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1. INTRODUCCION

La dificultad en el acceso a agua potable continda siendo uno de los problemas que mas
afecta a la poblacion humana, y como consecuencia del detrimento de la calidad del agua
de las fuentes superficiales, de la intervencion y la falta de proteccién en cuencas
hidrograficas, su disponibilidad se vera seriamente limitada en un futuro cercano, aun en
regiones consideradas actualmente como de gran riqueza hidrica. Los trabajos de
investigacion deben estar encaminados a dar respuesta a estos retos, mediante la
busqueda de nuevas y mejores alternativas para la purificacién del agua a un bajo costo,
sin excesivo consumo energético, minimizando tanto el uso de quimicos como el impacto
ambiental y a su vez, incorporando la importante tarea de la educacion en higiene y el uso
eficiente de los recursos hidricos.

El uso de sistemas de tratamiento para potabilizar agua ha permitido disminuir el impacto
de las enfermedades diarreicas agudas; en los paises desarrollados la incidencia de
infecciones como el cdlera y la fiebre tifoidea se disminuyé drasticamente en tan solo un
siglo de aplicacion de estos sistemas; sin embargo, actualmente en estos paises, la
incidencia de enfermedades transmisibles por agua continua teniendo un impacto
negativo que se refleja en el tiempo perdido por discapacidad, debido a que los perfiles
epidemiolégicos han cambiado y los microorganismos denominados emergentes como
calicivirus, Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia han incrementado su incidencia. Los
paises en vias de desarrollo aun presentan una brecha abrupta entre zonas urbanas,
rurales y comunidades dispersas en cuanto al acceso sostenible a agua potable y
saneamiento; la prevalencia de gastroenteritis virales, en grupos susceptibles como nifios
menores de 5 afos es un asunto de suma importancia en salud publica, a esto debe
sumarse la vulnerabilidad de los sistemas de salud, prevencién y control, que se hace
evidente en eventos catastroficos como el reciente terremoto en Haiti.

Con la aparicidon de brotes por microorganismos resistentes a los procesos de tratamiento
convencional, los procesos de desinfeccion contindian siendo un reto para la salud publica
y un desafio para la Ingenieria en la busqueda de soluciones sostenibles que minimicen
los sub-productos de desinfeccion, y que ademas sean facilmente asimilables por las
diferentes comunidades. La implementacion de sistemas de analisis de riesgos y del
manejo integrado del recurso hidrico requiere disponer de alternativas tecnolégicas de
demostrada capacidad para ser aplicadas acorde con las necesidades locales en términos
de inversion, mantenimiento, complejidad de operacion y eficiencia en la eliminaciéon de
patégenos.

Los procesos avanzados de oxidacion como alternativa o complemento de los procesos
de potabilizacion del agua y de tratamiento de aguas residuales, se vienen explorando
desde hace algunas décadas; no obstante, las aplicaciones de tecnologias solares en
condiciones de campo aun tienen muchos aspectos por elucidar para garantizar la



inocuidad de sus efluentes. El presente trabajo de investigacién, realizado en el marco del
proyecto “BioSolarDetox” financiado por el programa de cooperacién norte-sur entre la
Escuela Politécnica Federal de Laussane y la Universidad del Valle, esta encaminado a
ahondar en la aplicacién de tecnologias solares asistidas por catalizadores (dioxido de
titanio y reacciones tipo Fenton), para evaluar su desempefo en la inactivacion de
microorganismos indicadores de patdégenos virales y bacterianos.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio de tecnologias solares asistidas por catalizadores homogéneos y
heterogéneos en la inactivacion de microorganismos indicadores en agua de fuentes
superficiales

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar a escala laboratorio entre procesos fotocataliticos homogéneos y
heterogéneos aquel con la mayor tasa de reduccion de bacteriéfagos somaticos.

e Evaluar a escala piloto, en un colector parabdlico compuesto, el proceso con el mejor
desempefio en la reduccion de bacteri6fagos somaticos contrastandolo con la
inactivacion de un indicador convencional como Escherichia coli

e Comparar los resultados obtenidos en el colector parabdlico compuesto con la
tecnologia SODIS en términos de la reduccion de los microorganismos evaluados



3. MARCO REFERENCIAL

3.1 MARCO CONTEXTUAL

Colombia dispone de una oferta hidrica importante en comparacién con otros paises, sin
embargo, la calidad del agua representa una seria limitante para su uso. Las corrientes
superficiales captan gran cantidad de sedimentos provenientes de procesos erosivos
naturales o antropogénicos, asi como aguas domésticas e industriales, generadas por el
asentamiento de poblaciones, principalmente en la zona andina donde los corredores
industriales ejercen mucha presion sobre las cuencas del Magdalena y del Cauca.
Solamente una franja muy pequefia ubicada entre el 5 y el 10 % de las cabeceras
municipales efectua algun tipo de tratamiento de aguas residuales y sin embargo sélo un
porcentaje menor de estos tratamientos es aceptable. A esto debe sumarse la inadecuada
disposicién de residuos sélidos en botaderos a cielo abierto que genera lixiviados que
afectan los acuiferos (Ojeda & Uribe, 2000).

Los procesos de intervencion sobre cuencas, microcuencas, paramos y bosques alto
andinos, agravan la situacion incrementando la vulnerabilidad de los sistemas
hidrograficos que abastecen las cabeceras municipales, donde las proyecciones para el
2025 implican problemas de abastecimiento para mas del 50 % de la poblacién en un afo
medio y para un 80 % en afo de sequia (IDEAM, 2001). De acuerdo con el Inventario
Nacional de calidad del agua, los mayores indices de riesgo se encuentran en
poblaciones menores de 20.000 habitantes; este valor decrece en la medida que hay un
aumento de poblacion y una estabilizacion de la estructura de servicios de la comunidad
(Ministerio de Salud, 1998).

