvn = Quynr ¥ At UVg, [W] Aty =ty — ty (12)

Donde t, es el tiempo experimental de cada muestra, Vg es el volumen del reactor,
Acpc la superficie iluminada del colector, UV, el promedio de UV ( radiacién UV
global) durante el tiempo At, y Quvn €s la energia acumulada (por unidad de

volumen, kJ/L) que incide sobre el reactor.
3.6 REACTOR SOLAR CPC

Un colector solar es una especie de intrercambiador de calor que transforma la
energia radiante en calor. La transferencia de energia se hace desde una fuente
radiante (sol), hacia un fluido (agua o aire generalmente) que circula por los tubos
o ductos del colector. El flujo de energia radiante que finalmente intercepta el
colector, proviene basicamente del rango visible del espectro solar y es por
naturaleza variable con el tiempo. En condiciones éptimas se puede esperar como

méaximo, flujos de 1100 W/m?.

Los colectores solares son herramientas que permiten un mejor aprovechamiento
de la radiacién solar, dependiendo del grado de concentracion alcanzado con
ellos. La relacion de concentracion (RC) se define como la relacién entre el area
de superficie de captacion de radiacién y el area del reactor que es la que recibe la
radiacion solar concentrada. Los reactores fotocataliticos deben tener la capacidad
de concentrar la radiacion solar eficientemente, de contener el catalizador y el
fluido de trabajo, el cual debe desplazarse con la minima presion a través del
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sistema y tener buena transferencia de masa desde la corriente de fluido a la

superficie iluminada del catalizador.

Entre los diversos tipos de colectores solares que existen, se encuentran los CPC
(colector parabdlico compuesto), el cual es un concentrador de irradiacién solar
de amplio angulo de aceptacion, captador de radiacién directa y también de
radiacion difusa, por lo que consigue un elevado rendimiento 6ptico con un
coeficiente reducido de pérdidas térmicas. Ademas, esta tecnologia parece ser la
mas adecuada por su elevada relacion eficiencia-costo y también por su

simplicidad de construccion y de uso [57].

Los Captadores Parabdlicos Compuestos (CPCs) son captadores estaticos con
una superficie formada por dos espejos parabdlicos conectados, con un tubo
absorbedor en el foco (Figura 5) [58]. Estos pueden ser disefiados con un relacién
de concentracion proximo a uno (RC) = 1, presentando asi las ventajas tanto de
los captadores cilindro parabdlicos (estructura con una superficie altamente
reflectante y concentradora de la luz UV con forma de parabola y seguimiento

solar en uno o dos ejes), como de los sistemas estaticos [59].

1. Tubo absorbedor
2. Superficie reflectante

a)

b)

Figura 5. Esquema de un CPC, y como refleja la radiacién solar que llega en diferentes
angulos de incidencia[60].

33



Existe una amplia variedad de trabajos de investigacion reportando estudios sobre
la aplicacion de energia solar en procesos fotocataliticos [61], debido a que han
sido considerados como metodologias de bajo costo, altamente eficientes y

ambientalmente amigables.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REACTIVOS

La reaccion foto-Fenton se llevo a cabo utilizando Perdxido de Hidrégeno (Riedel-
de Haén al 30%) y FeSO,47H,O (Riedel-de Haén). La reaccion se detuvo,
haciendo reaccionar el exceso de H,O, con una solucién de Catalasa (Sigma-
Bovine from liver. 3809 Unidades / mg solido) preparada en un buffer de KH,PO4
(Riedel-de Haén) y K;HPO,4 (Mol Labs) que proporcionaba un pH de 7.0.

Para la evaluacion del efecto de la materia orgéanica sobre la inactivacion
bacteriana se utiliz6 una sal s6dica de &cidos humicos (Aldrich). Las soluciones
fueron preparadas en agua destilada y el pH ajustado con NaOH 0.1 M.

Se utilizaron las bacterias S. typhimurium ATCC 14028, S.sonnei ATCC 25931 y
E.coli ATCC 8739, las cuales fueron activadas en Plate Count Agar (Scharlau). La
preservacion de éstas cepas se realizé a una temperatura de -20 °C en una
solucién de caldo CASO Bouillon (Merck) y glicerol (Mol Labs) al 30%.

Para realizar los ensayos fotocataliticos, el crecimiento de las bacterias se hizo en
caldo CASO Bouillon (Merck). Posteriormente el pellet bacterial se resuspendioé en
una solucion de NaCl (J.T. Baker) al 0.85%. Las muestras fueron sembradas

después de cada experimento en Plate Count Agar (Scharlau).

4.2 EQUIPOS Y CONDICIONES DE TRABAJO

Los ensayos fotocataliticos se llevaron a cabo en un reactor solar CPC que consta
de dos tubos Pyrex (1.5 m de longitud, 3.2 cm de diametro interno y 3.6 cm de

diametro externo) colocados sobre una superficie reflectiva de aluminio anodizado.
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El colector se encuentra inclinado 3 grados que corresponde a la latitud de Cali
(figura 6), los experimentos se realizaron por duplicado. Para la medicion de la
radiacion solar se uso un radidmetro marca Desin Instruments con un control

modular FMC-3000 montado en el mismo angulo del reactor.

Figura 6. Reactor CPC

La concentracion de hierro, se midié en un equipo de absorcion atomica Perkin
Elmer AAnalyst 100 utilizando una lampara de catodo hueco y la técnica de
atomizacion de llama. El perdxido se siguié con cintas Merkoquant (Merck) de O-
25 ppm de H,0,. El seguimiento del pH se realiz6 en un pH-metro thermo

scientific.

