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RESUMEN

El agua subterranea constituye la fuente mas grande de agua dulce disponible (aproximadamente el
96%), proporciona entre el 25 y 40% del agua potable en el mundo. El agua subterranea posee una
buena calidad natural, generalmente libre de patdgenos, color y turbiedad (National Academy of
Sciences 2008). Un riesgo para los acuiferos libres superficiales es la inadecuada disposicion de
Excretas en sectores rurales, conllevando a la contaminacion microbiologica. La desinfeccion con
cloro es el tratamiento mas usado para las aguas, sin embargo esta forma de desinfeccion
representa riesgo para la salud humana debido a la generacion de subproductos téxicos
cancerigenos denominados DBPS, (Desinfection by-products), como alternativa de control a estos
riesgos se evallan otros métodos de desinfeccion, siendo los mas estudiados los procesos
avanzados de oxidacién - PAOX.

El presente estudio propone la desinfeccion en agua subterranea a través del tratamiento foto-
Fenton a pH neutro, usando hierro naturalmente presente en el agua subterranea. Se evalué la
influencia de los factores de la composicion quimica del agua, en la desinfeccion via foto-Fenton
usando como indicador el microorganismo E. coli K12, adicionando a una muestra natural
proveniente del corregimiento El Tiple. Para determinar la efectividad del proceso de desinfeccidn en
aguas subterraneas, se uso recuento directo de bacterias viables con el método de hibridacion in-
situ con sondas fluorescentes (FISH) combinado con el método de elongacion celular en presencia
de antibiotico. Los factores quimicos evaluados fueron: (i) la interferencia de los iones presentes en
la fuente de agua (HCOs:, CI-, F-, SO47, Mn*2, NOs', PO43), asi como (i) las concentracion adecuada
de H202, Fe*3e hipoclorito de calcio.

Se determind que la cinética de desinfeccion, la constante cinética k es igual a -7,56x10% min- y el
tiempo de vida media de la desinfeccion durante el tratamiento es igual a 135 min. El tratamiento de
cloracion en agua subterranea mostré un tiempo medio de desinfeccion de 52,45 min, mostrando
que requiere un menor tiempo de contacto para lograr la desinfeccion comparado con el tratamiento
foto-Fenton a pH neutro.

Palabras Clave: foto-Fenton, agua subterranea, inactivacion microbiologica, E.coli K12, pH neutro,
DVC-FISH, viabilidad celular, iones, energia solar.
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CONTEXTUALIZACION DEL PROBLEMA

Se estima que la distribucion de agua a nivel mundial es: 97,5% de agua salada y 2,5% de agua
dulce. De la porcion de agua dulce el 66,7% corresponde a glaciares, el 30,1% agua subterrénea,
el 0,8% nieves permanentes y el 0,4% agua superficial y atmosférica (UNESCO, 2004).

De acuerdo con Von Sperling (2012) del agua disponible a nivel mundial, unicamente 0,007% puede
ser utilizada facilmente para abastecimiento publico, de esta fraccion sdlo el 3% es agua superficial y
el 97% del agua que podria usarse para consumo humano, es agua subterranea. La disponibilidad
de agua superficial para consumo es afectada por la escasez e intervencién antropogénica que
deteriora su calidad.

El agua subterranea, proporciona globalmente entre el 25% y 40% del agua potable en el mundo,
(National Academy of Sciences 2008). En algunos paises en via de desarrollo, los acuiferos libres
superficiales constituyen la principal fuente de agua para uso doméstico (Msilimba y Wanda, 2013).
En Colombia las reservas de agua subterranea son de 5 848 kme, que equivale al 72% del total
disponible. En nuestro pais el uso anual es de 808 km: en actividades agricola, doméstico e
industrial (IDEAM 2010). El agua subterranea es importante en el suministro de agua en las zonas
rurales, debido a la oferta de acuiferos disponibles, a la falta de opciones de tratamiento para el
agua superficial (Braune y Xu, 2010).

A pesar de su abundancia, los acuiferos experimentan una creciente amenaza de contaminacion
ocasionada por la urbanizacion, el desarrollo industrial, las actividades agricolas y la explotacion
minera (Foster et al., 2006). Uno de los problemas de la calidad quimica del agua subterranea es la
agricultura debido al uso de grandes cantidades de fertilizantes y plaguicidas (Gutiérrez, 2004). Otro
riesgo para los acuiferos libres superficiales es la inadecuada disposicion de excretas en sectores
rurales lo cual conlleva a la contaminacion microbioldgica y consecuentemente la transmision de
enfermedades de caracter agudo o cronico. Las enfermedades transmitidas por el agua contribuyen
significativamente en los indices de mortalidad prematura a nivel mundial (Fitts, 2002). Por otra parte
se ha asociado con la contaminacién quimica el incremento de la incidencia de Parkinson (Gatto et
al, 2009) y efectos de disrupcion endocrina en la fauna (Taylor y Harrison, 1999).

Existen diferentes propuestas tecnoldgicas para desinfeccion de las aguas subterraneas: la micro-
filtracion, sin embargo esta presenta la desventaja que no es eficaz para remover sustancias
organicas; la 6smosis inversa, cuya limitacién es que no remueve contaminantes como los
pesticidas; la destilacion, presenta el inconveniente que si el contaminante a remover presenta
volatilidad la tecnologia no es viable; la radiacion ultra violeta, es muy usada pero no es eficiente en
la degradacion de compuestos organicos; eliminacion de iones como hierro y manganeso
(Ablandamiento por intercambio de iones, Aireacionffiltracion, Filtro oxidante - zeolita); el tratamiento
de adicidn de cloro, es el tratamiento mas usado sin embargo, este tiene como inconveniente en las
aguas subterraneas el cambio de estado de oxidacion de Fe« a Fes, generando un color amarillo que
afecta la aceptacion de los usuarios. Por otra parte la cloracion en presencia de materia organica
natural genera la formacion de subproductos toxicos de desinfeccion 6 DBPS, (Desinfection by-
products), estos DBPs tienen una comprobada capacidad toxica y/o mutagénica para los humanos
(Sanchez, 2008).
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Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha generado un creciente interés en la busqueda de
métodos de desinfeccion alternativo que puedan superar las limitaciones de los convencionales, sin
comprometer la seguridad microbioldgica del agua. Dentro de estas alternativas se encuentran los
procesos avanzados de oxidacion -PAOX-; radiacion solar, desinfeccion electroquimica, ozonizacién,
fotocatalisis homogénea y fotocatélisis heterogénea. Que se basan fundamentalmente en la
generacion de especies reactivas de oxigeno siendo el principal, el radical OH. Las especies
reactivas de oxigeno degradan compuestos organicos y atacan a los microorganismos ocasionando
su inactivacién y/o muerte. (Rengifo, 2013)

Este estudio evalué la desinfeccién con foto-Fenton en aguas subterraneas de una muestra
proveniente del corregimiento en la localidad “El Tiple” en Candelaria - Valle del Cauca adicionando
al agua la bacteria E. coli K12.

El foto-Fenton es clasificado dentro de los procesos de catalisis homogénea. A pesar de que este
proceso se hizo durante muchos afios a pH acido, recientemente se encontréd que también puede
ocurrir a pH neutro, lo cual es mas ventajoso para su potencial aplicacion en tratamiento de aguas.
Teniendo en cuenta que las aguas subterraneas son naturalmente ricas en hierro se considero el
uso de este factor como ventaja adicional. Se determind la influencia de algunos factores
potencialmente relevantes sobre la desinfeccion via foto-Fenton, como la presencia de iones: HCO:.,
Cl, F, SO:, Mn~, PO.=. El foto-Fenton se comparé con desinfeccion convencional usando hipoclorito
de calcio. Una de los aspectos mas discutidos en la literatura es la confiabilidad de los métodos de
cultivo en placa para evaluar la muerte bacteriana durante la desinfeccién. Se ha encontrado que los
microorganismos en condiciones de stress oxidativo dejan de ser cultivables aunque conservan sus
caracteristicas vitales y podrian recuperarse una vez suspendido el tratamiento, a esta condicion se
le ha denominado estado viable no cultivable VNC. Por lo tanto para valorar la muerte celular se
llevé a cabo la medicion usando dos métodos complementarios. EI método de FISH adaptado por
Delong en 1989 y Amman en 1990 (De Long et al., 1989). para identificar especies microbianas no
cultivables y propuesto por primera vez por Villarino en el (2000), para evaluar la viabilidad durante
la desinfeccion, combinado con el método DVC (Amann et al., 1990). por sus siglas en inglés “direct
viable count” que consiste en la adicion trazas de antibidtico a un medio rico en nutrientes. El
antibiético inhibe la generacién del septum de division, lo cual hace que las bacterias se dupliquen
sin separarse generando la imagen de una unica célula elongada.
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1.

ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

1.1 Antecedentes de la desinfeccion por foto-Fenton

Rincén y Pulgarin reportaron en 2005, la posibilidad de usar el proceso foto-Fenton a pH cercano a

la neutralidad. Mocayo-Lasso et al., en 2009, reportaron la posibilidad de usar aguas reales, con el

hierro naturalmente presente, el peréxido de hidrégeno a pH cercano a la neutralidad. A la fecha, la
desinfeccion mediante foto Fenton a pH cercano a la neutralidad en aguas subterraneas ha sido

evaluada por Ndounla, et al., en el 2014 b, quienes realizaron la inactivacién foto asistida de

coliformes totales / E. coli y Salmonella spp. La Tabla 1 muestra los antecedentes relacionados a la

desinfeccion por fotocatélisis a pH neutro.

Tabla 1 Antecedentes de la desinfeccion por fotocatalisis a nivel global

Matriz de Desinfeccion — Tiempo /
Patégeno Proceso agua pH H20; Fe Fuente de radiacion - Referencia
Reactor
E. coliK12 Foto Agua de 7.5 10mg 10mg L-1  Total inactivacién - 3 Rincén and
Fenton lago L-1 horas / Luz solar - CPC Pulgarin 2005
reactor
E. coli K12 Foto AguadeRio 6.5-70 10mg 06mg L-1 Totalinactivacion -5 Moncayo-Lasso
Fenton L-1 Fe natural horas / Luz solar - CPC etal 2009
reactor
E. coli & Foto Agua 49-63 85mg 007mglL- Totalinactivacion - 120 Ndounla et al;
Salmonella  Fenton Subterranea L-1 1y0.6mg  minutos/Simulador solar 2013
Sodis- L-1 y Luz solar - botellas PET
H202
E. coli & Foto Agua 54 40mg 0.07mglL- Totalinactivation- 360 Ndounla et al
Salmonella  Fenton Subterranea L-1 1 minutos / Luz solar- CPC  2014a
reactor
E. coli & Foto Agua 49-51 10mg  0.03-0.05 1 Log (pozo 1) E. coli; 0 Ndounla et al
Salmonella  Fenton Subterranea  pozo 1 L-1 mg L-1p1y Log (pozo 2) Salmonella- 2014b
y 0.01-0.04 240 minutos / Luz solar
5.6-5.7 mg L-1 p2 en temporada de lluvia -
pozo 2 CPC reactor

Las aguas subterraneas, contienen concentraciones de hierro presentes de forma natural y baja
turbiedad (CVC, 2008; Rani y sasidhar, 2011), lo anterior hace factible realizar tratamientos foto
Fenton a pH neutro en este tipo de agua.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo General

Determinar las condiciones para lograr la desinfeccién de E. coli K12 en fuentes de agua
subterranea usando foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad.

2.2  Objetivos Especificos

Determinar el tiempo minimo de tratamiento con el proceso foto-Fenton para lograr la desinfeccion
de la cepa E. coli K12 en aguas subterraneas.

Evaluar el efecto de los factores: concentracion de hierro, concentracion de perdxido y pH, en el
tratamiento foto-Fenton para la desinfeccion de aguas subterranea.

Comparar las eficiencias de desinfeccion con foto-Fenton en concentraciones naturales de hierro y
pH cercano a la neutralidad y cloracion con hipoclorito de calcio (CaClO2) en agua subterranea

Evaluar el efecto de los iones F-, Cl-, Mn*2, SO47, CO3 y PO43, en la desinfeccion con foto-Fenton de
la cepa de E. coli K12, en fuentes de agua subterranea.

3 HIPOTESIS

Se podré identificar como las caracteristicas fisico-quimicas del agua subterrdnea afectan la
desinfeccion con foto-Fenton cuando esta se realiza a pH cercano a la neutralidad y hierro
naturalmente presente en estas.

16



DESINFECCION DE E. coli K12 EN UNA MATRIZ DE AGUA SUBTERRANEA ViA

FOTO-FENTON

4 MARCO TEORICO
41 Agua Subterranea y Acuiferos

El Agua subterranea es el agua subsuperficial que se encuentra bajo el nivel freatico en suelos y
formaciones geoldgicas saturadas, es decir, en la zona de saturacion del suelo (Arizabalo y Diaz,
1991). Los acuiferos son las formaciones geoldgicas donde el agua es almacenada en los poros y
circula con facilidad por ellos, de acuerdo a su presion hidrostatica, pueden ser libres o confinados.

Los acuiferos libres se presentan cuando el manto freadtico no esta limitado por un estrato
impermeable en la parte superior y por lo tanto contienen agua bajo la presion atmosférica; en los
acuiferos confinados, el agua subterranea esta limitada por un estrato impermeable, a mayor presion
que la atmosférica y con una recarga que no es uniforme, en estos acuiferos el agua satura
completamente los poros (Jyrkama y Sykes, 2007)

4.2 Calidad del Agua Subterranea

El agua subterrdnea carece de turbidez, aunque puede requerir ablandamiento, la mayoria de
patdégenos y sustancias indeseables se eliminan, gracias a la accion filtrante de las particulas del
suelo. En las aguas subterraneas la composicion del hierro puede oscilar entre 0,001 mg.L-'y 10,0
mg.L' y el manganeso regularmente se encuentra en concentraciones menores a 0,1 mg.L"!
(Hiscock, 2005). Los acuiferos pueden contaminarse si la carga contaminante sub-superficial
generada por descargas Y lixiviados antropogénicos, excede la capacidad natural de amortiguacion
del terreno y de los estratos subyacentes (Medina, 2002).