Dentro de las metas de desarrollo del milenio, el aseguramiento del acceso a agua segura
se contempla como una de las prioridades actuales para los paises en vias de desarrollo;
las enfermedades transmitidas por el agua tienen un efecto global en el bienestar de la
poblacion, con una participacion importante en la pérdida de afios de vida ajustados por
discapacidad; se reportan 4.000 millones de casos de diarrea por afio en todo el mundo,
los cuales generan mas de dos millones de muertes. La OMS reporta que las
enfermedades infecciosas y parasiticas generan cerca de 9.5 millones de muertes al afio
(16.2% del total de las muertes); dentro de las principales causas de las muertes a nivel
mundial las infecciones diarreicas se encuentran como la quinta causa de muerte en el
mundo con un total de 2.2% del total de las muertes del planeta. De los 10.4 millones de
ninos menores de 5 anos fallecidos, las enfermedades diarreicas y las infecciones
neonatales involucran el 17% y 9% de las muertes, respectivamente. Aunque se ha
presentado una reduccion en la tasa de mortalidad en los paises desarrollados como uno
de los grandes logros en salud publica del ultimo siglo, en estas regiones los patrones de
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incidencia han sido reemplazados de fiebre tifoidea y colera hace un siglo hacia un mayor
numero de reportes de infecciones virales y patégenos emergentes como especies de
Campylobacter sp., Cryptosporidium parvum y SIDA (WHO, 2008).

Las poblaciones mas pobres de Ameérica Latina son especialmente susceptibles a las
enfermedades entéricas transmisibles por el agua tales como el célera, la tifoidea, la
hepatitis A y otras afecciones diarreicas a pesar de las medidas adelantadas por los
organismos de salud; la enfermedad diarreica aguda (EDA) continia siendo una causa
importante de morbilidad y mortalidad en niflos menores de 5 afos por su alta incidencia y
por los gastos medicos que genera el tratamiento requerido para los casos de
desnutricidn, re-hidratacion e intolerancia a la lactosa; la tasa aproximada de mortalidad
infantil para Colombia en este rango de edad supera las 50.000 muertes al afio, teniendo
como base unicamente los casos de muertes registradas por causas definidas (PAHO,
2005), por lo que el problema actualmente puede ser subestimado. De acuerdo con los
datos de morbilidad y mortalidad del periodo de 1989 a 1991 el Ministerio de Salud de
Colombia calculé que las enfermedades transmisibles y perinatales fueron responsables
del 21% de los afios de vida saludable perdidos por discapacidad en ese trienio. Entre
1989 y 1997 la diarrea fue la segunda causa de hospitalizacion en nifios menores de 1
ano y la segunda causa de hospitalizacion en nifios de 1 a 4 afios. Entre los patdégenos
virales, los Rotavirus han recibido especial atencién por su asociacion con la
deshidratacién grave, siendo uno de los agentes infecciosos con mayor incidencia y con
altas tasas de mortalidad, en Colombia la epidemiologia de este virus no esta
suficientemente caracterizada pero se ha encontrado que un 43% de muestras de heces
fecales de 145 nifios enfermos resultaron positivas para la deteccion de Rotavirus
especialmente en nifios de 6 a 24 meses (Caceres et al., 2005; WHO, 2006).

3.1.1 ACCESO Y CALIDAD DEL AGUA POTABLE

Los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para América Latina y la
mayor parte del Caribe indican altos porcentajes de cobertura para agua potable y
alcantarillado; en Colombia durante las ultimas décadas se han alcanzado incrementos
sustanciales en las coberturas de servicios publicos para las cabeceras municipales del
pais, este mejoramiento ha sido el resultado del proceso de reordenamiento y
modernizacion del sector en conformidad con los lineamientos establecidos en la
Constitucién Politica del 1991 y en la ley 142 de 1994. Sin embargo, se observan grandes
inequidades en el acceso, uso y calidad del servicio con marcadas diferencias entre las
zonas urbanas y las rurales; en los ultimos afios, la inclusion del criterio de acceso
sostenible como medida de la disponibilidad del recurso en el tiempo ha permitido estimar
las coberturas agua potable en 99% y 77% y las de acceso sostenible a saneamiento en
85 y 58% respectivamente (WHO & UNICEF, 2000; WHOSIS, 2008). Esto puede
atribuirse a la baja densidad poblacional de las comunidades rurales que no permite cubrir
los costos fijos de operacion y mantenimiento de los sistemas de tratamiento, a la baja
capacidad de gestién de los prestadores del servicio, a la poca efectividad de los recursos
invertidos y los bajos incentivos de los municipios para utilizar los recursos del Estado.
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Dentro de los objetivos planteados por el Departamento Nacional de Planeacién para el
cumplimiento de las metas de milenio, y en particular para “garantizar la sostenibilidad
ambiental”, se plantea reducir el nUmero de personas sin acceso a agua y saneamiento
basico incrementado las coberturas de acueducto a 81,6% y la de saneamiento a 70,9%,
se plantea “incorporar 2,3 millones de habitantes a una soluciéon de abastecimiento de
agua y 1,9 millones de habitantes a una solucion de saneamiento basico, incluyendo
soluciones alternativas para las zonas rurales, con proporciones estimadas del 50% de la
poblacién rural dispersa” (CONPES, 2005).

La infraestructura para el suministro de agua potable en la regiéon andina se caracteriza
por estar fragmentada y atender comunidades de menos de 10.000 habitantes. En las
zonas rurales se han alcanzado valiosos avances en cobertura pero para el ano 2003 aun
se presentaban rezagos significativos en abastecimiento con un promedio de 66% y de
agua servidas con un promedio de 57,9%; asi mismo las debilidades en la gestion de los
servicios, el bajo nivel de desarrollo tecnolégico reflejaban diferencias importantes con
relacion a las zonas urbanas.