La degradacion de los acidos humicos se evalué en un equipo UV-Visible UV 1700
pharma Spec Shimadzu adaptado al software UV probe 2.33. La evolucion de la
mineralizacién de la materia organica se determiné mediante la cuantificacion del
carbono organico total (COT), realizada en un equipo TOC Shimadzu TOC-
VCPH/CPN con automuestreador ASI-V y aire de alta pureza (20% O, en Ny)
como gas de arrastre. Se cuantificé el Carbono Organico No Purgable (NPOC)
donde las muestras fueron tratadas con HCI 2 M y burbujeadas con aire durante

1.5 minutos para garantizar la medicién solo del carbono organico.
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Para los procedimientos microbiologicos todos los materiales fueron esterilizados
en una autoclave Eastern EA-620. Los inOculos para cada bacteria fueron
colocados en una incubadora (Binder) a 35 °C y agitados a 320 rpm con un
agitador mecéanico Thomas Scientific. Las células bacterianas fueron concentradas
por centrifugacion en una centrifuga Universal 32 R (Heltich Zentrifugen) a 3000
romy 4 °C durante 10 minutos. Las muestras fueron sembradas por el método de
filtracion por membrana utilizando filtros de nitrato de celulosa Sartorius Stedim
con tamafo de poro de 0.45 pum en una cabina de flujo vertical Airco. Las bacterias

fueron contadas mediante el método de recuento en placa (Figura 7).

Figura 7. Siembra de bacterias por medio del método de filtracién por membrana.

4.3 PROCEDIMIENTOS FOTOCATALITICOS

Para los ensayos que no involucraron materia organica, los experimentos se
llevaron a cabo en un tanque de recirculacién con 10 L de agua destilada fresca, a
la cual previamente se le ajusto el pH a 6.0. Posteriormente se adicion6 7 mL de
una solucién de 1000 mg/L de FeSO,4.7H,0, luego de esto se adiciond 100 mL de
solucion bacteriana, la reaccion se inicié adicionando a cada reactor 6.67 mL de
H.0, 3x10* ppm, para obtener concentraciones de Fe?* y de H,0, de 0.7 y 20
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mg/L respectivamente. Para estos ensayos se realizdé una etapa previa con el fin
de optimizar el flujo, llevando a cabo diversos ensayos obteniendo un flujo de 16.7
L/min en cada CPC.

Una vez iniciado el proceso las muestras se tomaron del reactor en diferentes
intervalos, correspondientes a una energia acumulada (Quy) de 12.4, 24.8, 37.2,
55.8, 74.4, 99.2 y 124W/m?, se detuvo la reaccién adicionando 1.2 mL de catalasa
1120 Unit / mL a cada muestra.

Para los ensayos que involucraron la presencia de materia organica se adicioné la
masa necesaria en forma sélida de la sal s6dica de acido humico al tanque de
recirculacion para que quedara en la concentracion de 10 o 20 mg/L.
Seguidamente el pH inicial de las soluciones de &cidos humicos fue ajustado
adicionando hidréxido de sodio 0.1 M, empezando en valores alrededor de 6.
Luego de esto, el procedimiento fotocatalitico se realiz6 de igual forma que el
descrito anteriormente. A las muestras que se tomaron del reactor en diferentes

intervalos de tiempo se le midié pH, TOC y la absorbancia UV a 254 nm.

El procedimiento para la preparacion y esterilizacion de cada una de las

soluciones bacterianas se encuentra descrito en el anexo 1.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DEL PROCESO FOTO-FENTON EN LA INACTIVACION DE LAS
BACTERIAS: S.typhimurium, S.sonnei y E.coli.

La figura 8 muestra el efecto del proceso foto-Fenton sobre las bacterias
S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en agua destilada usando 0.7 ppm de hierro a
partir de sulfato ferroso y 20 ppm de per6xido de hidrégeno a pH 6.0. Bajo estas
condiciones se observa que las bacterias no son totalmente eliminadas después
de aproximadamente 37 KJ/L de la energia incidente por unidad de volumen. La
concentracion de bacterias activas disminuy6é hasta un valor minimo, obtenido a
una energia solar equivalente entre 12-15 KJ/L, manteniéndose constante. Este
tipo de tendencias ya han sido encontradas en sistemas que involucran solo luz
(SODIS) [62].

—&— E.coli
—e— S.sonnei
—A— S. typhimurium

LOG [UFC/100mL]
N

0 ' 10 ' 20 ' 30 ' 40
Quyv.n (KIIL)

Figura 8. Inactivacién de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli mediante el proceso
foto-Fenton. Concentracién inicial de los compuestos: [BFe2+]: 0.7 mg/L, [HxO;] inicial: 20
mg/L, pH = 6.0. Concentracion inicial de bacterias: 10" - 10° UFC/100 mL.

Varias razones podrian explicar estas tendencias (figura 8). a).La cantidad de
H,O al final del experimento es menor (10 mg/L) en comparacion con la inicial (20
mg/L), lo cual afecta el proceso por la menor disponibilidad para la produccién de
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radicales "OH vy otras especies reactivas de oxigeno, b). Las condiciones
climaticas no permitieron que la irradiacién fuera constante, ya que en algunas
ocasiones hubo presencia de nubes, lo cual provoca que la intensidad de la
radiacion sea variable permitiendo en este tiempo la reparacion de las bacterias
gue han sido dafadas, c). Una posible replicacion de las células cultivables
restantes, d). La disminucion de la accion bactericida del sol tanto por la
disminucién de la intensidad UV y la modificacién de la parte visible del espectro a
lo largo del dia (Figura 9). La accion combinada de estos factores que se oponen a
la desinfeccion solar resulta en un equilibrio entre la inactivacion de bacterias, la
reactivacion y el crecimiento, lo cual conduce a un estado cuasi-estacionario

donde el nivel indetectable de bacteria no se logra alcanzar [55].

40
354
304
254
204
154

10

RADIACION UV (W/m?)