La composicién quimica afecta los usos potenciales del agua. Los factores limitantes para uso
doméstico en el agua subterranea son: el hierro (Il). El hierro se combina con oxigeno y cambia su
estado de oxidacion a Hierro (Ill). EI 10% de la ingesta diaria maxima tolerable es de 2 mg L' por
tanto no representa un peligro a la salud, sin embargo a niveles superiores de 0,3 mg L-! génera
color rojizo-café y turbiedad, en esa concentracion tifie la ropa en el lavado y genera rechazo por la
de la comunidad, ademas forma una capa viscosa en la tuberia. EI Manganeso (ll), a
concentraciones superiores de 0,1 mg L' cambia de estado de oxidacion a Mn (IV), se vuelve
insoluble, incrementando la turbidez y forma un precipitado negro, el valor limite para efectos en la
salud es de 0,4 mgL-'; la dureza total restringe el uso del agua incrementando el consumo de
jabones y detergentes, también genera incrustaciones debido a la dureza carbonatica.
Concentraciones de Sulfatos mayores a 250 mg L' generan sabor y tienen un efecto laxante. Las
aguas subterraneas pueden ser contaminadas por Nitratos usados en las actividades agricolas estos
se pueden constituir en nutrientes que facilitan el incremento de la poblacién microbiol6gica y
desarrollo de biopeliculas, ademas los Nitratos pueden causar el sindrome del bebé azul, (WHO,
2008).

La eliminacion de contaminantes en la zona no saturada del subsuelo estd asociada a la
degradacion bioldgica, reacciones quimicas y la adsorcion en la superficie de arcillas minerales y/o
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de materia organica. La contaminacion en el subsuelo depende de factores que controlan la
movilidad y persistencia de los contaminantes, originados por la matriz del acuifero y las tasas
mucho mas lentas de biodegradacion (como resultado de las bajas concentraciones de carbén
organico, la reducida poblacion de bacterias y la limitada difusion de oxigeno). Existe una
preocupacion especial ligada a la posibilidad de contaminar los acuiferos no confinados,
especialmente cuando la zona no saturada es poco profunda y los niveles del agua son someros
(Foster et al., 2006).

4.3  Microorganismo indicador (E. coli K12)

Debido a la dificil cuantificacion y/o enumeracion de todos los microorganismos presentes en el
agua, el microorganismo indicador mas empleado para estudios de desinfeccion fotocatalitica
bacteriana es Escherichia coli por ser indicador de la contaminacion fecal y presentar facilidad en su
aislamiento y manejo. E. coli es un microorganismo gram negativo, la pared celular tiene una capa
de peptidoglicano (2-6 nm de espesor) que representa sélo el 10% de la pared celular y la
membrana externa (6-18 nm) se compone de 50% de lipo-polisacaridos, fosfolipidos 35% y 15% de
lipoproteinas. Tanto la membrana, el peptidoglicano y el exterior le proporcionan proteccion
mecanica para mantener la morfologia de las células intacta (Madigan, et al., 2006).

4.4 Mecanismo de inactivacion de las bacterias por agentes oxidantes

En el proceso de desinfeccion con fotocatalisis las especies reactivas del oxigeno (anion super
dxido, perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilos), atacan los microorgnismos, especialmente se
ha descrito su efecto a nivel de lipidos, proteinas y cadena respiratoria en las bacterias.

Los lipidos son el mayor blanco durante el estrés oxidativo, los radicales pueden atacar directamente
los acidos grasos poliinsaturados en membranas e iniciar la peroxidacion lipidica. El primer efecto de
peroxidacion lipidica es un decrecimiento en la fluidez de la membrana, la cual altera las
propiedades de esta, haciendo que se desprendan las proteinas que estan unidas a ella, cuando
sucede esto se forman mas radicales y los acidos grasos poliinsaturados son degradados generando
una variedad de productos como los aldehidos, los cuales son muy reactivos y pueden dafiar
moléculas como las proteinas. Los aldehidos que se pueden generar son; malonaldehido y 4-
hidroxialquenos, esto fue confirmado por Ding et al., en el 2011, al aplicar el proceso de fotocatalisis
a E. coli, los investigadores encontraron el aumento de la concentracion del (malonaldehido),
durante el tratamiento.

Al continuar hacia la parte mas interna de la bacteria, se ha encontrado que puede ocurrir oxidacion
en las lipoproteinas ocurriendo rompimiento de los enlaces sulfhidrilos, es decir las lipoproteinas
contienen en su estructura cisteina, el cual contiene enlaces sulfhidrilos, y al oxidarse dos enlaces
sulfhidrilos de cisteina, se genera un producto Ilamado puente disulfuro (cistina), alterando la
estructura bacteriana. Ademas, los microorganismos tienen mecanismos de proteccion contra el
estrés oxidativo por medio de enzimas como la catalasa y super Oxido dismutasa, pequefias
proteinas como thioredoxin y glutaredoxin y moléculas como glutatién. Por otro lado la respuesta
genética bacteriana contra el estrés oxidativo es controlada por dos mayores reguladores
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transcripcionales (Oxy R y Sox Rs). Algunas moléculas son presentadas constitutivamente y ayudan
a mantener reducido el ambiente intracelular; algunas de estas moléculas son antioxidantes no
enzimaticos como NADPH Y NADH, B caroteno, acido ascérbico, o tocoferol y glutation. Lo que
sucede aqui es que el Glutation, presentado en altas concentraciones, mantiene una fuerte
reduccion en el medio ambiente de la célula; esta forma reducida es mantenida por la glutation
reductasa usando NADPH, como un fuerte reductor, en adicion enzimas especificas decrecen los
niveles del oxigeno reactivo. Estas enzimas especificas son la super éxido dismutasa la cual
transforma el anién super dxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno y la otra enzima es la catalasa
la cual desdobla el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Inmediatamente el sistema Oxy R es
activado al formarse los puentes disulfuro, inducidos por el perdxido de hidrégeno, la respuesta que
se genera a este fendmeno es que la bacteria por medio de la glutaredoxin reduce los puentes
disulfuro formados, ocurriendo la autorregulacion (Rivera, 2011).

Se encontrd que las bacterias E. coli y Salmonella Typhimurium se vuelven resistentes a altas
concentraciones de H202, si previamente fueron tratadas con bajas dosis de este agente oxidante.
Esto es debido a que el reguldn Oxy R es responsable de la respuesta bacteriana al estrés por H202.
En este caso, solamente una proteina (Oxy R) sensa el estimulo (aumento de H20z), activando la
respuesta (induce la expresion de genes). Kat G activa la transcripcién de la catalasa, enzima que
desdobla el perdxido de hidrégeno, en agua y oxigeno. Otro mecanismo de defensa que utiliza la
bacteria al proceso de desinfeccion es el regulon Sox R sensa el estimulo (estrés por super oxido) y
el regulén Sox s que activa la expresion de genes blanco; como por ejemplo Sod A, el cual activa la
transcripcién de super oxido dismutasa, enzima que transforma el anién super oxido en H202 y agua.
(Rivera, 2011)

Después puede ocurrir oxidacion de la metionina en la lipoproteina, en este hecho el proceso puede
ser reversible o irreversible; cuando la metionina se oxida a sulfoxida metionina, una enzima llamada
metionina sulfoxido reductasa, corrige la oxidacién, pero cuando la metionina se oxida hasta sulfona
de metionina, el proceso es irreversible , es decir ninguna enzima corrige el error . Asi mismo en la
pared bacteriana puede ocurrir oxidacion en los enlaces peptidicos. Finalmente en la membrana
plasmatica ocurre oxidacidn en los precursores de biosintesis de pared (exactamente en los enlaces
peptidico). Por otro lado para poder llegar a una fase de inhibicidn o inactivacion bacteriana
completa con el proceso de desinfeccion por fotocatalisis se debe oxidar al Acetil coenzima A, para
afectar la cadena respiratoria en el ciclo de Krebs y hacer que el proceso sea irreversible. (Rivera,
2011)

4.5 Estado viable no cultivable - (VBNC)

Se ha descrito el estado fisioldgico denominado “Viable But Non Culturable” (VBNC) para especies
bacterianas normalmente cultivables. Se sabe que varias especies de bacterias entran en el estado
VBNC después de ser sometidas a ciertas condiciones de estrés ambiental. La formacion de células
VBNC ha sido propuesta por algunos como una estrategia de supervivencia, de resistencia al estrés.
Otros argumentan que el estado VBNC es una condicion moribunda, irreversible, en la que las
células se debilitan progresivamente hasta morir. Hasta ahora, la hipotesis mas aceptada es que el
estado VBNC es una respuesta fisiologica (genéticamente programada) al estrés ambiental, y por lo
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tanto reversible; es decir, las células que entran en VBNC deben ser capaces de salir de este estado
y ser metabdlicamente activas cuando las condiciones son favorables. (Rivera, 2011)

Las células también pueden ser transportados con el agua y la comida y luego a los humanos en los
que luego pueden crecer y dividirse, y en el caso de patdégenos VBNC pueden causar infecciones y
también incluso producir toxinas en el hospedador (Trevors, 2011). Para hacer el cambio de la forma
VBNC al estado infeccioso, estas células son capaces de responder a las fluctuaciones de las
condiciones ambientales a través de la expresion génica diferencial (Trevors, 2011).

Después de décadas de estudio, es claro que el estado VBNC es tanto una herramienta importante
para la supervivencia de las bacterias y un aspecto peligroso de patdgenos bacterianos para el
huésped. (Lamm Li., 2014).

4.6 FISH

La hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH) especificos para rARN es una herramienta
esencial para la identificacion no dependiente de cultivo de microoganismos en muestras
ambientales y clinicas. Consiste en la introduccion de oligonucleotidos que se hibridan con el rARN y
dado que los oligonucleotidos son especificos y adicionados con un fluorocromo, las bacterias o
microorganimos en los cuales ocurre la hibridacion pueden ser enumerados usando un microoscopio
dotado con los filtros especificos.

Método DVC-FISH (Sigla)

Consiste en la combinacion de las técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH), y la técnica
recuento directo de células viables (DVC), esta ultima permite la deteccion de células bacterianas
en estado viable (Mezule, 2013). Las células viables se diferencian porque el antibiotico, acido
Nalidixico inhibe la generacion del septum de division, lo cual hace que las bacterias se dupliquen
sin separarse generando la imagen de una Unica célula elongada (Baudart y Colaboradores en el
2005)

el método DVC-FISH permite cuantificar bacterias "viables no cultivables" presentes en aguas que
estan en proceso de potabilizacion. La técnica DVC-FISH para conteo de bacterias viables no
cultivables, presenta una especificidad (E0) del 99% y Sensibilidad (S0) del 99% (Legues et al.,
2002)

4.7 Procesos Avanzados de Oxidacion - PAOX

Los Procesos Avanzados de Oxidaciéon o Advanced Oxidation Processes o AOPs, se basan en la
produccion de especies altamente oxidantes que permiten la destruccién de compuestos quimicos
bio-recalcitrantes y sustancias toxicas o lograr la desinfeccion. Dentro de las ROS se incluyen: el
radical hidroxilo (OH-), superéxido (-O2-) y oxigeno singlete ('O2). Estos radicales son capaces de
oxidar compuestos organicos, principalmente por abstraccion de hidrégeno, por adicién electrofilica
a dobles enlaces generando radicales organicos libres (R-) que reaccionan a su vez con moléculas
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de oxigeno para formar peroxiradicales, e inician una serie de reacciones que producen estrés
oxidativo en los microorganismos y degradacion de moléculas organicas, incluso hasta la completa
mineralizaciéon de ciertos contaminantes (Herrmann, 2005). La Organizacién Mundial de la Salud
reconoce que los procesos basados en la generacion de radicales hidroxilo permite la destruccion de
compuestos que son dificiles de tratar por otros métodos, debido a la fuerte actividad oxidante no
discriminatoria de estas especies oxidantes; en estos procesos se logra la reaccion con una amplia
gama de compuestos organicos y se reconoce el uso de peréxido de hidrogeno y ozono a una dosis
de 0.4 ppm H202 por 1 ppm de O3 con adicién de bicarbonato (WHO, 2006).

4.8 Reaccion foto-Fenton

En la reaccion Fenton, la generacion de radicales hidroxilo se logra por la descomposicién del
peroxido de hidrogeno por medio de la oxidacion de iones ferrosos disueltos, como se puede
observar en la Ecuacién 1 (Micé et al., 2013).

Fe?* + H,0, » Fe3* + HO* + HO~ (Fenton) Ecuacion 1

El ion Férrico (Fe3*) puede reaccionar con el peréxido de hidrégeno mediante la Ecuacion 2. (lkehata
y Gamal, 2006).

Fe3* + H,0, > Fe — OOH** + H*  (k=0,001 —0,01M~1.s71)  Ecuacién 2

El ion hierro (Il) hidroperoxil (Fe-OOH?*) se descompone en radical hidroperoxil y el ion ferroso,
como se puede ver en la Ecuacion 3. En la reaccion inducida por la luz de iones ferrosos y/o férricos
con perdxido de hidrogeno, se genera especies reactivas del oxigeno, tales como superdxido
protonado (HO2¢) y +OH radical hidroxilo, este es un método prometedor para inactivar
microorganismos transmitidos por el agua (Rengifo, 2013).

Fe — O0H?** - HO', + Fe?* Ecuacion 3
En presencia de la luz UV, se presenta foto-reduccion del Fe3*, recuperando Fe?* y contribuyendo a

una via adicional que conduce a una mayor generacion de radicales libres con respecto a la reaccién
Fenton (Ecuacion ) (Mico et al., 2013).

Fe(OH)," + H* + hv (A = 400 nm) — Fe3* + HO* Ecuacion 4

La regeneracion del ion ferroso y la generacién adicional de OH* durante la fotolisis, facilita la
degradacion de compuestos organicos (lkehata y Gamal, 2006).