En el segundo inventario nacional de calidad del agua se plantedé que la cobertura de
agua de buena calidad para localidades con menos de 2.500 habitantes era del 9,56%,
mientras que para aquellas con un rango entre 2.500-10.000 habitantes era de un 17,5%;
a pesar de que se reportaban porcentajes de cobertura de acueducto de 93% y 84%
respectivamente; los municipios reciben agua de baja calidad puesto que se enfocan los
esfuerzos en la instalacion de tuberias para la transmisién de aguas pero no existe interés
por su calidad (Ministerio de Salud, 1998). En el afio 2005, la poblacién rural del pais era
de 12.6 millones de habitantes, equivalente a un 27% de la poblacion, quienes se
encuentran ubicados en cabeceras municipales, corregimientos y veredas dispersas por
la geografia nacional. Para el afo 1997 se estimo6 que las fuentes de aprovisionamiento
de agua para los hogares en el pais son los acueductos publicos (75%), acueductos
comunales (10%), pozos de agua (5%), agua lluvia (0.5%), carrotanques (0,6%), rios
(7,4%) y otros sistemas (1,3%)(DANE, 1997).

La carencia de informaciéon de los sistemas de tratamiento y los indices de morbilidad y
mortalidad infantil en las zonas rurales promovieron el desarrollo del Inventario Sanitario
Rural en el afio 2000 y 2002; a partir de la informacién obtenida, se estimé que la
cobertura de abastecimiento de agua para las zonas rurales era de 56,3% y la cobertura
de agua tratada de 11,8%; se reportaron 682 plantas de tratamiento de agua potable
existentes, de las cuales 444 se encontraban en funcionamiento; el 44% de la poblacién
de las zonas rurales equivalente a mas de 5 millones de colombianos no tienen servicio
de abastecimiento ni realizan tratamiento alguno al agua; un 44% adicional se surten de
redes de abasto sin tratamiento y solo un 12% de la poblacién tiene acceso a acueducto,
de los cuales un 3% tienen la desinfeccion como unico tratamiento (UNICEF &
MinAmbiente, 2005).

Los planes de seguridad del agua han sido desarrollados para organizar y sistematizar
una larga historia de practicas de manejo aplicadas a agua potable, asegurando su
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aplicabilidad en el manejo de la calidad del agua; este sistema toma conceptos de otros
sistemas de manejo de riesgo como la aproximacién de sistemas multibarrera y Analisis
de Riesgos en Puntos Criticos de Control (HACCP) aplicado en la industria de alimentos.
Dentro de los elementos contemplados en estos planes se involucra la evaluacion de los
sistemas de tratamiento y el monitoreo operacional efectivo; dentro de este monitoreo se
busca identificar parametros de operacién que brinden informacién sobre el control de los
riesgos identificados, para asegurar los objetivos de cantidad y calidad del agua
relacionados con las metas de salud que se hayan determinado para cada comunidad.
Los parametros seleccionados para el monitoreo operacional deben reflejar la efectividad
de cada medida de control, proporcionando una indicacion temporal del desempeno,
incluyendo los sistemas de distribucion.

Colombia ha desarrollado considerable normatividad para fortalecer la capacidad
institucional en la provision de servicios basicos de acueducto, alcantarillado y disposicién
de residuos sdlidos, sin embargo se notan falencias en la planeacion y gestion de los
planes y programas con miras a mejorar la calidad de vida de la gente. Existe un vacio de
informacién sobre el estado de los sistemas de acueducto en la toma de decisiones
concernientes a los planes de desarrollo, lo cual conlleva a implementar soluciones poco
efectivas y al desperdicio de recursos. En las propuestas estd ausente el criterio de
sostenibilidad, lo que conlleva a que la mayoria de redes de acueducto y alcantarillado
sean obsoletas 0 se encuentren en mal estado y solo unos pocos municipios presentan
proyectos para su mantenimiento y mejora; la mayoria de las municipalidades reporta la
presencia de plantas de tratamiento, y a la vez reportan problemas con la calidad del
agua. La informacién de los planes de desarrollo presenta una gran brecha entre las
zonas rurales y las urbanas en términos de informacion, calidad de planeacion, coberturas
y calidades de los servicios y pertinencia de las inversiones.

3.1.2 EL ESTADO DE LA DESINFECCION EN COLOMBIA

Como resultado de las actividades humanas y del acelerado crecimiento demografico en
América Latina y el Caribe se ha generado un deterioro progresivo de la calidad de las
fuentes naturales de agua; los desechos descargados contienen y propician el desarrollo
de una gran diversidad de organismos patégenos, incluyendo virus, bacterias, protozoos,
hongos y huevos de helmintos. La informaciéon disponible respecto a la epidemiologia de
enfermedades transmisibles por agua y su relacion con la infraestructura de tratamiento y
el acceso sostenible a abastecimiento y saneamiento es limitada.

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)’, ha reportado que la desinfeccion del
75% de los sistemas de agua de los municipios y comunidades de América Latina y el

" ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Citada por Reiff, F. M. El estado de
la desinfeccion del agua potable en América Latina. Washington: Internacional Life
Sciences Institute, 1996.
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Caribe era inadecuado o inexistente; para 1984 se calculé6 que mas del 90% de los
pueblos y aldeas con menos de 10 mil habitantes carecian totalmente de sistemas de
desinfeccion. En el periodo comprendido entre 1985 y 1991 se reporta un escaso avance
debido a la constante explosion demografica y al énfasis prestado por las instituciones en
los planes de abastecimiento y saneamiento, donde se antepone la disponibilidad del
agua antes que su calidad, basandose en la premisa de que solo la cantidad del agua
aporta mejoras sanitarias.

La reaparicion del célera en el continente Americano en 1991, luego de mas de un siglo
de ausencia, contribuy6 adicionalmente a reavivar el interés por la desinfeccion, puesto
que en este evento se generaron cerca de 400.000 casos notificados y mas de 4.000
defunciones en 16 paises (OMS, s. f.). En el Segundo inventario nacional de la calidad del
agua se reportan porcentajes de cobertura de agua de buena calidad solo en un 9,5% de
los municipios con menos de 2.500 habitantes, dentro del universo del estudio se
incluyeron solo cabeceras municipales, ignorando las poblaciones de las zonas rurales
por su dispersion y distanciamiento de los centros urbanos, asumiendo por inferencia que
poseen agua de mala calidad (Ministerio de Salud, 1998).