10 11 12 13 14 15 16 17
TIEMPO REAL (h)

Figura 9. Irradiacion solar UV en Cali Colombia durante un experimento. Tiempo real: A
partir de las 10:00 am hasta las 16:00 pm.

Es comun en casi todos los microorganismos de la naturaleza que se exponen a la
radiacion UV con regularidad, la necesidad de recuperarse de un dafio generado
por este tipo de radiacion. Asi, las bacterias y otros microorganismos pueden
reparar su ADN tras haber sido dafiados por la radiacién UV mediante procesos
conocidos como reactivacion. De esta forma, algunos microorganismos necesitan
luz visible para emprender la reparacion (fotorreactivacion), mientras que otros
pueden reparar su ADN sin luz (reparacibn a oscuras). La capacidad de
reactivacion depende, en gran medida, del tipo de dafio UV provocado y del nivel
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de organizacién biolégica del microorganismo. EI mecanismo de reparacién no es
universal y no existen caracteristicas bien definidas que determinen qué especies

pueden repararse a si mismas y cuales no.

En la fotorreactivacion, la reparacion se lleva a cabo por una enzima denominada
fotoliasa, que revierte el dafio provocado por el UV, mientras que en el caso de la
reparacion a oscuras, se produce mediante una compleja combinacion de mas de
una docena de enzimas. Para comenzar la reactivacion (tanto a la luz como a
oscuras), estas enzimas primero deben ser activadas por una fuente de energia,
en la fotorreactivacion esta energia es suministrada por luz visible (300-500 nm) y
en la reparacion a oscuras, proviene de nutrientes dentro de la célula. En ambos
casos, la reactivacion se logra mediante enzimas que reparan el ADN dafiado y
gue permiten que el proceso de replicacion vuelva a comenzar. Las cepas mas
comunes de E.coli contienen alrededor de 20 enzimas de fotoliasa, capaces de
reparar hasta cinco dimeros de timina por minuto cada una, esto significa que, en

una sola célula, pueden repararse hasta 100 dimeros por minuto [63].

Igualmente, cabe resaltar que las bacterias no solo cuentan con mecanismos de
reparacion para dafios producidos por luz UV sino también con sistemas de
defensa antioxidante celular, los cuales son adecuados a la vida media muy corta
de los radicales libres provenientes tanto del metabolismo celular y de las
reacciones de oxido-reduccién naturales en las células como por medio del
proceso foto-Fenton. Estos mecanismos comprenden moléculas pequefias,
endégenas y exdgenas, con capacidad antioxidante, también enzimas
antioxidantes y enzimas asociadas. La capacidad antioxidante celular esta dada
por mecanismos enzimaticos a través de los cuales la célula anula la reactividad
y/o inhibe la generacion de radicales libres. Entre estos se comprenden la
superéxido dismutasa (SOD), que cataliza la dismutacion del O, a H,0O,, la
glutation-peroxidasa y la glutationtransferasa, que reducen hidroperéxidos a
alcoholes, y la catalasa, que reduce H,0O, a H,O [64].
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De esta manera, a pesar de que no se logrd obtener una inactivacion completa de
las bacterias con este sistema hubo una reduccién de las poblaciones bacterianas
de aproximadamente cuatro y seis Ordenes de magnitud para S.typhimurium, y
E.coli respectivamente, presentando mayor resistencia al proceso S.typhimurium,
con respecto a S.sonnei y esta a su vez con E.coli. Esto se puede explicar
teniendo en cuenta que en el sistema foto-Fenton, la reduccion de las poblaciones
bacterianas implica una accién sinérgica de las especies reactivas de oxigeno
formadas durante el proceso, es decir, del efecto oxidativo del peréxido de
hidrogeno, de las reacciones dependientes de la luz, de la intensidad luminosa
empleada y del grado de estrés generado por la leve reduccién del pH en la

solucién.

De esta forma, en el proceso foto-Fenton se considera que el aporte de cada
componente individual (H,O., luz, intensidad luminosa y pH) para la generacién de
radicales ‘OH y ROS ocurren simultdneamente, tanto en el interior como en el
exterior de la célula bacteriana. Ademas la presencia extracelular de H,O, puede
incrementar la permeabilidad de la membrana bacteriana permitiendo la difusién

de Fe?' y la generacion de radicales *OH via reaccién Fenton intracelular o el

peréxido y el hierro junto con la accion de la luz pueden generar radicales *‘OH en
el exterior de las células bacterianas, los cuales pueden iniciar la peroxidacién

lipidica a la membrana celular [65].

5.2 APORTE EN LA DESINFECCION DE LA LUZ Y LUZ-H,0, EN AGUA
DESTILADA.

En la figura 10 se observan los ensayos de control que se llevaron a cabo para
evaluar el aporte en la desinfeccion de la luz, luz-H,O, y el Fenton para cada
bacteria. De éstos, el aporte mas importante sobre la desinfeccién lo proporcion6
los sistemas luz y luz-H,0O,, en los cuales hubo una reduccién de las poblaciones
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bacterianas de tres y cuatro 6rdenes de magnitud para luz y luz-H,O;

respectivamente.

9-
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Figura 10. Inactivacién de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en presencia de (a)
luz. (b) luz- H,O,. Concentracién inicial de los compuestos: [H,O,] inicial: 20 mg/L, pH = 6.0.
Concentracién inicial de bacterias: 10° UFC/100 mL.

Respecto a los ensayos realizados en presencia de luz la temperatura del sistema
nunca excedid los 42 °C por lo que la inactivacién térmica de las bacterias fue
excluida, ya que ésta tiene un aporte significativo cuando sobrepasa los 45 °C
[66].