Bajo iluminacién, los complejos hidro-férricos u drgano-férricos en solucién, pueden absorber
protones y generar complejos de transferencia de carga metal a ligando, reaccion en la cual el Fe*?
genera OH’, segun se presenta en la Ecuacién 5, Ecuacion 6, Ecuacion 7. (Ndounla et al., 2013)

Fe3*(Ly) + hv - Fe?t(Ly_1) + Loy Ecuacion 5
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[Fe(OH)]** + hv - Fe?t + x OH Ecuacion 6
[Fe(00C — R)]** + hv —» Fe?* + CO, + R = Ecuacion 7

Se ha postulado frecuentemente un pH optimo de 2,8 unidades, para el tratamiento foto-Fenton,
porque a este pH el hierro atn no precipita y la especie de hierro predominante en la solucion es [Fe
(OH)]?, el complejo mas fotoactivo.

El uso de esta tecnologia tiene como ventaja que el hierro es abundante y no téxico, el perdxido de
hidrogeno es facil de manejar y ambientalmente benigno, no se forman compuestos clorados y no
existen limitaciones de transferencia de masa por tratarse de un sistema homogéneo. Presenta
como inconveniente el requerimiento de pH &cidos para evitar la precipitacion del hierro. Sin
embargo, el empleo de otros compuestos como el ferrioxalato ha permitido llevar a cabo esta
reaccion en condiciones cercanas a la neutralidad (Cho et al., 2004).

4.9 Hierro como catalizador en el proceso Fenton

La reactividad quimica del hierro, como catalizador en el proceso fenton para descomponer el
peroxido en OH’, es estrictamente dependiente del pH, asociada a la especiacion de Fe*2, Fe*3y los
hidroxidos férricos, lo cual determina el tipo, la disponibilidad y requerimientos practicos para cada
uno de los procesos avanzados de oxidacion basados en fenton (Bokare y Choi., 2014), como se
observa en la Figura 1.

1.0

0.8

0.6 Fe(OH),*

0.4

Fraction of Species

0.2 1

0.0 T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
Figura 1. Especies de hierro en solucién acuosa como una funcién del pH. Las lineas punteadas indican el
rango de pH éptimo de trabajo (2,8-3,2 unidades) para la reaccion fenton (tomado de Bokare y Choi., 2014)

Aunque el Fe*2 permanece en forma disuelta incluso a pH neutro, el Fe*3 desaparece a un pH mayor
oigual a 4 y forma lodo de hidroxido férrico. Estos compuestos son foto activos bajo irradiacion UV o
de luz solar, permitiendo la regeneracion de Fe*2, pese a esto la existencia de complejos no foto
activos en los lodos de hidroxido férrico, cuando dichos lodos se encuentran a altas concentraciones,
reducen la penetracién de luz, limitando las aplicaciones del proceso a gran escala. Se establece
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entonces que a un pH cercano a 3, las tres especies activas de Fenton: Fe*2 (Fenton clasico), Fe*3 y
[Fe!' (OH) ]?* (foto Fenton) pueden coexistir (Bokare y Choi., 2014).

410 Efecto de los iones en el proceso foto-Fenton

Existen iones que segun sus caracteristicas pueden limitar o mejorar el proceso de oxidacién
mediante foto-Fenton. Por ejemplo, los iones carbonato y bicarbonato, asi como la materia organica
natural, son eliminadores del radical hidroxilo (Glaze et al., 1995; Crittenden et al., 1999, citados por
Mico et al., 2013), disminuyendo la velocidad de degradacién de sustancias organicas.

Devi et al., (2011) explican el efecto eliminador del radical hidroxilo para los aniones nitratos,
carbonatos y bicarbonatos mediante la Ecuacion 8

Ecuacidn 8 a Ecuacion 10 respectivamente.

NO3;~ + OH* -» OH™ + NO3~ Ecuacion 8
2" * - - Ecuacion 9
C05% + OH* - OH™ + CO;
HCO;~ + OH* - OH™ + HCO;™~ Ecuacion 10

Se ha demostrado que los fosfatos, sulfatos y cloruros tienen un rol inhibidor (Soler et al., 2009;
Ikehata y Gamal EI-Din, 2006). El efecto inhibidor del cloruro es atribuido a la disminucion de la
eficiencia en la formacién del radical hidroxil, debido a la generacion de Cl2 en lugar del mas reactivo
OH’, lo cual puede ocurrir por fotdlisis del FeCl2* (Ecuacion 11) (Soler et al., 2009).

Fe3t + Cl- - FeCl?t Ecuacion 11

Mientras la inhibicion relacionada con los fosfatos (POs%) se atribuye a la capacidad de remover los
iones de hierro, a través de la formacion de fosfato de hierro no soluble (Soler et al., 2009).

La inhibicién de las reacciones Fenton por CI-y Br- es debido a el consumo de los radicales HO-, ya
que estos iones son ligandos relativamente débiles de Fe (lll) (Ecuacion 19) (Pignatello et al., 2007).

HY(-H,0) X~ _ Te
OH + X~ o HOX™ ——5 X o X, Ecuacion 12

Por otro lado, la presencia simultdnea de cobre puede mejorar el proceso (ver Ecuacion 13 y
Ecuacion 14) (Soler et al., 2009).

Cu* + H,0, » Cu?*t + HO* + HO™ Ecuacion 13
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Cu*t+hv+e - Cut Ecuacion 14

El Manganeso posee un efecto catalitico en la presencia de H20 alcanzando una eficiencia
catalitica alta inclusive a pH superiores a 6,0 unidades (Tizaoui et al., 2010). Se reporta ademas que
en condiciones aerobias neutrales, las especies tetravalentes de Mn pueden ser facilmente
reducidas a Mn*2 a través de un proceso quimico de dxido-reduccion, convirtiendo al MnO2 en un
potente oxidante para la transformacion directa de toxinas acuaticas, esta facil interconversion puede
permitir la activacion de H202 a través de un proceso basado en Fenton, catalizado por el Mn,
mostrando un &ptimo comportamiento en condiciones cercanas a la neutralidad, ya que su
reactividad oxidativa no cambia significativamente en el rango de pH 3,5-7,0 unidades (Bokare y
Choi., 2014).
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5 METODOLOGIA

51  Ubicacion

Este trabajo se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia
Ambiental de la Universidad del Valle, sede Meléndez (Santiago de Cali, Colombia).

52  Muestras

La seleccion de la muestras a tratar se determind segun estudios previos realizados por Mejia
(2014), donde se evalué el agua subterranea perteneciente el corregimiento “El Tiple”, lo que
permitio establecer la caracterizacion fisico-quimicas y microbiologica de esta fuente de agua. Se
uso una muestra de un pozo localizado en las coordenadas 3°21°03.38” N, 76°26'24.51” S. El agua
subterranea se almacend a una temperatura entre (2 — 4°C) en botellas de vidrio color ambar. Para
los ensayos con agua Mili-Q esta fue obtenida mediante el equipo Barnstead Easypure II.

5.3 Reactores

Para los ensayos se uso un simulador de radiacién solar Suntest Hanau con lampara de Xenén de
1500 W, intensidad de radiacion de 300W/m?2, cuyo espectro es igual al espectro solar entre 400 —
800 nm. Se usaron reactores con volumen total de 100 mL y un volumen de agua subterranea de 80
mL. Los reactores permanecieron en agitacién a 230 rpm y una temperatura entre (36 — 38°C).Los
reactores se inocularon con el microorganismo Echerichia coli k12 a una concentraciéon 10-6-10-
UFC.mL-" la concentracion de bacterias se determin6 a partir de la técnica McFarland (Diaz et al.,
2000).

5.4 Determinacion del tiempo minimo de tratamiento

Para la evaluacidn del efecto del tiempo sobre la viabilidad y cultivabilidad en el tratamiento foto
Fenton a pH neutro, se realizaron ensayos por triplicado. Las concentracién de Perdxido 10 mgL-1,
pH natural cercano a la neutralidad (7,10) y hierro natural del agua subterranea (0,3 mg.L-") se
identificaron de acuerdo a la literatura. Con una duracién total de 8 horas, tomando muestras para
conteo por recuento estandar en placa (RCP) y viabilidad por (DVC-FISH). se siguieron controles de
tratamiento, Fenton a pH neutro (7,1 unidades), Fotolisis y Oscuridad sin adicion de peréxido
(Blanco).

Se realiz6 seguimiento de células viables de E. coli K12, y los parametros fisico-quimicos perdxido,
Potencial de Oxidacion Reduccion (ORP), Oxigeno disuelto, temperatura, conductividad, Fe*2, y pH
(AWWA, APHA y WEF; 2005). A partir de lo anterior, se determiné la cinética de desinfeccion del
microorganismo E. Coli K12.
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5.5 Evaluacion del efecto de la concentracion de hierro, concentracion de peréxido y pH en
el tratamiento de desinfeccion via foto-Fenton en agua Subterranea

Se exploraron condiciones en peroxido, hierro y pH para el tratamiento foto Fenton, teniendo en
cuenta el valor maximo y minimo de pH, ademas la concentracién promedio y méxima de Hierro
total, obtenidos en la caracterizacion del agua subterrédnea de estudio (Mejia, 2014). La Tabla 2
muestra los factores experimentales y sus niveles usados en los ensayos de desinfeccion.

Tabla 2. factores y niveles experimentales usados en los ensayos de desinfeccion

Factor Nivel
Peroxido 10 mg.L'y 4 mg.L!
Hierro 0,3 mg.L-"y 0,9 mg.L
Irradiacion Cony Sin

pH 6,78,7,65 y2,8

Variables de respuesta : desinfeccidn de la cepa E. coli K12

Tiempos de medicion de la variable de respuesta: 0, 45, 90, 180, 270 y 360 min de Tratamiento
Repeticiones: 3

Disefio experimental factorial completamente al azar 23

En la tabla 3 se muestra la matriz de experimentos del disefio factorial.
Tabla 3. Matriz de experimentos del disefio factorial 23 para estudiar el efecto de los factores pH, hierro total y

peroxido (el signo (-) hace referencia a la minima concentracion del factor y el signo (+) representa la maxima
concentracion evaluada)

N° pH (H202) (Fe total) mgL
1 - + +
2 . . .
3 + + -
4 - + -
5 + - -
6 + - +
7 + + +
8 - - +
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5.6 Comparacion de la desinfeccion con foto Fenton y Cloracion de aguas subterraneas

5.6.1 Determinacion de la cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12 mediante foto-
Fenton a pH neutro en agua subterranea

Se determind el comportamiento cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12. La Tabla 4 muestra
los factores experimentales y sus niveles usados en los ensayos de desinfeccion.

Tabla 4. factores y niveles experimentales usados en los ensayos de desinfeccion

Factor Nivel
Peroxido 10 mg.L"!
Hierro 0,3 mg.L"
Irradiacion Cony Sin
pH 6,78

Variables de respuesta : desinfeccidn de la cepa E. coli K12

Tiempos de medicion de la variable de respuesta: 0, 45, 90, 120, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360,
390 y 420 min de Tratamiento

Repeticiones: 3

5.6.2 Determinacion de la cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12 mediante
Cloracién a pH neutro en agua subterranea

Se realizd la demanda de cloro, evaluando concentraciones de cloro desde 0,2 hasta 10,0 mg Cl2.L-*
que fueron adicionadas a partir de la solucion estandar de cloro. Después de un tiempo de contacto
de una hora, se tomaron muestras en las botellas y se determind el cloro libre y combinado. La
demanda de cloro fue la diferencia del cloro adicionado y el cloro libre medible. (Ver Anexo 1). La
Tabla 5 muestra los factores experimentales y sus niveles usados en los ensayos de desinfeccion.

Tabla 5. factores y niveles experimentales usados en los ensayos de desinfeccion

Factor Nivel
Cl2 6,0 mg.L-"y 6,5 mg.L!
pH 6,78y 7,65

Variables de respuesta : desinfeccidn de la cepa E. coli K12

Tiempos de medicion de la variable de respuesta: 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 45 min de Tratamiento
Repeticiones: 3

Disefio experimental factorial completamente al azar 22
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En la tabla 6 se muestra la matriz de experimentos del disefio factorial.

Tabla 6. Matriz de experimentos del disefio factorial 22 para estudiar el efecto de los factores pH 'y CaClO2 (el
signo (-) hace referencia a la minima concentracion del factor y el signo (+) representa la maxima
concentracion evaluada)

N° pH (CaClOy)
1 + -
2 - -
3 - +
4 + +

5.7 Determinacion del efecto de los iones presentes en el agua subterranea en la
desinfeccion de E. coli K12 via foto-Fenton

5.7.1 Efecto individual de iones

Con el fin de determinar cuéles de los iones presentes tendrian influencia (positiva o negativa) en el
tratamiento foto-Fenton para la desinfeccion se evaluaron de forma independiente los iones (Mn2*,
Cl, F, SO4, COs7, PO4%). Se realizé en agua Mili-Q adicionando los niveles maximos de cada ion a
su concentracion natural, obtenidas en un estudio previo (Mejia, 2014). En la Tabla 7 se presentan
los factores y sus niveles usados en la desinfeccién, ademas de la solucidn utilizada para cada ion.
Las condiciones de pH, concentracién de Peroxido y concentracion de hierro estan especificadas en
la tabla 4.

Tabla 7. factores y niveles experimentales usados en los ensayos de efecto de iones en la desinfeccidn

Factor Nivel Solucién
Fluoruro (F) 1,2 mg.L! NaF
Cloruro (CI) 193 mg.L-! NaCl
Manganeso (Mn’) 1,53 mg.L! MnSOs+*H20
Sulfatos (SOs7) 9,35 mg.L! Naz2S0q4
Fosfatos (PO« 1,65 mg.L! PO412H20
Bicarbonatos (CO3) 745,4 mg.L-! NaHCO3

Variables de respuesta : desinfeccién de la cepa E. coli K12

Tiempos de medicion de la variable de respuesta: 0, 45, 90, 120, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360
min de Tratamiento

Repeticiones: 2
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5.7.2 Ensayo de lones combinados

Se realizaron ensayos en agua Mili-Q, utilizando los niveles maximos y minimos para cada ion a su
concentracion natural seleccionados apartir del ensayo anterior, determinadas en un estudio previo,
como se observa en la Tabla 8. Las condiciones de pH, concentracion de Perdxido y concentracion
de hierro estan especificadas en la tabla 4.