Tradicionalmente la desinfeccién constituye un paso final dentro de los procesos de
tratamiento de agua para consumo; las tecnologias para este propdsito involucran
procesos fisicos como la radiacion ultravioleta, ademas de procesos de ultrafiltracion y
o6smosis inversa. Asi mismo, se emplean compuestos quimicos que incluyen la aplicacién
de agentes oxidantes o sus mezclas, los cuales reaccionan con los microorganismos
alterando su metabolismo y/o estructura para generar asi su muerte o inactivacion; los
procesos de desinfeccidn de agua que emplean agentes oxidantes iniciaron su aplicacién
en Europa al final del siglo XIX. En los paises industrializados la aplicacion de sistemas de
barreras multiples para el tratamiento de agua de fuentes superficiales que involucran
procesos de filtracion y desinfeccidon, han permitido controlar las enfermedades
transmisibles por agua. La carencia de desinfeccion en sistemas de tratamiento en los
paises en desarrollo puede atribuirse a la ausencia de motivaciones politicas,
incomprension de la necesidad de desinfectar el agua, escasa disponibilidad y dificultad
en el acceso a los desinfectantes, capacidad técnica insuficiente, instalaciones de
desinfeccién mal disefiadas y equipos de mala calidad; seleccion de tecnologias de
desinfecciéon no apropiadas, vigilancia y monitoreo inadecuados, quejas de los usuarios
por el sabor y olor en el agua, preocupacion excesiva por los subproductos de
desinfeccion, falla de la energia eléctrica y pre-tratamientos inadecuados del agua antes
de la desinfeccion.

El método mas difundido de desinfeccidn del agua en zonas con limitaciones de acceso a
agua o en situaciones de emergencia, es hervirla, puesto que es un método facil de
entender y relativamente sencillo de implementar. Sin embargo, es una de la opciones de
desinfeccién mas costosa por el consumo de combustibles; esto explica porqué la practica
no esta difundida y generalmente se consume agua sumamente contaminada a la que
seria absolutamente necesario desinfectar.
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Los sistemas de desinfeccion que emplean cloro gaseoso abastecen gran parte de la
poblacion residente en grandes ciudades, puesto que a esta escala sigue siendo la
alternativa menos costosa; su acceso es relativamente facil en grandes cantidades y el
método tiene un buen desempeno para el control de enfermedades de origen hidrico. Este
desinfectante también se emplea para la desinfeccion en muchos municipios medianos y
pequefos asi como en algunos pueblos y aldeas. La segunda tecnologia mas utilizada
para la desinfeccion es la aplicacion de cloro mediante soluciones de hipoclorito, este
proceso ha remplazado a la cloracién gaseosa en muchos municipios de América Latina y
el Caribe (Reiff, 1996).

Se reconoce que la cloracién tiene inconvenientes, por el riesgo asociado de la
generacion compuestos téxicos o sub-productos de desinfeccion o DBPs (Disinfection by-
products), como resultado de su reaccion con la materia organica presente y porque los
quistes de protozoos y algunas esporas bacterianas no pueden ser inactivadas por éste
método de desinfeccion. Los métodos restantes de desinfeccion empleados en las fuentes
comunitarias de suministro de agua no representan en su conjunto mas del 1% del total
de agua desinfectada para consumo humano, incluyendo la ozonizacién, el empleo de
didxido de cloro, la luz ultravioleta y los oxidantes mezclados (Reiff, 1996).

En materia de desinfeccion la Organizacion Panamericana de la Salud recomienda que el
agua superficial sea desinfectada después de haber sido filtrada, no obstante, en las
comunidades rurales la desinfeccion en muchos de los casos es la unica forma de
tratamiento factible y la Unica barrera para minimizar la contaminacién (Reiff, 1996).
Cualquier sistema de desinfeccion que se emplee en el tratamiento del agua debe cumplir
con unos parametros minimos estipulados por la legislacién en cada pais, la calidad del
agua se evalua teniendo en cuenta la concentracién de microorganismos indicadores
como indicio de la existencia de otros patégenos que son de interés para la salud publica.

En Colombia, la reglamentacién vigente para agua potable emplea indicadores clasicos
basados en concentraciones de bacterias como coliformes totales y Escherichia coli; sin
embargo, no todas las enfermedades transmitidas por agua tienen etiologia bacteriana,
muchas son causadas por virus, helmintos y protozoos que difieren en sus estrategias de
supervivencia, su resistencia a la desinfeccién y su persistencia ambiental (Lemarchand &
Lebaron, 2003; Ashbolt, 2004); estas diferencias generan variaciones en las eficiencias de
remocion entre los diversos sistemas de tratamiento empleados para potabilizacién (Gitis
et al., 2002; Medema et al., 2003; Gabutti et al., 2004; Gonzalez et al., 2010; Graczyk et
al., 2010).

La referencia para calidad del agua para consumo en el pais se remite al decreto 1575 de
2007, donde se contempla como alternativa para desinfeccién principalmente a los
compuestos derivados del cloro, sin embargo se permite el uso de otras tecnologias,
siempre y cuando tengan el aval del Instituto Nacional de Salud y sean reconocidas por la
Organizacion Mundial de la Salud. Las especificaciones técnicas para la calidad del agua
potable se definen en la Resolucién 2115 de 2007, y en su articulo 12 se establece que
“‘de acuerdo con el mapa de riesgo, las autoridades ambientales en cooperacién con
autoridades sanitarias y las personas prestadoras de la jurisdiccion, realizaran la
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investigacion para verificar la presencia de otros microorganismos patégenos en el agua y
la viabilidad de establecer otros indicadores. Si se demuestra la presencia de
microorganismos patdgenos, las autoridades incorporaran en el mapa de riesgo, sus
hallazgos y las acciones a seguir”.