En general no es facil determinar las diferencias en la resistencia de las bacterias
a los procesos fotocataliticos. Sin embargo, se sabe que las bacterias
S.typhimurium, S.sonnei y la E.coli son genéticamente similares, ya que
pertenecen a la misma familia de las enterobacterias, y presumiblemente su
sistema de defensa es similar. Los resultados obtenidos para este sistema
coinciden con los reportados en la literatura, donde se ha encontrado que la
S.typhimurium es mas resistente a la exposicion de luz UV-A (320-400 nm) en
agua que la E.coli y que ésta Ultima a su vez es mas resistente que la S. sonnei
[67].
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Para conocer el efecto que tiene la luz sobre las bacterias mencionadas se debe
tener en cuenta el tipo de radiacién que llega normalmente en un dia soleado a la
atmosfera, el cual es aproximadamente 49% de radiacion infrarroja, 42% de luz
visible y 9% de radiacion ultravioleta. De estas radiaciones las que afectan
principalmente las bacterias son las dos ultimas, siendo la radiacion ultravioleta la
gue tiene un efecto letal y mutagénico, lo cual depende de su longitud de onda,
pues la absorcion selectiva afecta diversas moléculas biolégicas. Los rayos UV
provocan cambios quimicos en las moléculas absorbentes, de modo que aparecen
moléculas alteradas denominadas genéricamente fotoproductos. Estos originan la
inactivacion de macromoléculas, las mas comunes que resultan del dafio causado
por la radiacion UV son los dimeros de timina, que se forman cuando dos
moléculas de timina adyacentes se fusionan. La formacién de estos dimeros y
otros fotoproductos evita que el ADN pueda replicarse y mata la célula de manera
efectiva, aunque, en otros casos como ya se menciond, el ADN dispone de

mecanismos para paliar o eliminar estas modificaciones potencialmente lesivas.

A diferencia de la UV, la luz visible es de baja energia, y ademas, sus cuantos no
tienen efectos selectivos sobre el ADN, por lo que no seria de esperar, en
principio, que este tipo de radiacion tuviera efectos negativos sobre las bacterias.
Sin embargo, la luz visible puede ejercer un efecto negativo indirecto, en el

fendmeno de sensibilizacion fotodinamica [68].

De esta forma, cuando las bacterias estan en contacto con la luz, esta puede
penetrar al interior celular, lo cual se puede explicar teniendo en cuenta la
morfologia de las bacterias, pues el citoplasma que es el componente en mayor
proporcién en la célula es incoloro y su indice de refraccion (1.35-1.38) no difiere
mucho al del agua (1.33), es decir, que gran parte de la radiacidén entra a la célula
bacteriana lo que probablemente pueda generar su foto-inactivacion.
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En la figura 10.a se observa foto-inactivacion probablemente debido a la excitacion
de fotosensibilizadores enddgenos tales como el citocromo (figura 11.a), flavina
(figura 11.b), tryptofano y otros aminoacidos aromaticos, al ataque de los
componentes celulares por ROS y al dafio del DNA por el radical hidroxilo. Un
fotosensibilizador enddgeno excitado puede reaccionar directamente con
biomoleculas celulares, las cuales incluyen el ataque de proteinas y de los

componentes de la membrana celular o mas cominmente con el O, circundante

llevando a la generacién de ROS tales como OH,'O,, O, y H,0, [69,70].

(b)

HaC. N N0

Figura 11. Estructura quimica de: (a) Citocromo. (b) Flavina

Igualmente, también es posible que se presente la foto-degradacion de la catalasa
intracelular, la cual bajo condiciones normales elimina el exceso intracelular de
H.O, (ecuacion 13). Por tanto al foto-degradarse permite la generacién de
radicales "OH altamente reactivos mediante reacciones Fenton intracelular entre
el H,O, que esta en exceso y el hierro ferroso intracelular libre, dando lugar al
dafio directo del ADN de las bacterias [71].

H,0,+H,0 —29%2_, 54 O + 20, (13)

De esta manera cuando la concentracion de especies reactivas de oxigeno (o
ROS) se incrementa hasta un nivel que supera la capacidad de defensa de las

células, se genera lo que se conoce como estrés oxidativo [72].
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En la figura 10.b se observa que la tasa de foto-inactivacion en presencia de luz-
H,O, mejora con respecto a la de luz, lo que es congruente con otros estudios
encontrados en la literatura. El origen de esta inactivacion mejorada se podria

explicar si se tiene en cuenta que el H,O, se mantiene relativamente estable (a
diferencia del "OH) y sin carga (a diferencia de OZL' ), por lo tanto cuando el H,0;

esta presente en el habitat extracelular penetra en las membranas y se difunde en
las células. Una sobrecarga intracelular de H,O, aumenta la posibilidad de
generacion de "OH a través de la reaccion de Fenton intracelular. No obstante, si
los iones de hierro no estan disponibles, el H,O, puede causar la oxidacion del
cluster de sulfuro de hierro ([4Fe-4S]) (figura 12.a), permitiendo la liberacion de
Fe**, el cual si se reduce a Fe?* contribuye a las reacciones de Fenton intracelular
[73]. Por otra parte, Fe?* puede ser directamente liberado cuando los rayos UV-A
(320-400 nm) dafian algunas proteinas que contienen hierro como la enterobactina
(figura 12.b) o ferritina [74, 75].
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Figura 12. Estructura quimica de: (a) Cluster de sulfuro de hierro. (b) Complejo de
coordinacién Enterobactina-Fe®*.

El efecto sinérgico bactericida del H,O, y la luz se ha informado anteriormente [65,
76, 77]. Esta sinergia surge de la capacidad de la radiacion UV-A para dafar la
enzima catalasa, que es importante para la defensa celular contra el estrés

oxidativo [65,78], pues como se menciond anteriormente, la catalasa transforma el
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H,O, intracelular y controla su concentracion. De esta forma, cuando se
descompone la catalasa, el H,O; intracelular aumenta a concentraciones téxicas,
especialmente en presencia de H,O, extracelular, que se difunde dentro de las

células.