Tabla 8. Factores y niveles experimentales usados en los ensayos de efecto de iones combinados en la

desinfeccion
Factor Nivel
Irradiacion Cony Sin
Fluoruro (F") 0,183 y 1,2mg.L-
Bicarbonato (HCOz) 217 'y 7454 mg.L
Fosfato (PO«?) 0,06 y 1,65mg.L"
Sulfatos (SO47) 13,2 y 935mg.L"

Variables de respuesta : desinfeccion de la cepa E. coli K12

Tiempos de medicion de la variable de respuesta: 90, 180, 270, 360 y 420 min de Tratamiento
Repeticiones: 2

Disefio experimental factorial completamente al azar 24

En la tabla 9 se muestra la matriz de experimentos del disefio factorial.
Tabla 9. Matriz de experimentos del disefio factorial completo 24 para estudiar el efecto de los iones (el signo

(-) hace referencia a la minima concentracion del ion y el signo (+) representa la maxima concentracién
evaluada)

R° (F) (SOs) (HCOs) (POs)
1 - + - +
2 +

3 + + +

4 + -

5 + +

6 + + +
7 + +
8 - - +
9 + + -

10 + - +
11 - -

12 + - + -
13 + + + +
14 + - -
15 + + - +
16 + + +
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6 RESULTADOS

6.1  Evaluacion del efecto del tiempo sobre la viabilidad y cultivabilidad en el tratamiento
foto Fenton a pH neutro

6.1.1  Seguimiento del recuento de células viables y cultivables

En la Figura 2 se presenta el seguimiento a la poblacion celular de E. coli K12 en el proceso foto
Fenton, Fotolisis, Fenton a pH cercano a la neutralidad (7,1 unidades) para RCP y DVC-FISH.

71 —8®— F.F-DVC
—B— Fenton - DVC
DVC-FISH Fotolisis - DVC
—&A - FF-RCP
Fenton - RCP
—«— Fotolisis - RCP

Log UFC. mL-1

0- &- A—A
30 50 80 140 240 330 420 480
Tiempo (min)

Figura 2. Seguimiento de la cultivabilidad y viabilidad a la poblacién celular de E. coli K12 durante el ensayo
foto Fenton a pH 7,1 unidades en agua subterranea (F.F pH 7,1 — RCP y DVC) y controles Blanco (0,3mgL"’
Fe total/Oscuridad), Fenton pH 7,1 unidades (Fenton pH 7,1 — RCP y DVC) y Fotdlisis (0,3 mgL' Fe
total/lrradiacién pH 7,1 — RCP y DVC)

En la figura 2, se observa, que mediante DVC-FISH la desinfeccion en el control Fenton a pH 7,1
unidades al finalizar el tratamiento de 8 horas permanece con un recuento celular cercano a 4 logs.
El control Fotdlisis a pH 7,1 unidades al finalizar el tratamiento reporto valores de recuento celular
iguales a 3 logs, por el método DVC-FISH.

Se observa que para el tiempo de tratamiento (360 min) se alcanzan recuentos celulares iguales a
cero (con recuento total de los campos visuales efectivos). Las células de E. coli K 12 al inicio del
experimento (sin irradiacion) reportd un tamafio celular promedio de 1,5 um para el 99% de células
de E. coli K 12 evaluadas antes de la incubacién, mientras que mas de 98% alcanzaron valores
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entre (2 - 3,5 um) después de 18 h en el medio DVC. Las células de E. coli K 12 elongadas pueden
ser facilmente reconocidas por la sonda ES-445.

6.2 Evaluacion del efecto de la concentracion de hierro, concentracion de peréxido y pH en
el tratamiento de desinfeccion via foto-Fenton en agua Subterranea

Los resultados obtenidos durante la evaluacion del efecto de los factores hierro, perdxido y pH,
segun las combinaciones establecidas en el disefio experimental factorial (ver Anexo 2), se
presentan en la Figura 3. La combinacion de iones reportada como R1 a R8 se establecio segun la
tabla 3.

—8— R1
—B— R2
R3
—& - R4
R5
—4—R6
—v— R7
-—+-R8
—% - Fenton
Fotolisis
—8&— F.F - Agua MiliQ

100 -

80

60

40 1

201

Inhibicion del crecimiento celular (%)

0 45 90 180 270 360
Tiempo (min)

Figura 3. Porcentaje de inhibicién de la cepa E. coli K12 en ensayo de factores perdxido, hierro y pH cercano
a la neutralidad. Los factores pH (el signo (-): 6,78, el signo (+): 7,65); hierro total (el signo (-): 0,3 mg.L", el
signo (+): 0,9 mg.L") y perdxido (el signo (-): 4 mg.L"", el signo (+): 10 mg.L"). La combinacién R1: pH (-),
H20: (+), Fe wta (+); R2: pH (-), H202 (-), Fe total (-); R3: pH (+), H202 (+), Fe total (-); R4: pH (-), H202 (+), Fe tota
(-); R5: pH (), H202 (=), Fe twtal (-); R6: pH (+), H202 (-), Fe twtal (+); RT: pH (+), H202 (+), Fe total (+); R8: pH (-),
H20: (-), Fe wta (+). Controles Fotdlisis (irradiacion, hierro total 0,3mgL-" y pH 6,78), Fenton (oscuridad, hierro
total 0,3mgL-!, pH 6,78 y perdxido 10 mgL-" y foto-Fenton en agua Mili-Q (irradiacion, hierro total 0,3mgL-", pH
6,78 y peroxido 10 mgL-).

A partir de la Figura 3, se observa que se alcanza una mayor eficiencia de inhibicion de la cepa E.
coli K12 en el tratamiento F.F - R4 (pH 6,78 unidades, H202 10 mgL-' y hierro total 0,3 mgL"),
mientras el menor porcentaje de inhibicién celular se obtuvo con la combinacion de factores en el
tratamiento F.F — R3 (pH 7,65 unidades, H202 10 mgL-"y Hierro total 0,3 mgL-").
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6.3 Comparacion de la desinfeccion con foto Fenton y Cloro de aguas subterraneas

6.3.1 Determinacion de la cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12 mediante foto-
Fenton a pH neutro en agua subterranea, utilizando los valores de pH, hierro y H20:
que fueron favorables del ensayo de factores

La pendiente de la recta obtenida representa el valor de la constante K, el orden de la reaccion es
dos. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.

2

o * 420000 40000 60000 80000 100000 120000 140000

-2 \

o
FC| 0\0
- -6 T e
\ ’
-8
y = -8E-05x + 0,0893 T
10 R? = 0,9816 R
-12 T2

Figura 4. Cinética desinfeccion de E. coli K12 mediante foto Fenton a pH neutro en agua subterranea

Mediante la Figura 4 se observa que la desinfeccion de E. coli K12 a través de foto Fenton a pH
neutro en agua subterranea cumple con una cinética de segundo orden, ya que el coeficiente r2 es
0,98. La pendiente de la recta obtenida representa el valor de la constante K.

8 Evaluacion del efecto de la concentracion de CaClOz, y pH cercano a la neutralidad en la
desinfeccion de la cepa E. coli K12 en agua subterranea mediante Cloracion

Los resultados obtenidos de la desinfeccion de E. coli K12 durante la evaluacion del efecto de los
factores, segun las combinaciones establecidas en el disefio experimental, se presentan en la Figura
5. La combinacion e identificacion de factores R1 a R4 se presentd en la tabla 6 y en el Anexo 3.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento la cepa E. coli K12 en ensayo de factores cloro y pH
cercano a la neutralidad en el tratamiento cloracién. Los factores pH (el signo (-): 6,78, el signo (+): 7,65);
cloro (Cl2) (el signo (-): 6,0 mg.L", el signo (+): 6,5 mg.L-"). La combinacién R1: pH (+), Cl2 (-); R2: pH (-), Cl2
(-); R3: pH (-), Cl2 (+); R4: pH (#), Cl2 (+).

A partir de la Figura 5, se observa que se alcanza la mayor eficiencia de inhibicion de la cepa E.coli
K12 en el tratamiento R-3 (pH 6,78 unidades, y cloro 6,5 mgL), siendo este valor igual a 54,14%,
mientras el menor porcentaje de inhibicién celular se obtuvo con la combinacion de factores en el
tratamiento F.F - R2 (pH 6,78 unidades, y cloro 6,0 mgL-") alcanzando un valor de 14,25%.

8.1.1 Determinacion de la cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12 mediante
Cloracion a pH neutro en agua subterranea

La pendiente de la recta obtenida representa el valor de la constante K, el orden de la reaccion es

dos. Los resultados obtenidos se nresentan en la Fiaura 6.
2,50
yZE0,0182x32,14942
RD,950862
20
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Figura 6. Cinética desinfeccién de E. coli K12 mediante cloracién a pH neutro en agua subterranea
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En la Figura 6 se observa que la desinfeccion de E. coli K12 a través de foto Fenton a pH neutro en
agua subterranea cumple conel modelo de Chick, ya que el coeficiente r2 es 0,95. La pendiente de
la recta obtenida representa el valor de la constante K.

8.1.2 Evaluacion de las eficiencias de desinfeccion para los procesos foto-Fenton de pH
cercano a la neutralidad y cloracion con hipoclorito de calcio (CaClO2) en fuentes de
aguas subterranea

Con base en la Tabla 10, se realiz6 una comparacion del tiempo de contacto teérico asociado a una
concentracion de la cepa E. coli K12 entre (106 -107) UFC.mL", para alcanzar la desinfeccién en
cada tratamiento.

Tabla 10. Tiempo tedrico de desinfeccion completa para los tratamientos foto-Fenton y Cloracidn en agua
subterranea.

Tratamiento

foto-Fenton cloracion
t %2 (min) 135 52,45
£ 99% (min) 350 135

Se observa al determinar la cinética para los tratamientos foto-Fenton y Cloracion, el tiempo de vida
media (t1 /2) con valores 135 min y 52,45 minutos respectivamente.

8.2 Determinacion del efecto de los iones presentes en el agua subterranea en la
desinfeccion de E. coli K12 via foto-Fenton

8.2.1 Efecto individual de iones

La Figura 7 muestra el seguimiento de la poblacion celular bajo el efecto individual de cada ion
evaluado (ver datos en Anexo 4).
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Figura 7. Decaimiento de la poblacién celular de E. coli K12 en ensayo de iones (con concentracion de hierro
total igual a 0,3mgL"", peroxido de 10mgL-'y pH igual a 6,98 unidades)

En la Figura 7 el decaimiento celular de E. coli en agua Mili-Q (sin iones) se hace cero en el minuto
300. También se observa que el comportamiento de decaimiento celular de E. coli K12 para los
iones Fluoruro y Manganeso, llega a cero ceélulas viables en los tiempos 210 y 270 minutos
respectivamente.

8.2.2 Ensayo de lones combinados

Se presenta en la Figura 8, el seguimiento a la desinfeccién en agua Mili-Q con la presencia de los
iones HCOs, F-, SO47, PO43, ademés de los controles sin adicién de iones en agua mili-Q Fenton pH
neutro, Fotdlisis hv / Fe (con concentracidn de hierro), foto Fenton a pH cercano a neutralidad H202/
hv | Fe (FF pH 7,01) y Foto fenton a pH 2,8 (F.F pH 2,8). Las concentraciones y combinaciones de
los iones se presentd en la tabla 9 y Anexo 5.

35



DESINFECCION DE E. coli K12 EN UNA MATRIZ DE AGUA SUBTERRANEA ViA
FOTO-FENTON

100

Inhibicion del crecimiento celular (%0)

,/A —&— R2

—8— R1

R3
—A - R4

RS
—4—R6
—¥— R7
-—+-R8

T T T
0 45 90 180 270
Tiempo (min)

T
360

100 1

80 1

60 -

40 1

20 1

Inhibicion del crecimiento celular (%)

—8— R9

—&— R10
R11

—a&A - R12
R13

—4— R14

—w— R15

-—+- R16

—% - F.F (pH 7,01)
F.F (pH 2,8)

—&— Fenton
Fotolisis

0 45 90 120 180 240 270 300 360
Tiempo (min)

Figura 8. Seguimiento del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular en ensayo de combinacion de iones. Los
factores F- (el signo (-): 0,153 mg.L-, el signo (+): 1,2 mg.L-"); HCO3- (el signo (-): 217 mg.L", el signo (+): 745,4
mg.L-"); PO4= (el signo (-): 0,06 mg.L-", el signo (+): 1,65 mg.L"); SO4= (el signo (-): 13,2 mg.L", el signo (+): 935
mg.L). La combinacion R1: F- (-), SO4~ (+), HCOs (), PO4= (+); R2: F- (-), SO47 (-), HCO3 (+), POs= (-); R3: F- (+),
SO4= (+), HCOs3 (+), POs= (-); R4: F- (+), SO (-), HCOs (-), POs= (-); RS: F- (=), SO4= (+), HCOs™ (+), PO4= (-); R:
F- (+), SO4= (-), HCO3 (+), PO4™ (+); RT: F- (-), SO47 (-), HCO3 (+), PO4= (+); R8: F- (), SO4™ (-), HCOs" (-), PO4™ (+);
R9: F- (+), SO4= (+), HCOs (-), PO4= (-); R10: F- (+), SO4= (-), HCOs (), PO4~ (+); R11: F- (-), SO4~ (-), HCO3 (-),
POs= (-); R12: F- (+), SO47 (-), HCOs™ (), POs= (-); R13: F- (+), SO4= (+), HCOs3" (+), POs= (+); R14: F- (-), SO4= (+),
HCOs (-), PO4= (-); R15: F- (+), SO4= (+), HCOs- (-), PO4= (+); R16: F- (-), SO4= (+), HCOs (+), PO4= (+). foto-Fenton
siniones a pH 7,01 un., Fenton (pH 7,01 un.), Fotdlisis sin iones y foto Fenton sin iones pH 2,8 unidades
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8 DISCUSION DE RESULTADOS

8.1  Evaluacion del fecto del tiempo sobre la viabilidad y cultivabilidad en el tratamiento foto
Fenton a pH neutro

8.1.1  Seguimiento del recuento de células viables y cultivables

En el tratamiento foto-Fenton con pH cercano a la neutralidad el recuento llevado a cabo con UFC
mL" (cultivabilidad) alcanz6 el cero en 70 min, mientras que de las células viables se observaron
hasta el tiempo de 360 min. Esto evidencia que el 99% de las células bacterianas estan vivas a
pesar de no ser cutivables. Los resultados de cultivabilidad obtenidos en nuestros experimentos son
comparables con otros publicados usando la misma cepa de E. coli y foto-Fenton (Ruales-Lonfat et
al., Ndounla et al, 2013). A partir de nuestra revisidn no pudimos encontrar trabajos en otros
laboratorios en los cuales se haga medicién de viabilidad con foto-Fenton y E. coli. Sin embargo el
conflicto entre los resultados de viabilidad vs cultivabilidad ha sido reportado para otras formas de
desinfeccion y otros microorganismos como es el caso de los trabajos reportados por Rengifo et al.,
2013 en el que se evalud la viabilidad de las cepas E. coli y Salmonella en tratamiento foto-Fenton a
pH 5.