La Organizacion Mundial de la Salud (2004) reporta que E. coli no es un adecuado
indicador de la presencia de ciertos patdgenos, por lo que la informacién derivada de su
monitoreo en aguas proporciona muy poca evidencia del riesgo para la salud por diversos
microorganismos, incluyendo los denominados emergentes (Nasser & Oman, 1999;
Medema et al., 2003). En circunstancias donde se emplee agua contaminada con virus
entéricos y parasitos como fuente directa para consumo o cuando se presentan altos
niveles de enfermedades virales y parasiticas en la comunidad, es recomendable incluir
microorganismos mas resistentes como indicadores de calidad del agua (WHO, 2006). El
monitoreo de protozoos, particularmente Cryptosporidium, presenta inconvenientes
debido a que se encuentra en bajas concentraciones, lo que hace que su seguimiento a
través de los procesos de tratamiento sea tedioso y costoso. Se han evaluado indicadores
complementarios a los coliformes como virus bacterianos 6 bacteriéfagos y bacterias
aerdbicas formadoras de espora, que han demostrado incluso, ser indicadores
conservativos respecto al numero de ooquistes de Cryptosporidium, aun en los procesos
de filtracién y desinfeccién (Mazoua & Chauveheid, 2005).

3.2 MARCO TEORICO

3.2.1 Enfermedades transmitidas por agua

Gale (2001), plantea una clasificacion para las enfermedades relacionadas con el

suministro de agua:

= Enfermedades de origen hidrico: diseminadas a través del agua en las que el agua
actua como un portador pasivo, su incidencia depende del saneamiento.

= Enfermedades relacionadas con el agua: diseminadas por vectores e insectos que
viven en el agua o cercanamente a ella.

= Enfermedades basadas en agua. Causadas por agentes infecciosos diseminados por
contacto o ingestién de agua. El agua es importante en su ciclo de vida, como por
ejemplo aquellos que usan caracoles como huéspedes.

= Enfermedades por aguas lavadas. Diseminadas por causa de una carencia de
adecuada calidad del agua para mantenimiento adecuado de la higiene personal.

Las enfermedades transmitidas por agua tienen un efecto global sobre el bienestar de la
poblacion, si bien las principales tasas de morbilidad y mortalidad se presentan en paises
en desarrollo, igualmente se aprecia una incidencia significativa en los paises
desarrollados (Payment et al., 1997; Craun et al., 2010). Una proporcién significativa de
enfermedades transmitidas por agua tienden a no ser detectable mediante los sistemas
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de reporte actuales, principalmente debido a que los sintomas de enfermedades
gastrointestinales (nausea, diarrea, vomito, dolor abdominal) son usualmente leves y se
presentan en un corto plazo. La falta de agua facilita la llegada de enfermedades por dos
vias, aquellas que tienen lugar en brotes de transmision fecal-oral y aquellas que ocurren
por aguas servidas cuando no hay suficientes recursos para el lavado e higiene personal.
Se presentan altas tasas de mortalidad por patégenos como Vibrio cholerae, E. coli
0157:H7, virus de Hepatitis E; especialmente cuando los sistemas de tratamiento o los
servicios de salud son deficientes o ausentes (WHO & UNICEF, 2000).

Existen mas de 150 microorganismos patdgenos transmisibles por agua, con una
diversidad tal que incluyen virus, bacterias, protozoos y helmintos. Para los paises en
desarrollo, especialmente aquellos donde gran parte de la poblacién no tiene acceso a
agua potable segura, se ha establecido que en el 80% de los casos de diarrea a nivel
mundial son atribuibles a agua no-segura, saneamiento inadecuado e insuficiente higiene.
A pesar que el numero global de casos estimados de muerte por diarrea decayé de 4.6
millones antes de 1980 a 3.3 millones por afo entre 1980 y 1990, para la década 1990-
2000 se mantuvo un registro de 2.6 millones de muertes por afio; ademas dentro de la
categoria de diarrea se incluyen numerosas enfermedades, algunas tan graves como el
célera, la fiebre tifoidea y disenteria bacteriana, todas ellas con rutas de transmision fecal-
oral.(Pruss-Ustiin et al., 2008). Pruss et al. (2002), estiman que el agua, el saneamiento y
la higiene fueron responsables del 4 % de todas las muertes y 5.7 % del total de la carga
por enfermedad ocurridas a nivel mundial. Otros estudios establecen que un 40 % de la
poblacion urbana contrae enfermedades infecciosas asociadas al consumo de agua
(Cavallini & Young, 2002).

En las ultimas décadas se ha establecido que algunos microorganismos han cambiado
sus patrones de comportamiento en el tiempo puesto que ciertas enfermedades
infecciosas han aparecido o incrementado su ocurrencia; estos brotes y epidemias se han
conectado con procesos de agricultura intensiva, con migraciones humanas y cambios
climaticos (Pruss et al., 2002; Medema et al., 2003). Como consecuencia, las autoridades
sanitarias se ven enfrentadas con nuevas situaciones donde los microorganismos no son
eficientemente removidos por los esquemas de tratamiento multi-barrera y pueden ser
facilmente diseminados por los sistemas de almacenamiento y distribucién. Ejemplos de
patdogenos emergentes transmitidos por agua son: calicivirus, E. coli O157:H7,
Helicobacter sp, Mycobacterium avium y los protozoos Cryptosporidium sp, Cyclospora sp
y Toxoplasma sp. (Woolhouse, 2002). Algunos microorganismos presentan efectos
crénicos porque se han asociado con secuelas ligadas a enfermedades que aparecen
tiempo después de la exposicion al agua contaminada, como es el caso de Diabetes u
otras patologias relacionadas con virus Coxsakie B4 (Amvros'eva et al., 2004) Miocarditis
relacionada con Echovirus (Ferreira et al., 1995; Baboonian & Treasure, 1997); sindrome
de Guillian-Barré asociado con Campylobacter (Prendergast et al., 1998); cancer gastrico
ligado con Helicobacter (Uemura et al., 2001). En Latinoamérica como en Colombia la
informacién acerca de la incidencia de microorganismos emergentes es fraccionada,
incompleta o inexistente.
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3.2.2 Evaluacion microbiologica de la calidad del agua