Sin embargo, el uso del sistema luz-H,O, para aplicaciones a escala real en
procesos de desinfeccion de aguas no es adecuado, debido a que se requeriria de
cantidades considerables de perdxido lo que generaria mayores costos para la
aplicacion del proceso. Ademas, los efectos a largo plazo del H,O, sobre la salud

humana son poco conocidos.

5.3 EFECTO DEL PROCESO FENTON EN LA INACTIVACION DE LAS
BACTERIAS: S.typhimurium, S.sonnei y E.coli.

En la figura 13 se observa el efecto del proceso Fenton sobre las bacterias
S.typhimurium, S.sonneiy E.coli en agua destilada utilizando 0.7 ppm de hierro a
partir de sulfato ferroso heptahidratado y 20 ppm de peréxido de hidrogeno a pH 6.
Este proceso se realiz6 cubriendo los reactores CPC con el fin de evitar el paso de

la radiacién al sistema.
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Figura 13. Inactivacién de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli mediante el
proceso Fenton. Concentracion inicial de los compuestos: [Fe2+]: 0.7 mg/L, [H20,] inicial: 20
mg/L, pH = 6.0. Concentracion inicial de bacterias: 10® UFC/100 mL.
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Bajo estas condiciones no se obtuvo desinfeccion con ninguna de las bacterias,
debido a que el proceso no es catalitico, pues a pesar de que es posible que
suceda la reduccién del Fe** con el H,O, para generar nuevamente Fe?* (ecuacion
15), la constante de velocidad de la reaccién es muy baja (aproximadamente 10°
a 102 M*s™) comparada con la de la ecuacién 14 lo que lleva a que el proceso
sea lento [81,82].

Fe* +H,0, »Fe* +'OH+OH K= 50-80 M'S™ (14)

Fe* +H,0, -~ Fe" +OH, +H" K= 10°-10° M'S*  (15)

Sin embargo, a pesar de que no hay desinfeccibn con este sistema hay una
reduccion de las poblaciones bacterianas de dos 6rdenes de magnitud. Esto se
puede explicar teniendo en cuenta que en la reaccion Fenton (ecuacion 14) hay

formacion de radicales 'OH en el exterior de las células bacterianas, lo cual puede
generar la peroxidacion lipidica de la membrana celular, es decir, se inicia un
ataque a la estructura de la membrana y mas especificamente a los acidos grasos
poliinsaturados que la conforman, conllevando a una alteracion de la
permeabilidad de la membrana y por ende a la muerte celular por el desequilibrio
intracelular. El proceso de peroxidacion lipidica consta de una serie de reacciones
en cadena de los ROS en la pared celular [83]. La figura 14 muestra un esquema
de las posibles reacciones que se pueden llevar a cabo durante el proceso [84].
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Figura 14. Posibles reacciones que se llevan a cabo en la peroxidaciéon lipidica de la

membrana celular.

De igual manera, para explicar estos resultados también se puede tener en cuenta

el efecto bactericida del "OH, obtenido por reacciones Fenton intracelulares. El
Fe?* tiene capacidad para difundirse en las células, debido a que posee una baja
densidad de carga, el cual reacciona con el H,O, que proviene del metabolismo
respiratorio de la bacteria o con el que llega del exterior de la célula, pues como se
menciond anteriormente el H,O, extracelular puede penetrar y difundirse dentro

de la célula bacteriana [65, 73].
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5.4 RECRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS DESPUES DE 48 HORAS EN
AGUA DESTILADA.

En cada ensayo realizado se evalu6 el recrecimiento después de guardar las
muestras en la oscuridad durante 48 horas. En todos los sistemas (foto-Fenton,
luz, luz-H,O, y Fenton) se obtuvo un incremento en las colonias. Esto se puede
explicar teniendo en cuenta que en todos los procesos realizados las bacterias S.
typhimurium, S,sonneiy E. coli sufren un estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y/o
foto-inactivacion durante el desarrollo de los mismos, permitiendo que los
microorganismos entren en un estado viable pero pierdan parcialmente su
cultivabilidad, sin embargo luego de que el estrés oxidativo termina, debido a que
no hay radiacion, la concentraciéon de las bacterias se recupera [53].

5.5 INACTIVACION BACTERIAL MEDIANTE EL PROCESO FOTO-FENTON
EN PRESENCIA DE ACIDOS HUMICOS.

Se evalué el efecto de la materia organica (acidos humicos) en la inactivacion de
las bacterias S. typhimurium, S,sonnei y E. coli mediante el proceso foto-Fenton
(figura 15). Los resultados obtenidos muestran que en general el tiempo de
inactivacion para cada bacteria se incrementa cuando estan presentes estos
compuestos organicos. Sin embargo, esta diferencia es mayor para la E.coli que
para las otras bacterias estudiadas.
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Figura 15. Inactivacion de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en presencia y
ausencia de acidos huamicos (AH). Concentracion inicial de los compuestos: AH: 20 mg/L,
[Fe®*]: 0.7 mgl/L, [H,0,]: 20 mg/L, pH = 6.0. Concentracién de las bacterias: 10® UFC/100 mL.