Los mecanismos que posiblemente estan involucrados en la inhibicion de las células estan
relacionados con, la formacion o la penetracién de H202 y Fe?* en el citoplasma por los sistemas
(fotolisis y fenton), ademas de los foto-sensibilizadores enddgenos que pueden conducir a estrés
oxidativo a través de la reaccion de Fenton intracelular, generando radicales *OH altamente téxico
que pueden atacar directamente el ADN, a través de la dimerizacion de pirimidina, genera la
inhibicidn del crecimiento celular (Ruales-Lonfat et al., 2014). El ion férrico Fe3* puede ser adsorbido
0 absorbido por las proteinas de la membrana bacteriana, lo que conduce a la formacion de Fe¥* -
bacterias exciplejos — (complejo excitado electronicamente). La fotosensibilizacion de estas formas
por parte de UVA y la luz visible podria resultar en la oxidacién directa de la membrana, la iniciacion
de las cadenas de peroxidacion de lipidos, y la generacion de Fe2+y «OH (Wu Feng, 2000).

La generacion de radicales *OH y otros ROS se forman en la mayor parte de la solucién mediante un
proceso homogéneo a través de la contribucion de las siguientes rutas (A) extracelulares disueltos
Fe2* | Fe3* reaccion homogénea de foto-Fenton (ver Ecuacion 1y 3) generan radicales OHe, (B) a pH
casi neutro, Fe* se oxida y se precipita como hidroxido férrico. Sideréforos secretados por las
bacterias aumentan la disolucién de hidroxido férrico por la luz inducida. Ademas, los subproductos
generados a partir de la desinfeccidnbacteriana pueden ser ligandos polidentados que forman
complejos con los iones férricos (Fe3* subproductos), lo que permite su solubilizacion. La foto-
reduccion de estos complejos bajo radiacion UVA y visible, produce *OH vy la regeneran de Fe?* a
través de la transferencia de carga-ligando a metal (LMCT) (Wu Feng, 2000). (C) El radical formado
por la fotosensibilizacion de Fe3*, subproducto complejo reacciona con O2 conduciendo a la
formacion de los radicales Oz / HO2 *, otro mecanismo generado en la reaccion a pH cercano a la
neutralidad es la accion fotocatalitica heterogénea ya que el hidroxido de hierro se formé durante el
tratamiento. (Ruales-Lonfat et al., 2014).
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A pesar que se ha descrito el efecto sinérgico de la absorcion de la radiacién UVA (presente en la
radiacion solar) de inducir dafio en membrana celular y retrasar el crecimiento, asi como también se
ha atribuido dafios debidos a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy la
desinfeccion térmica (Sharmin et al., 2014). Es evidente el efecto de la reaccion foto-Fenton en la
muerte celular. Como se observa de la figura 2 al finalizar el tratamiento fenton de 8 horas el
recuento celular es cercano a 4 logs. En la Fotolisis 3 log.

Al llevar a cabo la observacién al microscopio de las muestras irradiadas se observd que mientras
las células de E. coli K 12 a tiempo cero tenian un tamafio celular promedio de 1,5 um para el
99% de células evaluadas, mientras que mas de 98% alcanzaron valores entre (2 - 3,5 um) después
de 18 h en el medio DVC. Las células de E. coli K 12 elongadas pueden ser facilmente reconocidos
por la sonda ES-445, como se muestra en la figura 2.

9 Evaluacion del efecto de la concentracion de hierro, concentraciéon de perdxido y pH
cercano a la neutralidad en la desinfeccion de la cepa E. coli K12 en agua subterranea
mediante foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad

El mejor desempefio en la desinfeccion por parte de reactor FF- R4 (pH: 6,78, H202: 10 mg.L, Fe
wtal: 0,3 mg.L-") se debid a que en pH 6,78 las especies de hierro presentes son (Fe(OH)2),, Fe2ty
Fe(OH)s, permitiendo una mayor generacion de radicales hidroxilo a partir de la transformacién de
Fe?* en Fe3*. Otra razén que justifica la mayor eficiencia de esta combinacion es que una alta
concentracion de peroxido permite un aumento en la generacion de radicales hidroxilo, durante la
conversion de H202catalizada por el hierro (Il) (De la Cruz et al., 2013). Para el caso del tratamiento
FF- R3 (pH: 7,65, H202: 10 mg.L, Fe twtar: 0,3 mg.L") su menor rendimiento en la desinfeccion se
debe a que en pH 7,65 la especie predominante es Fe(OH)s, la cual no es fotoactiva y disminuye la
eficiencia del tratamiento foto Fenton (Rojas, 2014),

A los ensayos realizados se siguieron los parametros pH, potencial 6xido reduccion, oxigeno
disuelto, temperatura y peroxido de hidrégeno. El potencial de dxido reduccién en todos los
reactores de tratamiento Fenton y foto Fenton iniciaron en valores superiores a 200 mV indicando
condiciones oxidantes debido a la adicién del peréxido de Hidrégeno. El oxigeno disuelto en general
fue superior a 4 mg Oz L-'. La temperatura maxima registrada en los ensayos no supero los 38 °C lo
cual garantiza que no hubo efecto de desinfeccion por temperatura y que no se presentd termo
descomposicion del peroxido de hidrégeno. Por ultimo se observd que un consumo bajo de perdxido
en la reaccion foto Fenton llevado a cabo a pH 6,78 en agua Mili-Q, esto se asocia posiblemente a la
baja concentracion de iones que remueven o reaccionan con el radical hidroxilo, se resalta que a lo
largo del proceso foto Fenton en el reactor FF-R4 sobre agua subterrdnea se consumié un maximo
de 3,15 mgL-! de perdxido garantizando su residual, el seguimiento a los controles se reportan en el
Anexo 7y 8.

Durante el desarrollo de los ensayos se observd un aumento en el pH al final del tratamiento,
alcanzando valores (entre 8,35 y 8,56 unidades). El aumento del pH en estos se relaciona, al efecto
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de la agitacion en los reactores y aumento de la temperatura, lo cual lleva a una disminucion de la
disolucion del COz (ac) Segun la ley de Henry, generando pérdida de acidez por la transferencia de
CO: a la atmdsfera, esto lleva en consecuencia el incremento de pH hasta 8,3 donde la especie del
equilibrio carbonato de mayor concentracion es el ion bicarbonato el cual tiene capacidad
amortiguadora (ver Ecuacion 21) (Rojas, 2014)

HCO3™ + H* & H,CO3 & COyg) + Hy0 Ecuacion 21

La evaluacion estadistica mostré que el factor de mayor relevancia en el proceso es el pH, seguido
del hierro y finalmente la interaccion pH-hierro. El perdxido no mostrd significancia en los tiempos
evaluados. La interaccion pH-perdxido presento relevancia Unicamente en el tiempo (90 min) de la
reaccion. Estas diferencias fueron establecidas con un p < 0,05, ver Anexo 9.

El tiempo (180 min) sobresale como el punto de coincidencia, en el cual la concentraciéon de
perdxido alcanzé un estabilidad en el consumo, situacion que favorece la presencia de H20: hasta el
final del tratamiento. Posiblemente en este punto la generacion de reacciones de peroxidacion
lipidica en la membrana celular aumentd, condicién favorable para evaluar la concentraciéon de
especies (subproducto de desinfeccidn), como sugieren Shwetharani y Balakrishna en el (2014).

Para las combinaciones FF-R1 (pH: 6,78, H202: 10 mg.L, Fe tota: 0,9 mg.L™") y FF-R7 (pH: 7,65,
H202: 10 mg.L, Fe wta: 0,9 mg.L-") en las cuales las concentraciones de hierro y peroxido tienen los
niveles maximos, se presentd un gigantismo en la totalidad de las células observadas por
microscopia de epifluorescencia para los tiempos de irradiacion observados en la Figura 9. Es fuente
de trabajos posteriores identificar que mecanismo de respuesta al estrés oxidativo generd este
cambio en la fisiologia.

Figura 9. E. coli K 12 que presento tamafios promedios entre (10-15um), ensayo foto-Fenton con factores
pH, hierro en niveles maximos
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9.1 Comparacion de la desinfeccion con foto Fenton y Cloro de aguas subterraneas

9.1.1 Determinacion de la cinética de desinfeccion de la cepa E. coli K12 mediante foto-
Fenton a pH neutro en agua subterranea, utilizando los valores de pH, hierro y H20:
que fueron favorables del ensayo de factores

Se realizé un estudio cinético de desinfeccién donde se evalu6 la Ecuacién 22.

dA .
_AA Ecuacion 22
dt

Donde,

t= tiempo de reaccion

k= Constante de velocidad de reaccion

A= Logaritmo base 10 del numero de organismos viables por unidad de volumen

Posteriormente la expresion anterior se integra entre los limites t=(0, t) y A=(Ao, A), y cambia a base
n para obtener la forma lineal obteniendo la Ecuacién 23

2 A Ecuacion 2
.2 :E*lnf cuacion 23

La pendiente de la recta obtenida representa el valor de la constante K.

Mediante la Figura 4 se observa que la desinfeccion de E. coli K12 a través de foto Fenton a pH
neutro en agua subterrdnea cumple con esta ley cinética, ya que el coeficiente r2 es 0,98.

Donde k es igual a — 7,56x10-5. El tiempo de vida medio (t12) para una cinética valuada se obtiene a
partir de la Ecuacion 24.

t 5 l A, Ecuacion 24
= |—x% —_—
KA

1,“1/2 (min) = 135

Con el prop6sito de confirmar el dafio ocasionado a la membrana celular de E. coli K12. se observd
directamente por SEM el dafio a la células durante el tratamiento foto-Fenton de pH cercano a la
neutralidad para las condiciones mas favorables a escala de laboratorio como se muestra en la
Figura 10.

40



DESINFECCION DE E. coli K12 EN UNA MATRIZ DE AGUA SUBTERRANEA ViA

FOTO-FENTON

20kV  X20,000 1pm 20kV  X20,000 1pm 20kV  X20,000 1um

20kV  X20,000 1pm 20KV X20,000 1pm

Figura 10. Seguimiento al dafio en la membrana celular de E.coli K12 por Scanning electron microscopy
(SEM), a.) Tiempo cero sin elongar, b.) Tiempo cero célula elongada

Se observa pérdida de la integridad de la membrana celular lo que podria generar aumento de la
permeabilidad, seguido por la descomposicion de la envoltura celular que posiblemente causaria
dafio de proteinas, fuga de citoplasma y acidos nucleicos.

10 Desinfeccion de la cepa E. coli K12 en agua subterranea mediante cloracién

Mediante un ensayo experimental, se determind en el agua subterranea del Tiple a pH 6,78 que la
dosificacién de 6.5 mg.L+ produce un residual de cloro libre superior a 0,5 mg.L-, esto concentracién
supera el cloro minimo recomendado de 0,2 - 0,5 mg.L-1, (WHO 2011). Esta condicidn se us6 para
evaluar la desinfeccion de la cepa E. coli K12 durante 45 minutos.

El seguimiento a la poblacion celular de E. coli K12 usando el método DVC-FISH, se muestra en la
Figura 11.
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Figura 11. DVC-FISH recuento celular e identificacion de células elongadas de E. coli K12 en agua
subterranea después del proceso Cloracion.

La desinfeccion por cloro fue evaluada siguiendo la reduccién de las células viables, durante su
seguimiento se presentd que una fraccion de la poblacién celular elongada que alcanz6 tamafio
entre 3,0 - 5 um (Figura 11), evidenciando cambios morfolégicos debido al estrés oxidativo.

9.2 Cinética de Cloracion
La cinética de desinfeccidn con cloro obedece a la Ecuacion 25.

AN .
AL Ecuacion 25
dt

La pendiente de la recta obtenida representa el valor de la constante K, el orden de la reaccion es
dos. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 7.

Integrando y cambiando la base 10 se obtiene la Ecuacion 26

2 N, i6
(2 = . Log ( _o> Ecuacion 26

Donde,
K: -0,000499 para residuales de cloro libre
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t2 = 2 L LU P
= 20,0000499 °9\05+107) " 2/

10. Comparacion de la diferencia en las eficiencias de desinfeccion para los procesos foto-
Fenton de pH cercano a la neutralidad y cloracion con hipoclorito de calcio (CaClO2) en
fuentes de aguas subterranea

Los tratamientos foto-Fenton y cloracién aplicados alcanzaron la desinfeccion en la matriz de agua
subterranea sobre la cepa E. coli K12. La tabla 10 muestra que el tiempo para alcanzar el 99% de
mortalidad de las celulas por el tratamiento foto Fenton es mayor 2,56 veces que el tratamiento de
cloracion. Lo anterior lo confirm¢ a la cloracion como un como tratamiento mas eficaz, sin embargo
los resultados también muestran el potencial del tratamiento foto-Fenton para alcanzar la
desinfeccion. Se debe anotar que las fuentes de agua subterranea presentaron como méximo un
conteo microbiolégico de enterobacterias de 5,18 x 105 UFC.mL, por tanto los tiempos de
desinfeccion reales en esta calidad de agua deben ser menores a los del presente estudio.