Desde una perspectiva netamente microbioldgica, la calidad del agua para consumo se
evalla mediante la estimacién de poblaciones de bacterias indicadoras cuya presencia
puede ser indicio de la existencia de otros patégenos que son de interés en la salud
publica, su uso se ha extendido por décadas y originalmente se desarrollaron como
medida de la contaminacién fecal de fuentes de suministro, subsecuentemente los
mismos microorganismos fueron aplicados para estimar la eficiencia de los tratamientos,
el deterioro del agua y la re-contaminacién. De acuerdo con la WHO (2003) un
microorganismo indicador ideal debe:

- Encontrarse ausente en aguas no contaminadas y presente cuando existan
patégenos en la fuente de interés

- No debe multiplicarse en el ambiente para que sus poblaciones puedan asociarse
con fuentes de contaminacién en términos de distancia y tiempo

- Debe encontrarse en mayor numero que los patégenos para facilitar su deteccién

- Debe responder a las condiciones ambientales y a los sistemas de tratamiento de
forma similar a como se comportan los patégenos

- Debe ser facil de aislar, identificar y medir

- Su diagnéstico no debe ser caro permitiendo tomar numerosas muestras

- No debe ser un patégeno para minimizar el riesgo durante los analisis

Para este fin, se han empleado tradicionalmente microorganismos entéricos como
indicadores clasicos que incluyen a Escherichia coli, coliformes totales y fecales; empero,
la Organizacion Mundial de la Salud reporta que la ausencia de E. coli no es garantia para
establecer la ausencia de patdégenos potenciales como: Acinetobacter sp., Aeromonas
sp., Burkholderia pseudomallei, Pseudomonas aeruginosa, Tsukamurella sp, Yersinia sp.,
Vibrio cholerae, Mycobacterium sp. y protozoos como Balantidium coli, Cryptosporidium
parvum, Ciclospora sp., Entamoeba sp., Giardia sp., Microsporidios, Naegleria
sp.,Toxoplasma sp., Adenovirus, Astrovirus, Calcivirus, Enterovirus, virus de Hepatitis A y
Rotavirus (WHO, 2006).

De otra parte, muchas bacterias tienen la capacidad de entrar en estado viable pero no
cultivable, VBNC (por su sigla en inglés), como consecuencia basicamente de condiciones
oligotréficas o de estrés ambiental (Pfeffer et al., 2003); en dicho estado estos
microorganismos no pueden ser recuperados por los métodos convencionales de
cuantificacion microbiana. Se encuentra bien documentado que cuando las condiciones
para su crecimiento se hacen nuevamente favorables, ocurre un fendmeno de
resucitacion donde recuperan su actividad metabdlica usual. Algunos microorganismos en
este estado conservan su patogenicidad y pueden desarrollar procesos infecciosos
(Rowan, 2004; Oliver, 2010). Actualmente existen técnicas de diagndstico mucho mas
exactas para estimar la presencia de poblaciones en este estado, basadas en ensayos
con acidos nucleicos, pruebas inmunoldgicas y microscopicas, sin embargo, requieren de
alta tecnologia, mayor tiempo y son costosas, por ello dificilmente se pueden implementar
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para un monitoreo rutinario, confinandolas a procesos de validacién de la efectividad de
un determinado proceso.

Aungue muchos microorganismos han sido implicados como agentes causantes de brotes
de varias enfermedades, hay poca evidencia epidemioldgica sobre los niveles endémicos
de enfermedades de origen hidrico y su impacto. La asociacién entre muchas afecciones
con una ruta definida de exposiciéon y su contribucion al total de enfermedades, es a
menudo muy incierta. Los estudios epidemiolégicos han determinado las enfermedades
gastrointestinales como la medida mas adversa relacionada al consumo de agua, por otra
parte, las enfermedades asociadas a la gastroenteritis son relativamente muy comunes y
pueden ser transmitidas por varios medios, lo cual puede dificultar la distincién de las que
realmente son ocasionadas por medio del agua. Se ha establecido un claro incremento de
brotes de enfermedades a partir de aguas tratadas consideradas como seguras; la
ineficacia de los indicadores de contaminacion fecal en la deteccion de otras
Enterobacterias como Salmonella sp y Shigella sp.; de protozoos como Cryptosporidium
parvum y de virus, ha planteado la necesidad del uso de indicadores complementarios
para aguas de consumo y recreacion (Payment et al., 1997; Barrell et al., 2000); en los
monitoreos operacionales se ha sugerido cuantificar indicadores mas resistentes como
esporas de C. perfringens, enterococos o bacteriéfagos (WHO, 2006). Como una de las
explicaciones a las discrepancias entre patdogenos e indicadores se ha argumentado las
diferencias en los ciclos de vida y en el comportamiento ambiental en aguas naturales
contaminadas y efluentes de plantas de tratamiento (Barrell et al., 2000; Lemarchand &
Lebaron, 2003; Winfield & Groisman, 2003; Harwood et al., 2005).