El incremento en el tiempo de inactivacion para cada una de las bacterias se
explica teniendo en cuenta que la presencia de materia organica (acidos himicos)

genera una competencia entre los compuestos organicos y los microorganismos

por los radicales "OH generados en el proceso fotocatalitico. Esta competencia se
pudo confirmar al evaluar la degradacién de los acidos humicos en ausencia de
las bacterias (figura 16), donde se observa que estos compuestos sufren una
degradacion del 25%, lo cual es disminuido aproximadamente a un 17% con la

presencia de las bacterias.
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Figura 16. Efecto de la presencia de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en el
seguimiento de la absorbancia en la degradacion de acidos himicos (AH) a 254 nm.
Concentracién inicial de los compuestos: AH: 20 mg/L, [Fe2+]: 0.7 mg/L, [H,0,]: 20mg/L, pH =
6.0. Concentracion de las bacterias: 10° UFC/100 mL.
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Otro factor que disminuye la eficiencia del proceso foto-Fenton para la inactivacion
de cada una de las bacterias con la presencia de los acidos humicos es la
capacidad que estos compuestos tienen de absorber luz en la regién visible del
espectro electromagnético, por lo cual se reduce la intensidad de la radiacion que
llega a las bacterias disminuyendo de esta manera la foto-inactivacién (figura 17),
pues estarian menos expuestas a la luz, lo que impide que se dé la
fotosensibilizacion de componentes intracelulares como citrocomos, flavinas,
triptofano y aminoacidos aromaticos, los cuales como se menciond anteriormente
(seccién 5.2) son algunos de los compuestos de la célula bacteriana que
probablemente causen la inactivacion de las bacterias en presencia de luz. Todo
esto conlleva a que haya una disminucion del efecto sinérgico entre la luz y el
proceso Fenton (Fe?* + H,0,) [85].

—=— E.coli

31 —e— S.sonnei

h —4— S.typhimurium
—v— E.coli + HA
—<¢— S.sonnei + HA
i —»— S.typhimurium + HA
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Quv,n (KINL)

LOG [UFC/100mL]

Figura 17. Efecto de la luz en presencia y ausencia de acidos humicos (AH) para las
bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli. Concentracion de las bacterias: 10® UFC/100 mL.

Sin embargo, a pesar de que la eficiencia del proceso foto-Fenton es disminuida
por la presencia de estos compuestos organicos, también se observa un proceso
de inactivacibn que comprende entre 4 y 5 6rdenes de magnitud para S.
typhimurium y E. coli respectivamente. Esto se explica, si se tiene en cuenta que
la materia orgénica en presencia de luz puede actuar como un fotosensibilizador

bajo la radiacion UV-Visible y generar procesos fotoquimicos para la produccién
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de ROS tales como el oxigeno singlete 'O, el radical hidroperoxilo/superéxido
HO; /O, y el radical hidroxilo *OH. Estudios acerca del efecto de la materia

organica como fotosensibilizadores exdégenos ya se han realizado y se han

reportado en la literatura [41,86].

De esta forma, es posible que en presencia de los acidos humicos se den estos
procesos, es decir, que a pesar de que haya una menor fotosensibilizacién de
componentes celulares de las bacterias puede haber fotosensibilizacién de los
acidos huamicos, lo cual favorece la desinfeccion y por esto se presenta una

disminucién de las concentraciones bacterianas.

5.6 INACTIVACION DE LA MEZCLA DE LAS BACTERIAS S.typhimurium,
S.sonnei y E.coli MEDIANTE EL PROCESO FOTO-FENTON.

Se evalud la eficiencia del proceso foto-Fenton en la inactivacién de la mezcla de
las bacterias utilizando 0.7 ppm de Fe®*, 20 ppm de H,0O, y 20 ppm de &cidos
hamicos a pH 6 (figura 18).

= —=— E.coli/AH

8 \ —e— S.sonnei/AH

—4— S.typhimurium/AH
—v— Mezcla de Bacterias/AH

LOG [UFC/100mL]
N

0 1'0 2'0 3"0 4'0 5'0

Quy,n (KIL)
Figura 18. Inactivacion de la mezcla de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en
presencia de acidos himicos (AH) en comparacion con cada bacteria indivudualmente.

Concentracién inicial de los compuestos: AH: 20 mg/L, [Fe2+]: 0.7 mg/L, [H,0,]: 20mg/L, pH =
6.0. Concentracién de las bacterias: 10° UFC/100 mL.
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Los resultados mostraron que el proceso foto-Fenton llevado a cabo con una
concentracion de hierro de 0.7 ppm permite obtener una tendencia similar en el
proceso de inactivacion de la mezcla con respecto a cada bacteria individualmente
a pesar de que en el seno de la solucion existe una mayor carga microbiana, pues
aunque no se llega a obtener la desinfeccion total, el comportamiento de la mezcla
oscila en los limites en los que se encontraron S.sonnei y E.coli. Sin embargo, el
proceso de inactivacion para S.typhimurium fue menor en comparacion con las
otras dos bacterias y con la mezcla. Esto no es facil de explicar, debido a que con
la informacion suministrada no es posible determinar exactamente porque esta
bacteria es més resistente individualmente que en una mezcla al proceso de
desinfeccién cuando hay presencia de materia organica, asi que se podria pensar
gue esta bacteria particularmente puede tener mecanismos de defensa contra la
accion oxidante de los ROS formados durante el proceso y por tanto se ve de

alguna manera mas favorecida con la presencia de acidos humicos.

Al realizar el proceso foto-Fenton con la mezcla se logra reducir las poblaciones
bacterias aproximadamente en cinco 6érdenes de magnitud. En este proceso existe
un efecto sinérgico por parte de los sistemas luz, luz-H,O, y Fenton que
proporcionan un aporte en la generacion intracelular de ROS, las cuales afectan

negativamente a las células bacterianas, es decir, que a pesar de que existe una

mayor competencia por los radicales *‘OH generados en el seno de la solucién,
también se debe tener en cuenta que existen otros sistemas que aportan especies
reactivas de oxigeno que dafian el interior de las células bacterianas, lo cual ayuda
a que el tiempo de desinfeccion de la mezcla no sea mas largo que el obtenido

individualmente para las bacterias bajo las mismas condiciones.