Para la cloracion del agua subterranea de la comunidad del Tiple (corregimiento Candelaria) se
necesita un tiempo de contacto mayor a 52,45 minutos y una concentracion de cloro de 6,5 mg.L!
para alcanzar niveles seguros de desinfeccion. El tiempo y la concentracion obtenido son superiores
a lo especificado por la OMS, esta entidad sugiere para muestras de agua no conocidas una dosis
de 4 mg.L-1y un tiempo de contacto de 30 minutos para lograr un agua segura.

10.1 Determinacion del efecto de los iones presentes en el agua subterranea en la
desinfeccion de la cepa E. coli K12 via foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad

10.2 Ensayo evaluacion del efecto independiente de lones: (Mn2*, CI-, F-, SO4=, COs=, PO4%)

El efecto de reduccion de tiempo por los iones F-y Mn2* posiblemente se deba a que el manganeso
genere efecto catalitico en la reaccion de foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad y el ion fluoruro
produzca la disolucidon de ferro oxihidroxidos los cuales en solucién tienen propiedades foto
cataliticas (Bokare y Choi., 2014; Weiping et al., (2008)). Por el contrario los iones SO4=, PO43, NOs,
Cl- que presenta efecto de incremento de tiempo en las concentraciones evaluadas. Este efecto
puede asociarse a la eliminacion de los radicales hidroxilo por parte de los iones sulfato y nitratos o
el acomplejamiento del hierro por los fosfatos y cloruros Devi et al., (2011). El ion bicarbonato no
mostré diferencias con respecto al tratamiento en agua mili-Q.

La disminuci6n de velocidad en la desinfeccion de la cepa E. coli K12 al estar presentes los cloruros
se debe al acomplejamiento con el hierro impidiendo su accion catalizadora, reduciendo la
produccion de radicales hidroxilo Micd et al (2013), por la accion de los los iones cloruro se baja el
nivel de pH promoviendo la eliminacién del radical OH", otra forma de inhibicion es por la formacion
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del radical Cl2™- que es uno de los radicales menos reactivos en el medio, su papel en la reduccion de
la materia organica es insignificante (Pignatello., 1992 citado por Luna et al., 2012).

La prolongacion del tiempo de desinfeccion debido a la presencia de los fosfatos (PO4%), se atribuye
a la capacidad de remover los iones de hierro, a través de la formacion de fosfato de hierro no
soluble (Soler et al., 2009).

El incremento del tiempo de la reaccion al estar presentes los Sulfatos ha sido explicado por Soler
et al., 2009; Ikehata y Gamal EI-Din, 2006, al identificarse este ion como un eliminador de radicales
hidroxilo.

Este ensayo usando las concentraciones méximas naturales de los iones presentes, permitid
identificar que el ion con efecto mas relevante en el incremento de la velocidad de desinfeccion en
la reaccién foto Fenton a pH neutro es el Fluoruro y que el ion que genera una menor velocidad en la
desinfeccion es el ion cloruro, sin embargo la concentracion utilizada de este ion que corresponde a
el nivel maximo de concentracién de ion cloruro encontrado naturalmente fue en una sola muestra 'y
el promedio de este fue casi 10 veces menor, sin embargo se observd que el ion fosfato en
concentraciones muy bajas tiene efectos similares al nivel maximo de cloruros, por ello se considera
mas relevante la evaluacién de los fosfatos en las etapa siguiente de interacciones de los iones.

10.3 Ensayo efecto combinado de lones: (HCOs-, F-, SO4=, PO4%)

La Figura 8. muestra en el tratamiento foto Fenton a pH cercano a la neutralidad, que la combinacién
R4 (F:1,2 mg.L'; SOs 13,2 mg.L'; POs%0,06 mg.L?; HCOs: 216,8 mg.L-1), alcanzd la
desinfeccion total en 270 min de irradiacién, siendo la de menor tiempo entre todas las
combinaciones. Este tratamiento corresponde a la concentracién maxima de fluoruros naturalmente
presente y las concentraciones minimas de los otros iones, probablemente el tiempo fue menor a los
otros tratamientos debido a que el ion fluoruro incrementa en solucion la concentracion de especies
de hierro disueltas como oxihidroxidos, adicionalmente se pueden formar con el hierro complejos con
los subproductos de la degradacion celular, que son foto-activos en el espectro visible y por ultimo
las concentraciones de los iones fosfato y sulfato son tan bajas que no generan inhibicién con la
reaccion foto Fenton. La combinacion R3 (F-:1,2 mg.L-; SO47: 935 mg.L-'; PO43:0,06 mg.L-*; HCOs::
745 mg.L-1), que presenta una concentracion baja del ion fluoruro reportd desinfeccién a los 360
min, que es igual al control foto-Fenton sin iones. Este Ultimo aspecto permite evidenciar la influencia
del ion fluoruro en la disolucién de los catalizadores ferro oxihidroxidos (a,y, 6 — FeOOH; a,y —
Fe,05).

Se destaca ademas que la desinfeccion en el proceso foto Fenton se llevo a cabo a una velocidad
mayor en el tratamiento a pH acido (2,8 unidades) que a pH cercano a la neutralidad (7,01
unidades). Situacion que se esperaria a pH &cido asociada al mayor consumo de peréxido (Soler et
al., 2009).
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45 min ES-445 90 min DAPI

En el ensayo fotdlisis alcanzé en la inhibicion del crecimiento celular valores igual a 61,09% desde el
tiempo 300 min y hasta el final del experimento. Igualmente sucede en la reaccion fenton, la
desinfeccidn de E. coli K12 muestra una estabilidad en la inhibicion celular igual al 56,75%, desde el
tiempo 300 min y hasta el final del experimento.

Las células mantienen su forma (bacilo) y tamafio promedio entre (1 — 1,5 um para la cepa
bacteriana evaluada en este trabajo) en los primeros minutos de irradiacién, después del minuto 180
cambian los tamarfios de las células, una fraccion del conteo celular alcanza tamafios entre (2,5 — 4
um), las restantes disminuyen su tamafio a valores entre (0,5 — 1,0 um) hasta alcanzar recuentos
celulares cero, ver figura 12. La combinacién de los iones R4, la cual presenta una concentracion de
i6n fluoruro maxima, revelé un cambio en la morfologia celular para los tiempos 45, 90 y 180
minutos, alcanzand6 longitudes entre (4,0 - 10 wm). El cambio morfolégico referenciado
posiblemente es debido a que el ion fluoruro en concentracion de 1,2 mg.L-* favorece la disolucién
de especies de hierro fotoactivas, las cuales pueden generar una mayor produccién de ROS las
cuales incrementan el stress oxidativo en la célula. ver figura 12.

180 min'DAPI

Figura 12. DVC-FISH recuento celular e identificacion de células elongadas de E. coli K12 en agua
subterranea después del proceso foto-Fenton de pH cercano a la neutralidad
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CONCLUSIONES

El proceso foto-Fenton realizado a pH cercano a la neutralidad permitio la desinfeccion de E. coli
K12 en el agua subterranea proveniente de una zona rural cercana al municipio de Candelaria-
Colombia, usando el hierro natural, bajo las condiciones evaluadas a escala de laboratorio, mediante
ensayos en un simulador solar Suntest.

Los resultados mostraron bajo las condiciones experimentales evaluadas en el proceso foto-Fenton
que parte de las células de E. coli K12 entran en un esta VBNC a partir del tiempo 70 minutos, esto
se debe por que el proceso fotoquimico induce este estado probablemente debido a un efecto
combinado de la luz UV-A, y las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas en el tratamiento.

Las actividad fotocatalitica de y,5 — FeOOH a pH cercano a la neutralidad, y asociado a la
presencia de iones de fluoruro genera una foto-disolucién de estas especies durante el tratamiento,
garantizando una velocidad mayor en la desinfeccion respecto a la misma reaccién en presencia de
otros iones, demostrando la interferencia de este ion en el proceso foto-Fenton.

A partir de los ensayos realizados en agua Mili-Q, utilizando la concentracidn de iones reportada en
un estudio previo, los iones que potencializan el tratamiento son F-, Mn2*, se encontré que el mayor
efecto negativo lo tiene el i6n PO4s= y CI-.

Los resultados de la evaluacion de efecto de factores, mostraron que el pH es el parametro que en
mayor medida influencia el proceso, seguido de la concentracion de hierro y la interacciéon pH-
peroxido. La combinacién de factores que alcanza mayor eficiencia de desinfeccion es el pH 6,78
unidades, con una concentracion natural de hierro igual a 0,3 mgL-' y concentracion de perdxido
igual a 10 mgL-".

El estudio cinético de desinfeccion fotocatalitico, la constante cinética de degradacion k es igual a
-7,56x10-% min-! y el tiempo de vida medio de la desinfeccion durante el tratamiento es igual a 135
min. A diferencia del comportamiento cinético la cloracién con hipoclorito de calcio que obedece al
modelo cinético de chik, en donde el tiempo de vida media es igual a 52,45 min y la constante k es
igual a -0,000499 min-', condicién que muestra como tratamiento mas eficaz la cloracion.
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RECOMENDACIONES

Determinar a qué rangos de longitudes de onda, las especies generadas durante el tratamiento foto-
Fenton de pH cercano a la neutralidad alcanzan niveles de foto-actividad, al irradiar muestras con
rangos especificos de longitudes entre (380-450, 450-495, 495-570, 570-590, 590-620, 620-750) nm

Evaluar la actividad en la reaccién foto catalitica del ion Fluoruro para ser utilizada como coayudante
de la desinfeccién, aprovechando la concentracion de (1,5 mg.L-1) recomendada por la OMS 2011
para agua potable, condicion que posiblemente aceleraria la desinfeccién en el tratamiento foto—
Fento

Cuantificar los radicales hidroxilo mediante espectrofotometria UV-Vis. y el evaluar la participacion
ion ferril mediante metodologias de inhibicidn de iones hidroxilo producidos durante el proceso de
oxidacién avanzada (-OH),

Evaluar la posibilidad de acople UV-B o UV-A / foto-Fenton, este acople se propone con la intencion
de debilitar la respuesta antioxidante de los microorganismos mediante la irradiacion previa UVA-
UVB.

Evaluar los limites del pH en el cual las especies fotoactivas dependientes del ion fluoruro para su
solubilidad, mantienen su actividad.

Evaluar un acople de cloracion después de alcanzar un tiempo de irradiacién de 70 min (tiempo en el
que se pierde la cultivabilidad célular), esto podria reducir las concentraciones y los tiempos de
contacto de cloro necesarios para la desinfeccion, ademas de reducir la potencial formacién de
suproductos de desinfeccion.
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ANEXO 1. Demanda de cloro

Tabla 1.1. Resultados ensayo para determinar la curva de demanda de cloro en la muestra de agua
subterranea recolectada en el corregimiento el Tiple.

Patron: 100 mg Ca(ClO)2.L-1

Botellas ambar de 20 ml: 24 botellas

Celda para cloruros: cilindro de 5 ml

Curva de la demanda: (0-10 mg.L-1)

Tiempo de contacto de cloro: 1hr

Precloracion - Dosis Optima agua subterranea volumen 20 ml
Fecha: 22 - Dic - 2014
Cloro hora
Botella Dosis de cloro ~ Volumen Patron  Factor Dil. libre de  horade
(mgCl.L-1) (mgCL.L1) agf medida

0 0,00 1,00 0,00 -
1 0,20 0,016 1,00 0,00 17:30  18:30
2 0,40 0,033 1,00 0,01 17:35 18:35
3 0,60 0,049 1,00 0,03 1740 18:40
4 0,80 0,066 1,00 0,04 17:45 18:45
5 1,00 0,082 1,00 0,06 17:50  18:50
6 1,50 0,123 1,00 0,06 17:55 18:55
7 2,00 0,164 1,00 0,14 18:00  19:00
8 2,50 0,205 1,00 0,67 18:05 19:05
9 3,00 0,246 1,00 0,19 1810 19:10
10 3,50 0,287 4,00 0,36 18:15 19:15
11 4,00 0,328 10,00 025 1820 19:20
12 450 0,369 10,00 0,48 18:25 19:25
13 5,00 0,410 10,00 0,12 18:30  19:30
14 5,50 0,451 10,00 1,30 14:35 1535
15 6,00 0,492 10,00 1,60 14:40  15:40
16 6,50 0,533 10,00 1,60 14:45 1545
17 7,00 0,574 10,00 1,70 14:50 1550
18 7,50 0615 10,00 1,70 14:55 1555
19 8,00 0,656 10,00 1,90 15:00 16:00
20 8,50 0,698 10,00 2,10 15:05  16:05
21 9,00 0,739 10,00 2,60 15:10 16:10
22 9,50 0,780 10,00 2,60 1515 16:15
23 10,00 0,821 10,00 430 15:20 16:20
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Sin embargo es claro que en la dosis de 6 mg/L se logra un cloro residual libre superior a 0,5 mg/L
(recordemos que OMS recomienda un cloro residual minimo de 0,2-0,5 mg/L, WHO 2011), entonces
la dosis a adicionar puede ser la 6 6 6,5 mg/L.