Los microorganismos patdgenos tienen una serie de caracteristicas que los distinguen de
otros contaminantes del agua, pues son entidades discretas por lo que no pueden
encontrarse en solucion, se encuentran adheridos a sodlidos suspendidos en el agua,
presentan variaciones en su capacidad infecciosa y virulencia y su dosis-respuesta no es
acumulativa, por tanto los parametros operacionales para la calidad microbiolégica deben
incluir el monitoreo del efecto residual del desinfectante empleado y el diagndstico de la
presencia/ausencia de bacterias indicadoras fecales. Los virus son mas persistentes en
aguas naturales que los coliformes fecales y son removidos en menor grado en los
sistemas de tratamiento de agua; los virus bacterianos o bacteriéfagos comparten rasgos
y propiedades fundamentales con los virus entéricos, tales como estructura, composicion,
morfologia, tamano y sitio de replicacion, aunque empleen diferentes huéspedes; los
fagos somaticos son un indicador util de la presencia potencial de virus entéricos en
aguas naturales y son un modelo valioso para estimar el comportamiento de estos en
tratamientos de agua y en procesos de desinfeccién, ademas son detectados por
metodologias relativamente rapidas, simples y comparativamente de bajo costo (Grabow,
2001; Lucena et al., 2003; WHO, 2006). No existe correlacion directa entre el numero de
fagos y los virus entéricos presentes, por lo que no pueden emplearse extensivamente
para indicar el numero de virus en aguas contaminadas; sin embargo, su ausencia puede
tomarse como un buen indicio de la ausencia de virus entéricos (Nasser & Oman, 1999;
Withey et al., 2005).
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Los bacteriéfagos o colifagos son virus que parasitan células de E. coli y especies
relacionadas, empleandolas para su replicacion; dependiendo de su ruta de infeccion se
dividen en dos grupos: somaticos y F-especificos (F-RNA). Los fagos somaticos inician la
infeccion adhiriéndose a receptores permanentemente localizados en la pared de los
huéspedes, se replican en el tracto intestinal de animales de sangre caliente, pero en
ciertas circunstancias pueden replicarse en ambientes acuaticos, incluyen un amplio
rango de familias: Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae y Microviridae con un amplio
espectro morfolégico. Los fagos F-RNA inician su infeccion ligandose a fimbrias sexuales
que son producidas solamente por bacterias que porten el plasmido de fertilidad, las
fimbrias se producen solo en fase logaritmica de crecimiento a temperaturas superiores a
30°C, no se replican en otros ambientes diferentes a tracto gastrointestinal de animales de
sangre caliente, involucran un grupo compacto de fagos relacionados, los cuales
pertenecen a las familias Leviviridae, y consisten en un genoma RNA de una sola hebra
con capside icosaédrica morfolégicamente similar a picornavirus. Se han dividido en tipos
seroldgicos del | al IV, los miembros del grupo | y IV se han reportado exclusivamente en
heces de animales y el grupo Ill en heces de humanos. El grupo Il se han detectado en
heces humanas y en 28% de heces de porcinos (Leclerc et al., 2000).

3.2.3 Tecnologias de desinfeccion de agua

La desinfeccién disminuye notablemente la incidencia de enfermedades transmisibles por
el agua, la destruccion de patégenos microbianos es esencial y comunmente involucra el
uso de agentes quimicos o radiaciones. Se requiere de la presencia de un efecto residual
del agente desinfectante para proveer una seguridad intrinseca al agua, que la proteja de
contaminaciones posteriores en los sistemas de almacenamiento y distribucién. Los
productos quimicos comunmente empleados para este proceso junto con la materia
organica (acidos humicos y fulvicos) o inorganica presente en el agua, favorecen la
formacion de productos de desinfeccion, que incluyen trihalometanos (THMs), acidos
haloacéticos, haloacetonitrilos y compuestos inorganicos. El riesgo toxicolégico asociado
con estos compuestos tiene una incidencia importante en la salud de los consumidores,
principalmente porque son carcinogénicos a bajas concentraciones (ver tabla 1). Se han
identificado cerca de 250 compuestos incluyendo trihalometanos y productos no
clorinados, pero solamente se han establecido los perfiles de comportamiento en agua
potable para algunos de ellos (Chang et al., 2001; Sadiq & Rodriguez, 2004;
Kanokkantapong et al., 2005).

La reduccion de materia organica ha mostrado ser el método mas eficiente para reducir la
formacion de THMs y proporciona mejores resultados con un adecuado control de los
parametros operacionales durante los tratamientos, como pH, tiempo de contacto y dosis
de desinfectante. Aunque los procesos de desinfeccion propenden por asegurar la calidad
microbiolégica del agua, la aplicacién descontrolada de agentes desinfectantes
incrementa el riesgo toxicoldgico por la generacion de importantes cantidades de DBP’s
durante el tratamiento mismo, durante su distribucion y almacenamiento; ante esta
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coyuntura, la implementacion de sistemas de analisis de riesgos para cada localidad es
una de las alternativas planteadas para manejar esta situacion (Ashbolt, 2004).

Los desinfectantes son oxidantes fuertes que generan procesos de estrés oxidativo en las
células como consecuencia de la produccion de especies reactivas del oxigeno o ROS
como aniones superoxido, peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo; dependiendo de la
especie quimica se generan alteraciones a nivel de membrana por peroxidacion lipidica
de proteinas estructurales y funcionales (Nadtochenko et al., 2005), asi como rompimiento
de enlaces peptidicos o sulfhidrilos en las proteinas; en el material genético se produce
dafio en los anillos de timinas y adeninas por rompimiento y saturacion ademas de
fragmentacion de las pentosas, también han reportado efectos en la cadena respiratoria
(Maness et al., 1999) y la generacién de ROS mediante reacciones Fenton intracelulares
(Farr & Kogoma, 1991). Para prevenir el dafo por las ROS los organismos aerdbicos
estan equipados con defensas incluyendo antioxidantes como el glutation, enzimas como
catalasas, peroxidasas y superéxido dismutasas junto con los mecanismos geneéticos de
defensa que se activan en respuesta al estrés oxidativo, los cuales han sido ampliamente
estudiados tanto en procariotas como en eucariotas (Dowds et al., 1987; Tamarit et al.,
1998; Kowaltowski & Vercesi, 1999; Cabiscol et al., 2000; Ochsner et al., 2000; Teissie et
al., 2002).
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Tabla 1. Comparacion de sistemas de desinfeccion aplicados en aguas

Cloracion Ozonizacién Radiacion Ultravioleta  Electro-quimica SODIS Fotocatélisis
Efecto residual + -
Enterobacterias
Vibrio cholerae _ .
_ . Enterobacterias . Enterobacterias
Enterobacterias Helicobacter o Enterobacterias .
. . - Vibrio cholerae . Enterobacterias Pseudomonas
Sensibles al Helicobacter Cryptosporidium . Vibrio cholerae o ,
. _ o Helicobacter _ Vibrio cholerae Fusarium
tratamiento Adenovirus Giardia o C. perfringens . _
. _ o Cryptosporidium . Rotavirus Candida
C. perfringens Microsporidios o Adenovirus
_ Giardia Saccharomyces
Adenovirus
Calicivirus
Mycobacterium
Vibrio choleraer Cryptosporidium Bacillus subtilis
Mayor resistenciaal  Cryptosporidium Mycobacterium Microsporidios Bacteri6fagos Giardia Cryptosporidium
tratamiento Giardia Cyclospora Adenovirus Cryptosporidium Cyclospora Fagos MS2
Cyclospora Acanthamoeba
Microsporidios
Formacion de DBPs +++ + + -
Requerimientos , , . .
o Medio Alto Medio Alto Bajo Medio
tecnoldgicos
Costo de aplicacion Bajo Alto Alto Alto Muy bajo Medio