Al evaluar el efecto de la mezcla de bacterias en la degradacion de acidos
hamicos (figura 19) se puede observar una menor disminucion al final del proceso
en la degradacion de los &cidos humicos con respecto a la obtenida con cada
bacteria individualmente, lo que sugiere que al haber una mayor cantidad de
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bacterias en la solucién se genera una mayor competencia por los radicales OH-
en el seno de la solucién que favorece al proceso de desinfeccién antes que al

proceso de degradacion de acidos humicos.
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Figura 19. Efecto de la presencia de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei, E.coli y la mezcla
de las tres en el seguimiento de la absorbancia en la degradacion de acidos hamicos (AH) a
254 nm. Concentracién inicial de los compuestos: AH: 20 mg/L, [Fe2+]: 0.7 mg/L, [H,O,]:
20mg/L, pH = 6.0. Concentracién de las bacterias: 10® UFC/100 mL.

Por otra parte al disminuir la concentracion de acidos hamicos a 10 ppm (figura
20.a) se puede observar un incremento en la velocidad de desinfeccion de la
mezcla de las bacterias con respecto al obtenido al utilizar 20 ppm de acidos
hamicos. Sin embargo, el tiempo en que se llega a una cantidad constante de

bacterias en ambos procesos es equivalente.
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Figura 20. Inactivacion de la mezcla de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei y E.coli en
presencia de diferentes concentraciones de 4cidos hamicos (AH) por medio de (a) Proceso
foto-Fenton, [Fe2+]: 0.7 mg/L, [H,O7]: 20mg/L, (b) Luz. Concentracién inicial de los
compuestos: AH: 10 mg/L o 20 mg/L, pH = 6.0. Concentracion de las bacterias: 10® UFC/100
mL.
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El incremento en la velocidad de la desinfeccién con 10 ppm de AH manteniendo
constante la concentracion de Fe?" y H,0O, se debe principalmente a los procesos
de fotosensibilizacion que se presenta en cada sistema, debido a que cuando se
tiene 20 ppm de AH la fotosensibilizacidn que se presenta es mayormente de los
acidos humicos, los cuales como ya se mencionaron anteriormente en presencia
de luz pueden actuar como fotosensibilizadores bajo la radiacion UV-Visible y por
ende generar procesos fotoquimicos para la producciéon de ROS, ya que el aporte
por fotosensibilizacion de componentes celulares es insignificante como se

muestra en la figura 20.b.

Por el contrario, si se analiza la velocidad de la inactivacion con 10 ppm de AH el
incremento de la misma se puede explicar teniendo en cuenta que para este
sistema se presenta fotosensibilizacion tanto de los componentes celulares
(citocromo, flavina, tryptofano y otros aminoacidos arométicos), como de los
acidos humicos. Esto se evidencia en la grafica 20.b, donde al aporte en la
inactivacion bacteriana es mayor en presencia de luz para el proceso que se lleva

cabo con 10 ppm que con 20 ppm de AH en cada bacteria.

Igualmente, cabe mencionar que estos radicales atacan primero a las bacterias
antes que a las moléculas organicas, lo cual se puede deducir al comparar la
degradacion de los acidos hamicos tanto en presencia como en ausencia de la

mezcla de bacterias (figura 21) para los dos procesos con 10 y 20 ppm de AH.
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Figura 21. Seguimiento de la absorbancia en la degradacion de los acidos himicos (AH) a
254 nm en presencia como en ausencia de las bacterias: S.typhimurium, S.sonnei, y E.coli.
(a) Proceso con [AH]: 20 mg/L. (bg Proceso con [AH]: 10 mg/L .Concentracion inicial de los
compuestos: acidos himicos [Fe*]: 0.7 mg/L, [H.0,]: 20 mg/L, pH = 6.0. Concentracion de
las bacterias: 10 UFC/100 mL.

Como se observa en la figura 21 la degradacion de los acidos humicos con 10 y
20 ppm de AH en presencia de la mezcla bacteriana es aproximadamente
equivalente. Sin embargo, al comparar cada proceso en ausencia de las bacterias
se puede observar que hay una inhibicibn de la degradacion de los acidos
hamicos del 15 % para el proceso con 20 y del 29 % para el de 10 ppm de AH.

Esto permite pensar que al realizar el proceso foto-Fenton los radicales *OH
interaccionan primero con las bacterias incrementando su velocidad de
desinfeccién, lo cual hace que la degradacion de los acidos humicos en ambos
procesos sea muy similar en presencia de la mezcla bacteriana. Esto se puede
explicar teniendo en cuenta que la bacteria es sensible no solo al ataque del

radical "OH y de otras especies de ROS, sino que también se ve afectada por la
presencia de luz, es decir, en las bacterias hay un efecto sinérgico de la luz, luz-
H,O,, Fenton y foto-Fenton, los cuales como ya se han mencionado
desencadenan una serie de procesos 0 reacciones que afectan la vida de las
bacterias. Ademas, este comportamiento posiblemente también esté relacionado
con la diferencia en tamafo de las bacterias (0.5 - 1.0 um) con respecto al tamafo
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molecular de los acidos humicos, pues éstas al ser mucho mas grandes

incrementan la posibilidad del ataque hacia ellas de los radicales “OH generados

en el seno de la solucion [86].

Por otra parte se midié el TOC en los ensayos realizados con acidos humicos con
cada bacteria, con el fin de determinar los porcentajes de mineralizacién de éstos,
de acuerdo a los resultados se evidencia que no hay una mineralizacion de los
acidos humicos significativa (entre 4 y 13%). Esta diferencia en la velocidad de
degradacion de los acidos humicos con respecto a su mineralizacion se debe a
gue para lograr una concentracién baja del TOC es necesario la oxidacion de
todos los intermediarios generados en la degradacion hasta CO,, mientras que la
sola oxidacion de las moléculas de &cidos humicos es suficiente para la

disminucion de su concentracion en el sistema [87].