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00

3,00

Ressicluad e clora fmgl-1]

1,00

R T TR I .
oo 1,0 2.0 34 4,0 =0 &, [i) - K] 9,0 104
Dosis de cloro aplicada [mg.L-1)
Figura 1.1. Curva de demanda de Cloro dosis optimizada para el agua subterranea recolectada en el
corregimiento el Tiple.
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ANEXO 2. Disefio experimental para Ensayo de efecto de factores Hierro, pH y Peréxido

Clase de disefio: De Cribado
Nombre del Disefio: Factorial 23

Disefio Base

Nimero de factores experimentales: 3
Numero de bloques: 3

Nimero de respuestas: 5

Numero de corridas: 24

Grados de libertad para el error: 16
Aleatorizar: Si

Factores Bajo  Alfo Continuo
pH -1.0 1.0 Si
Perdxido -1.0 1.0 Si

Hierro Total -1.0 1.0 Si
Respuestas Unidades
%Inhibicion (t=45) %

%Inhibicién (t=90) %

%Inhibicion (t=180) %

%Inhibicién (t=270) %

%Inhibicion (t=360) %

El disefio factorial fue obtenido del software “Statgraphics” con el fin de estudiar los efectos de 3 factores en
24 corridas. El disefio debera ser ejecutado en 3 bloques. El orden de los experimentos ha sido
completamente aleatorizado. Esto aportara proteccién contra el efecto de variables ocultas.
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ANEXO 3. Disefo experimental para ensayo de efecto de factores CaClO2 y pH

Clase de disefio: De Cribado
Nombre del Disefio: Factorial

Disefio Base

Nimero de factores experimentales; 2
Numero de bloques: 3

Numero de respuestas: 7

Numero de corridas: 12

Grados de libertad para el error: 7
Aleatorizar: Si

Factores Bajo  Alto Continuo

pH 40 10 Si
CaClo2 10 10 Si

Respuestas Unidades

%Inhibicién (t=5) %
%Inhibicion (t=10) %
%Inhibicién (t=15) %
%Inhibicion (t=20) %
%Inhibicién (t=30) %
%Inhibicion (t=40) %
%Inhibicién (t=45) %

El disefio factorial fue obtenido del software “Statgraphics” con el fin de estudiar los efectos de 2 factores en

12 corridas. El disefio debera ser ejecutado en 3 blogues.
completamente aleatorizado. Esto aportara proteccion contra el efecto de variables ocultas.

El orden de los experimentos ha sido
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ANEXO 4. Decaimiento de la poblacion celular de E. coli K12 en ensayo de iones efecto
individual

Tabla 4.1. Comportamiento de la poblacién celular bajo foto-Fenton de pH cercano a la neutralidad, efecto
iones individuales

Poblacion celular - Log (UFC.mL-1)

TIEMPO Fluoruros Manganeso Cloruros Sulfatos Fosfatos
(min) E1 - E2 E1 - E2 E1 - E2 E1 - E2 E1 - E2
45 642 663 648 673 - - - -

90 6,30 647 431 639 675 6,72 433 422 658 6,64
120 351 370 420 418 6,72 6,72 390 4,00 395 4,03
180 278 278 389 399 670 445 376 356 357 3,56
210 000 160 366 381 431 432 310 302 351 345
240 0,00 000 227 252 424 420 2,75 248 326 320
270 0,00 000 000 000 406 411 000 000 230 282
300 0,00 000 000 000 411 411 000 000 0,00 0,00
330 0,00 000 000 000 411 38 000 000 0,00 0,00
360 0,00 000 000 000 332 000 000 000 000 0,00
390 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
420 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
450 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
430 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00

E1. primer ensayo
E2: segundo ensayo (replica)
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ANEXO 5. Disefo experimental para Ensayo de efecto de lones

Clase de disefio: De Cribado
Nombre del Disefio: Factorial 24

Disefio Base

Nimero de factores experimentales: 4
Numero de bloques: 2

Nimero de respuestas: 5

Numero de corridas: 32

Grados de libertad para el error: 20
Aleatorizar: Si

Factores Bajo  Alfo Continuo
Fluoruros -1.0 1.0 Si
Sulfato -1.0 1.0 Si
Carbonato -1.0 1.0 Si
Fosfato -1,0 1,0 Si
Respuestas Unidades
%Inhibicion (t=90) %
%Inhibicion (t=180) %
%Inhibicién (t=270) %
%Inhibicion (t=360) %

El disefio factorial fue obtenido del software “Statgraphics” con el fin de estudiar los efectos de 4 factores en
32 corridas. El disefio debera ser ejecutado en 2 bloques. El orden de los experimentos ha sido
completamente aleatorizado. Esto aportara proteccién contra el efecto de variables ocultas.
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ANEXO 6. Caracteristicas fisico-quimicas del agua subterranea corregimiento El Tiple

Los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de agua subterranea fueron obtenidos en un
estudio previo realizado por Mejia (2014), donde se evaluo las aguas subterraneas perteneciente a
los corregimientos El Tiple, La Regina y Palma seca, a través de 8 monitoreos en 47 puntos. La
caracterizacion fisicoquimica del agua para los corregimientos el Tiple (sitio de muestreo), La Regina
y Palma seca, se presenta en la Tabla 6.1 y la concentracion de los iones se incluye en la Tabla 6.2

Tabla 6.1. Caracterizacion fisicoquimica del agua subterranea de los corregimientos El Tiple, La Regina y

Palma seca
Parametro pH T° Cond oD COT  Color Turbiedad
Unidades Unidades °C (uSem)  (mg O2L")  (mgL?') (UPC) UVas NTU
Maximo 7,65 28,50 3740,00 2,61 2627 2650 0,80 2,83
Minimo 6,78 21,60 273,00 0,04 1,99 0,20 0,00 0,26
Mediana 6,97 252 478 0,88 3,22 1,8 0,019 0,54

Fuente: Mejia (2014)
Uv 254 : medida del nivel de sustancias organicas en el agua

Tabla 6.2. lones valorados en la caracterizacion fisicoquimica del agua subterranea de los corregimientos El
Tiple, La Regina y Palma seca

Parametro  NO?Z NO* CI- F- POs*  HCOs SO  Hierro F+2 Mn*2 Cu Ca Mg
mgL' mgL' mgL!' mgL' mgL!' mgL' mgL' Total mgL' mglL!' mgL' mgL! mglL"’

Maximo 175,81 4,67 193 1,2 1,65 59597 935 0,93 0,26 1,53 - 118,14 46,17
Minimo 0 0,17 1 0,15 0,06 83,61 13,2 007 <0052 0,05 - 78,09 13,37
Mediana 17,7 1,09 20 1,03 0,48 35313 58,7 0,45 - 0,27 <0,09 -

Fuente: Mejia (2014)

En la 6.3 se presenta la caracterizacion del pozo en Candelaria - Valle (corregimiento el Tiple) del
cual fueron tomadas las muestras de agua subterranea tratada en el estudio. Las muestras
presentan caracteristicas favorables para los tratamientos foto Fenton al tener presencia de hierro
natural y baja turbiedad.

Tabla 6.3. Caracterizacion del agua subterranea corregimiento El Tiple

Parametro pH T° Cond oD coT Color UVzss Turbiedad Hierro Hierro
total +2

Unidades  Unidades °C  (uScm”) (mgO:L") (mgL”) (upc) NTU (mgL-") (mgL-")

Maximo 7,07 25,30  1084,00 0,76 3,90 720 0,02 1,21 0,70 <0,052

Minimo 6,86 2450 423,00 0,26 2,30 0,50 0,00 0,39 0,22 <0,052

Mediana 6,91 2530 756,00 0,67 3,7 0,90 0,02 0,50 0,31 <0,052

Caracteristicas microbioldgicas del agua subterranea corregimiento El Tiple
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En la Tabla 6.4. se presenta la caracterizacién del pozo en Candelaria - Valle (corregimiento el Tiple)
del cual fueron tomadas las muestras de agua subterranea tratada en el estudio.

Tabla 6.4. Caracterizacion microbiol6gica del agua subterranea corregimiento el Tiple

Parametro  Enterobacterias Coliformes T Coliformes F  Enterococos Fagos E coli
T (UFC/200 ml) (UFC/100 mi) (UFC/100ml)  (UFC/100ml)  (UFC/100ml)  (UFRC/100
ml)
Tiple Abajo
Promedio 2,36E+06 8,58E+03 3,75E+02 9,60E+02 8,60E+01 0,00E+00
%V 4,21E+02 2,24E+02 1,46E+02 1,57E+02 2,4TE+02 0,00E+00
Rango 0-5,18E+07 0-7,64E+04 0-159E+03  0-545E+03  0-6,82E+02 0,00E+00

Enterobacterias T: Enterobacterias totales - Coliformes T: Coliformes totales - Coliformes F: Coliformes fecales — CV:
Coeficiente de variacion
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ANEXO 7. Comportamiento de la concentracion de Hierro y peroxido durante el tratamiento.

Se realizé un seguimiento al consumo de peréxido y concentraciones de Fe(ll) en el tiempo, asi
como el pH al inicio y al final de la reaccién el cual se presenta en Figura 7.1.

R1
—B R2 —=— R
R3
R4

RS
—<4—Rs

—v—R7
-+-R8

H202 (mg.L-1)
>
Fe+2 (mg.L-1)

T T T T T T
0 45 90 180 270 360
Tiempo (min)

Tiempo (min)

(a) (b)

Figura 7.1. Seguimiento de (b.) hierro y (a.) peroxido en ensayo de factores

También se realiz6 seguimiento al pH inicial y final para cada uno de los tratamientos de disefio
factorial 23. Los resultados se presentan en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Determinacion del pH inicial y final para cada experimento

REACTOR pH Peréxido Hierro pH inicial pH final
total  (unidades) (unidades)

R1 - + + 6,78 8,49

R2 - - - 6,78 8,47

R3 + + - 7,65 8,50

R4 - + - 6,78 8,60

R5 + - - 7,65 8,56

R6 + - + 7,65 8,51

R7 + + + 7,65 8,49

R8 - - + 6,78 8,52
Blanco

(Oscuridad, Fe 0,3mgL, pH 6,78) 6,78 8,37
Fenton

(Osc., Fe 0,3; H20210mgL-", pH 6,78,) 6,78 8,35
Fotolisis

(irradiacion, Fe 0,3mgL-1, pH 6,78) 6,78 8,39
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ANEXO 8. Seguimiento a Parametros de control para las combinacién de factores F.F - R4

(pH 6,78 unidades, H202 10 mgL-! y hierro total 0,3 mgL-') en la desinfeccion de la cepa E. coli
K12

El seguimiento de la temperatura (°C), Oxigeno disuelto (OD), pH y Potencial oxido-reduccion (ORP)
se realiz6 mediante 6 mediciones, en los tiempos 0, 45, 90, 180, 270, y 360 min, los resultados se
presentan en la Figura 8.1

a) Oxigeno disuelto (mgL) b) Temperatura (°C)
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Figura 8.1. Seguimiento de los pardmetros de temperatura, pH, oxigeno disuelto y potencial 6xido-reduccion
para el tratamiento foto Fenton a pH cercano a la neutralidad en la desinfeccion de E. coli K12

El seguimiento de la concentracion de Hierro (Fe*2) a través del tiempo se presenta en la Figura 8.2.
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Figura 8.2. Seguimiento de Hierro*2 para los tratamientos foto Fenton pH 6,78 unidades (F.F-R4), foto Fenton
pH 7,10 unidades (Agua Mili-Q), fotolisis (0,28 mgL-! Fe total/irradiacion), Fenton pH 6,78 unidades (Fenton) y
blanco (0,28mgL! Fe total/Oscuridad)

El seguimiento de la concentracion de perdxido a través del tiempo se presenta en la Figura 8.3.

10,000
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Figura 8.3. Seguimiento de peréxido para los tratamientos foto Fenton pH 6,78 unidades (F.F-R4), foto Fenton
pH 7,10 unidades (Agua Mili-Q), fotélisis (0,28 mgL-! Fe total/irradiacion), Fenton pH 6,78 unidades (Fenton) y
blanco (0,28mgL-! Fe total/Oscuridad)
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ANEXO 9. Analisis ANOVA - Ensayo efecto factores: (H202, pH, Fe total)

El andlisis estadistico ANOVA se realizd con el software “Statgraphics”, utilizando los datos de la
Tabla 9.1. El Statadvisor arrojo6 los siguientes resultados:

Con el fin de probar la significancia estadistica de los efectos, se presenta la tabla ANOVA para cada

tiempo de muestreo, los resultados se muestran en la Tabla 8.1 y Tabla 8.2

Tabla 9.1. Anélisis de Varianza para porcentaje de inhibicién (45 min)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:pH 150,0 1 150,0 2,23 0,1564
B:Peroxido 4,25042 1 4,25042 0,06 0,8051
C:Hierro 6,55215 1 6,55215 0,10 0,7595
AB 77,2568 1 77,2568 1,15 0,3012
AC 105,085 1 105,085 1,56 0,2309
BC 250,39 1 250,39 3,72 0,0731
Error total 1023,98 2 511,989 7,60 0,0053
Total (corr.) 1010,81 15 67,3876

R-cuadrada = 61,5415 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 41,0303 porciento

Error estandar del est. = 8,209

Error absoluto medio = 5,44194

Estadistico Durbin-Watson = 2,74335 (P=0,9205)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,40156

Tabla 9.2. Andlisis de Varianza para porcentaje de inhibicion (90 min)
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:pH 59,1262 1 59,1262 2,66 0,1235
B:Peroxido 0,0852042 1 0,0852042 0,00 0,9514
C:Hierro 24,3412 1 24,3412 1,10 0,3116
AB 75,5085 1 75,5085 3,40 0,0850
AC 177,943 1 177,943 8,02 0,0126
BC 35,8926 1 35,8926 1,62 0,2229
Error total 56,7954 2 28,3977 1,28 0,3069
Total (corr.) 332,955 15 22,197

R-cuadrada = 56,3422 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 33,058 porciento
Error estandar del est. = 4,71137