La tabla 1 resume todos los procesos realizados mostrando los resultados de
inactivacion bacterial maxima frente a las distintas condiciones estudiadas

incluyendo los controles de luz, luz-H,O; y fenton.

Tabla 1. Porcentaje de inactivacion bacterial maximo para cada proceso realizado.

PORCENTAJE DE INACTIVACION BACTERIAL MAXIMA (%)
SISTEMA
S.typhimurium | S.sonnei E.coli Mezcla de Bacterias
FOTO FENTON 51,9 59,8 73,1
LUZ 32,1 40,0 35,3
LUZ-H,0, 46,8 56,4 54,8
FENTON 22,5 23,1 25,2
FOTO FENTON + 20 ppm AH 48,0 61,5 65,6 61,7
FOTO FENTON + 10 ppm AH 61,2
LUZ + 20 ppm AH 4,27 5,43 124
LUZ + 10 ppm AH 23,8 291 311
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6. CONCLUSIONES

Se demostré que el proceso foto-Fenton utilizando 0.7 ppm de Fe®*, 20 ppm de
H.O, y pH 6 permite obtener una disminucion considerable en la concentracion
inicial de las bacterias S.typhimurium, S.sonnei, y E.coli ya sea de manera
individual o cuando las tres se encuentran presentes en la solucion. No obstante,
no se logra una desinfeccion completa, por lo que este método solo podria
plantearse como una alternativa complementaria a procesos de potabilizacién de

agua.

Se observé que en el proceso foto-Fenton llevado a cabo con la presencia de
acidos humicos se disminuye considerablemente el proceso de inactivacion
bacteriana, ya que se crea un ambiente competitivo por los radicales libres, porque
estos tienen la propiedad de atacar tanto a las bacterias para su inactivacion como
a los acidos humicos para su degradacién. Por tanto cuando el agua fue dopada
con estos la capacidad del proceso foto-Fenton para degradar los acidos humicos

en presencia de las bacterias también se vio disminuido.

Se demostr6 que el proceso foto-Fenton llevado a cabo con diferentes
concentraciones de &cidos hiimicos (10 y 20 ppm), 0,7 ppm de Fe* y 20 ppm de
H,O, permite también una disminucion considerable de las bacterias
S.typhimurium, S.sonnei, y E.coli. No obstante, el proceso llevado a cabo
utilizando 10 ppm de AH permitid obtener una mayor velocidad en el proceso de
desinfeccion de la mezcla de bacterias.

Es necesario realizar estudios complementarios a este trabajo que permitan

evaluar la desinfeccion mediante el proceso foto-Fenton al llevarse a cabo con la
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presencia de materia orgéanica e inorganica tanto a escala de laboratorio como a
escala piloto. Ademas de buscar una mejora en el proceso que permita obtener un
incremento en la degradacion de materia organica conservando la efectividad del

proceso en la desinfeccion.

Se debe realizar estudios a escala piloto para evaluar la desinfeccion mediante el
proceso foto-Fenton con matrices de agua real que involucren diversas fuentes de
materia organica y asi poder conocer como afecta mas detalladamente este tipo
de compuestos el proceso de desinfeccion.
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8. ANEXO

8.1 CULTIVO Y CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS.

La cepas bacterianas utilizadas fueron E. coli (ATCC 8739), S. typhimurium (ATCC
14028) y S. sonnei (ATCC 25931) las cuales fueron suministradas por
Microbiologics. Las bacterias fueron activadas en agar PCA (Plate Count Agar -
Scharlau). A cada una de las cepas se le realiz6 su curva de crecimiento
estimando el nimero de células por cAmara de Neubauer cada hora hasta la fase
estacionaria. La Escherichia coli alcanzé el mayor nimero de bacterias (1,93x10°)
a las seis horas y la fase estacionaria en cinco horas. La Salmonella typhimurium
alcanz6 la fase estacionaria en cinco horas y el mayor niumero de bacterias
(1,54x10°%) en nueve horas. La Shigella sonnei llegé a la fase estacionaria en
cuatro horas y alcanzé el mayor nimero de células (4,27x10°) a las ocho horas.
Posteriormente se realiz6 la preservacion de éstas cepas a una temperatura de -
20 °C en una solucion de caldo CASO Bouillon (Merck) y glicerol (Mol Labs) al
30%.

Estas cepas, almacenadas a -20 °C, se reactivaron inoculando en caldo Caso
Bouillon (Merck) a 35 °C en agitacion constante hasta el tiempo en que la cepa
bacteriana se encontrara en la fase estacionaria. Luego de esto las bacterias
fueron recolectadas por centrifugaciéon a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C, y
lavadas tres veces con solucion de NacCl al 0.85% (P/V). El “pellet” bacterial fue re-
suspendido en solucién de NaCl al 0.85% para obtener 10°-10%° unidades
formadoras de colonias por cada 100 mililitros (UFC/100 mL). De esta solucion se
reparti6 100 mL para cada reactor CPC, el cual contenia previamente 10 L de
agua destilada o agua destilada dopada con acidos huamicos (segun el sistema a
estudiar) para obtener una concentraciéon entre 10°-10° UFC/100 mL en cada
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reactor. Posteriormente, la suspension bacterial se expuso a la radiacion solar

durante 4-5 horas aproximadamente.

Las muestras fueron tomadas en diferentes periodos de iluminacion y sembradas
por duplicado en PCA previamente servido en cajas de petri mediante el método
de filtracién por membrana. El recuento de las unidades formadoras de colonia se

hizo después de 24 horas de incubacién a 35 °C.

Para evaluar el recrecimiento bacteriano las muestras fueron colocadas en
recipientes estériles y tapadas con aluminio bajo incubacion a 35 °C durante 48 h
en la oscuridad. Después de este tiempo las muestras fueron sembradas en agar

PCA y su recuento se hizo como fue descrito anteriormente.
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