Error absoluto medio = 2,44111

Estadistico Durbin-Watson = 2,45914 (P=0,7670)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,246075
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Tabla 9.3. Anélisis de Varianza para porcentaje de inhibicién (180 min)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:pH 10,0751 1 10,0751 7,53 0,0151
B:Perdxido 0,650104 1 0,650104 0,49 0,4964
C:Hierro 10,0233 1 10,0233 749 0,0153
AB 0,650104 1 0,650104 0,49 0,4964
AC 9,9717 1 9,9717 745 0,0155
BC 0,624037 1 0,624037 0,47 0,5050
Error total 3,89882 2 1,94941 1,46 0,2640
Total (corr.) 20,0651 15 1,33768
R-cuadrada = 64,1427 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 45,0188 porciento
Error estandar del est. = 1,15658
Error absoluto medio = 0,586597
Estadistico Durbin-Watson = 2,44636 (P=0,7579)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,227672
Tabla 9.4. Andlisis de Varianza para porcentaje de inhibicion (270 min)
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:pH 0,0000666667 1 0,0000666667 2,03 0,1743
B:Peroxido 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
C:Hierro 0,0000666667 1 0,0000666667 2,03 0,1743
AB 0,0000166667 1 0,0000166667 0,51 0,4867
AC 0,0000166667 1 0,0000166667 0,51 0,4867
BC 0,0000166667 1 0,0000166667 0,51 0,4867
Error total 0,000175 2 0,0000875 2,67 0,1019
Total (corr.) 0,000491667 15 0,0000327778

R-cuadrada = 42,1569 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 11,3072 porciento
Error estandar del est. = 0,00572519

Error absoluto medio = 0,00375

Estadistico Durbin-Watson = 2,0625 (P=0,4333)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,0391949

La Figura 9.1 muestra el diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de inhibicion de la

cepa E. coli K12.
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Tiempo de reaccion: 45 min Tiempo de reaccion: 90 min
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Figura 9.1. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido para la determinacion de la significancia de
los factores pH (A), perdxido (B) y hierro (C) en el porcentaje de inhibicion de la cepa bacteriana E.
coli K12 para los tiempos 45 min, 90 min, 180 min, 270 min y 360 min del tratamiento foto-Fenton a
pH cercano a la neutralidad. El valor limite de la significancia esta indicado por la linea vertical
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La Figura 9.2. presenta los efectos principales de los factores peroxido, hierro total y pH.
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Figura 9.2. Diagrama de efectos principales obtenido para la determinacion de la significancia de los factores
pH, peroxido y hierro en el porcentaje de inhibicién de la cepa bacteriana E. coli K12 luego del tratamiento
foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad
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ANEXO 10. ANOVA simple (Ensayo iones: Fluoruros, Cloruros, Fosfatos y Manganeso)

El andlisis estadistico ANOVA se realizd con el software “Statgraphics”, utilizando los datos de la
Tabla 10.1 para los tiempos 90 y 180 minutos, teniendo como variable dependiente la inhibicidn de la
cepa bacteriana de estudio en (%), como factor los iones y el nimero de niveles del experimento fue
igual a 5. El Statadvisor arrojé los siguientes resultados:

Tabla 10.1. Anova para %Inhibiacion de E. coli K12 en 90 minutos
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 3674,19 4 918547 12,74 0,0078
Intra grupos 360,56 5 72,112
Total (Corr.) 4034,75 9

Tabla 10.2. Anova para %Inhibicion de E. coli K12 en 180 minutos

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 4360,38 4 1090,1 8385353,38 0,0000
Intra grupos 0,00065 5 0,00013

Total (Corr.) 4360,38 9

Cloruros |:|:|
Fluoruros |

3
c Fosfatos
k=)
Manganeso |:|:|

Sulfatos ’

99,7 99,75 99,8 99,85 99,9 99,95 100

% Reduccion 210 (min)

Figura 10.1. Grafica de caja y bigotes para %Reduccién durante el tratamiento foto-Fenton
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ANEXO 11. Analisis ANOVA - Ensayo del efecto de factores: CaClO2, pH

Tabla 11.1. Andlisis de Varianza para porcentaje de Inhibicidn (45 min)

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:pH 6,38021 1 6,38021 16,75 0,0064
B:CaClO2 198,535 1 198,535 521,22 0,0000
AB 7,16107 1 7,16107 18,80 0,0049
bloques 2,24232 2 1,12116 2,94 0,1286
Error total 2,28542 6 0,380903

1

Total (corr.) 216,604

R-cuadrada = 98,9449 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.I.) = 98,0656 porciento
Error estandar del est. = 0,617173

Error absoluto medio = 0,405

Estadistico Durbin-Watson = 2,34258 (P=0,5307)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,246078

Tabla 11.2. Andlisis de Varianza para porcentaje de Inhibicidn (30 min)

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:pH 167,627 1 167,627 65,50 0,0002
B:CaCl02 96,1634 1 96,1634 37,57 0,0009
AB 925,236 1 925,236 361,53 0,0000
bloques 17,4749 2 8,73743 3,41 0,1023
Error total 15,3555 6 2,55926

1

Total (corr.) 1221,86

R-cuadrada = 98,7433 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,696 porciento
Error estandar del est. = 1,59977

Error absoluto medio = 0,925556

Estadistico Durbin-Watson = 2,09923 (P=0,3756)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,118883

Tabla 11.3. Andlisis de Varianza para porcentaje de Inhibicién (10 min)

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:pH 1079,96 1 1079,96 36,00 0,0010
B:CaCl02 388,741 1 388,741 12,96 0,0114
AB 1940,05 1 1940,05 64,67 0,0002
bloques 148,725 2 74,3626 2,48 0,1642
Error total 180,003 6 30,0005

1

Total (corr.) 3737,49

R-cuadrada = 95,1839 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 91,1704 porciento
Error estandar del est. = 547727

Error absoluto medio = 3,09097

Estadistico Durbin-Watson = 2,26965 (P=0,4833)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,203455

Grafica efecto principales para los factores CaClO2 y pH.
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Tiempo de reaccién: 5 min

Tiempo de reaccién: 10 min

48

5 S “F E
O m © sl m
2 r 12 ]
i r 7 = C ]
=5 / 1 = J
o\o r B o\o L ]
P i a2l 3
24 28 b j
10 1,0 10 1,0 10 10 10 10
pH caclo2 pH CaClo2
Tiempo de reaccion: 15 min Tiempo de reaccion: 20 min
62 g | 68 F 3
: Y- =
=58 — [ L ]
o T 1 Q& .
o [ ] [&] -
Sel \ ]l Be .
= + - = ]
£ ] < w0 A
o\oso — - c\o ]
r ] 58 1
sl ] 56 E
-1,0 1,0 -1,0 10 -1,0 1,0 -1,0 1,0
pH CaClo2 pH CaClo2
Tiempo de reaccion: 30 min Tiempo de reaccion: 40 min
75 3 91 - |
g 73 ; - :5 90 - J
o I 1 8
O 71 — 089 — J
= ] £
Rer 1 R®F E
67 f— é 87 - J
65 i 7: 86 = i
-1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 10
pH CaClo2 pH CaClo2
Tiempo de reaccion: 45 min
101 F 3
Q9 [ ]
o - 4
S 9+ —
= I / ]
[ - 4
o_\° 95— 5
s .
b ]
-1,0 1,0 -1,0 1,0
CaClO2

pH

Figura 11.1. Diagrama de Efectos principales obtenido para la determinacién de la significancia los factores
pH y CaClO: en el porcentaje de inhibicion de la cepa bacteriana E. coli K12 luego del tratamiento Cloracién a

pH cercano a la neutralidad

Anexo 12. Resultados de la cinética del proceso foto-Fenton a pH cercano a la neutralidad
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Tabla 12.1. Cinética de desinfeccion de E. coli K12 mediante foto Fenton (pH 6,78 unidades)

Rda R4b Réc

Tiempo |°g % | Iog % | Iog % | Promedio (N) 1/Co
0 6,86 0,00 707 000 711 0,00 7,01 0,14
45 627 854 574 1628 591 1385 5,98 017
90 3,05 5552 348 4931 340 50,46 3,31 0,29
180 300 56,27 330 51,88 323 52,91 3,18 0,31
270 2,30 66,46 222 6761 270 60,65 2,41 0,42
360 0,00 10000 000 1000 0,00 1000 0,00 -

Tabla 12.2. Caracterizacion Microbiologica del agua subterranea

Parametro  Enterobacterias Coliformes T Coliformes F Enterococos Fagos E. coli
T (UFC/100 ml) (UFC/100 ml) (UFCM00ml)  (UFC/00ml)  (UFC/00ml)  (UFC/100
ml)
Tiple Abajo
Promedio 2,36E+06 8,58E+03 3,75E+02 9,60E+02 8,60E+01 0,00E+00
%CV 4,21E+02 2,24E+02 1,46E+02 1,57E+02 2,47E+02 0,00E+00
Rango 0-5,18E+07 0-7,64E+04 0-1,59E+03  0-545E+03  0-6,82E+02  0,00E+00
La Regina
Promedio 2,97E+05 3,06E+04 3,4TE+03 4,15E+02 1,02E+02 0.15
% CV 3,16E+02 2,02E+02 2,18E+02 1,91E+02 2,19E+02 2,45E+02
Rango 2,80E+01 - 2,80E+01 - 0-227E+04  0-2,73E+03  0-6,36E+02  0-1,00E+00
3,41E+06 2,00E+05
Palmaseca
Promedio 5,93E+05 8,25E+04 1,30E+02 2,60E+01 0,00E+00 5,30E+01
% CV 1,84E+02 1,82E+02 1,67E+02 2,50E+02 0,00E+00 2,65E+02
Rango 1,11E+02 - 1,60E+01 - 0-591E+02  0-1,71E+02 0,00E+00  0-3,66E+02
2,94E+06 4,10E+05

Enterobacterias T: Enterobacterias totales - Coliformes T: Coliformes totales - Coliformes F: Coliformes fecales — CV:
Coeficiente de variacion
Fuente: Mejia (2014)

ANEXO 13. Grafica de Pareto para los factores CaClO2 y pH.

73



DESINFECCION DE E. coli K12 EN UNA MATRIZ DE AGUA SUBTERRANEA ViA
FOTO-FENTON

A partir de la Figura 5, se observa que se alcanza la mayor eficiencia de inhibicion de la cepa E.coli
K12 en el tratamiento R-3 (pH 6,78 unidades, y cloro 6,5 mgL-"), siendo este valor igual a 54,14%,
mientras el menor porcentaje de inhibicién celular se obtuvo con la combinacién de factores en el
tratamiento F.F — R2 (pH 6,78 unidades, y cloro 6,0 mgL-") alcanzando un valor de 14,25%. Lo
anterior puede deberse a la mayor presencia del acido hipocloroso (HOCI) como el ién hipoclorito
(OCl-). Cuando el valor de pH del agua clorada es 6.78, el 75% de la concentracion de cloro
presente serd &cido hipocloroso no disociado y el otro 25% sera i6n hipoclorito. La Figura 13.1.
muestra el diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de inhibicion de la cepa E. coli K12.

Tiempo de reaccién: 5 min Tiempo de reaccion: 10 min
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ O +
AB = - AB = -
A:pH A:pH
B:CaClO2 B:CaClo2
’ ' Efzecm estandariza::‘io ) ’ 6 é E'iclo estandarizaédo é 16
Tiempo de reaccion: 15 min Tiempo de reaccion: 20 min
i ‘ ‘ ‘ ‘ — + ‘ ‘ ‘ : : : 0 +
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5 i ; & s 5 7 ; % i % 7
Efecto estandarizado Efecto estandarizado
Tiempo de reaccion: 30 min Tiempo de reaccion: 40 min
‘ . . . ‘ O + ‘ : : : : O +
= - AB = -

AB

B:CaClO2 B:CaClO2

L ; y . 0 3 6 9 12 15
8 B 12 16 20 Efecto estandarizado
Efecto estandarizado

o
IS

Tiempo de reaccién: 45 min

B:CaClO2
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0 4 8 12 16 20 24
Efecto estandarizado

Figura 13.1. Diagrama de Pareto estandarizado obtenido para la determinacién de la significancia de los
factores pH (A) y Cloro (B) en el porcentaje de inhibicién de la cepa bacteriana E. coli K12 para los tiempo 5,
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10, 15, 20, 30, 40 y 45 minutos del tratamiento Cloracién a pH cercano a la neutralidad. El valor limite de la
significancia esta indicado por la linea vertical

Los diagramas de Pareto presentados en la Figura 13.1 muestran que durante los 45 minutos de
reaccion, el efecto combinado de factores pH y Cloro tiene la mayor significancia en el proceso,
generando un impacto negativo en la eficiencia de inhibicion celular. El factor pH posee el segundo
nivel de significancia generando un impacto negativo, esto sugiere que el incrementar este factor del
nivel negativo al positivo se reducira el porcentaje de inhibicion celular.

Para los tiempos 10, 15y 45 minutos el factor Cloro alcanza valores de significancia en la reaccion
generando un impacto positivo, esto sugiere que al incrementar el Cloro del nivel bajo al nivel alto, el
rendimiento se incrementd en los tiempos evaluados.

Con el fin de ampliar el analisis de la influencia individual de cada factor, en el Anexo 11 se presenta
los efectos principales de los factores pH 'y Cloro.

En la Figura 13.1 se observa que para los tiempo 5, 10, 15, 20, 30 y 40 minutos del tratamiento el
efecto del pH es negativo, es decir, a mayor concentracion de éste factor existe una menor eficiencia
del porcentaje de inhibicién celular, lo anterior estd asociado a que el acido hipocloroso se encuentra
a mayor concentracién a pH acido y esta es la forma de cloro mas eficiente en la desinfeccion. Al
final del tratamiento tiempo 45 min el pH presentd un efecto positivo, esto sugiere posiblemente un
aumento en el porcentaje de inhibicion celular si se aumenta el nivel del pH.

Finalmente, el factor Cloro para los tiempos 5, 10, 15, 20 y 45 minutos del tratamiento el efecto del
factor es positivo, es decir, a menor concentracion de Cloro se genera una menor eficiencia del
porcentaje de inhibicion celular.

ANEXO 14. Esquemas metodologico para los recuentos celulares por los métodos RCP y
DVC-FISH
Ensayos de desinfeccidn - irradiacion a reactores con

una concentracion de E.coli entre 108-107 UFC/mL,
ajustada con escala McFarland
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