Fuente: WHO (2006). Guidelines for Drinking-water Quality. Geneva.
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3.2.4 Fundamentos de tecnologias solares y fotocataliticas

Los Procesos Avanzados de Oxidacion o Advanced Oxidation Processess o AOPs, se
basan en la produccién de especies altamente oxidantes que permiten la destruccién de
compuestos quimicos bio-recalcitrantes y sustancias tdxicas. Dentro de las ROS se
incluyen: el radical hidroxilo (OH®), superéxido (O,”) y oxigeno singlete ('O,). Estos
radicales son capaces de oxidar compuestos organicos, principalmente por abstraccion de
hidrogeno, por adicion electrofilica a dobles enlaces generando radicales organicos libres
(R®) que reaccionan a su vez con moléculas de oxigeno para formar peroxiradicales, e
inician una serie de reacciones que producen estrés oxidativo en los microorganismos y
degradacién de moléculas organicas, incluso hasta la completa mineralizacion de ciertos
contaminantes (Herrmann, 2005). La Organizacion Mundial de la Salud reconoce que los
procesos basados en la generacidn 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 H,O, por 1 ppm de O3 con adicién
de bicarbonato (WHO, 2006).

El uso de la fotocatalisis para destruir compuestos organicos se remonta a la década de
los afios 70 (Teichner, 2008), un importante campo de investigacion implica la generacién
de ROS a partir de semiconductores foto-activos, proceso denominado fotocatalisis
heterogénea, debido a que el catalizador se encuentra en diferente fase que el sustrato.
Aunque varios semi-conductores se han estudiado, en muchas de las aplicaciones se
emplea dioxido de titanio (TiO,) generalmente bajo la formulacion P-25, la cual esta
formada por la forma cristalina anatasa en un 70% y por rutilo en un 30%; este es un
material de facil disponibilidad pues se emplea en la fabricacién de pinturas, alimentos y
en la industria farmacéutica (Malato et al., 2009).

El proceso de fotocatalisis heterogénea sobre TiO,, se basa principalmente, en la
iluminacién del semiconductor con luz conteniendo mayor energia que su energia de
banda prohibida (E4 anatasa TiO,: 3.2 Ev vs electrodo estandar de hidrogeno[NHE]; rutilo
TiO,: 3.0 eV) que corresponde a longitudes de onda del UV, esto hace posible la
promocién de un electron () desde la banda de Valencia (BV) hacia la banda de
conduccién (BC), dejando un hueco positivo (h*) en la BV. Estos portadores de carga, el
electrén y el hueco, pueden migrar hacia la superficie del semiconductor atrapandose
sobre defectos de superficie 6 reaccionando con un aceptor 6 donador apropiado de
electrones. Existe también la posibilidad que estos portadores de carga puedan
recombinarse entre si disipando el exceso de energia en forma de calor (Fujishima et al.,
2000; Thompson & Yates, 2006).

Los huecos pueden ser atrapados por grupos hidroxilo o moléculas de agua adsorbidos
en la superficie, produciendo radicales *OH que posee un potencial oxidativo alto (~1.7 V
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vs NHE) y son altamente reactivos con la materia organica y toxicos para los
microorganismos (Cho et al., 2004):

(Ti"-O- Ti)-OH + h*,, > (Ti"-0- Ti")- OH" 1]
(Ti"-O- Ti")-OH, + h*y, > (Ti"-O- Ti")- OH" + H' [2]

Asi una molécula de contaminante previamente adsorbida sobre el TiO, puede ser
facilmente oxidada por un radical hidroxilo 6 un hueco en la superficie de acuerdo con:

(TiV-O- Ti'")-OH" + Pagsoridco > Productos oxidados [3]
h*wb + Pagsorbido = Productos oxidados [4]

Actualmente se reconoce que los defectos por vacancias de oxigeno en la superficie del
TiO, juegan un papel esencial en la adsorcion de O,, las moléculas de oxigeno
adsorbidas o los electrones foto-promovidos a la banca de conduccion atrapados por
estos defectos pueden producir radicales superdxido, los cuales en medio acuoso y
ligeramente acido tienden a dismutarse para generar peroxido de hidrégeno que actuara
también como aceptor de electrones foto-excitados para finalmente producir radicales «OH
(Thompson & Yates Jr, 2005).

Los primeros ensayos de desinfeccion empleando TiO, como catalizador se realizaron a
escala in vitro en reactores tipo batch con simuladores solares y fuentes ultravioleta
tomando como microorganismo modelo a E. coli K12, ademas se han ensayado
configuraciones con lamparas inmersas y reactores coaxiales (Rincon et al., 2005); los
resultados obtenidos han llevado a un creciente interés por la potencialidad de estos
procesos para desinfeccién; se ha probado su efectividad en la reduccion de otras
enterobacterias, de Pseudomonas sp., cocos y bacilos Gram positivos, levaduras, hongos,
fagos MS2 y PL-1 y poliovirus (Blake et al., 1999; Maness et al., 1999; Rincon & Pulgarin,
2004; Lonnen et al., 2005). No obstante, la inactivacion de protozoos es efectiva solo
contra sus trofozoitos pero no contra sus quistes; las esporas de bacilos son igualmente
resistentes y no se ha reportado sus efectos sobre enterovirus. En aguas crudas con altos
niveles de turbiedad, materia organica y otros compuestos quimicos, la eficiencia de
desinfeccién disminuye dependiendo en la mayoria de los casos de la complejidad de la
matriz de agua a tratar (Rincén & Pulgarin, 2004; Castillo et al., 2005; Malato et al., 2009;
Lydakis-Simantiris et al., 2010).

En la fotocatalisis homogénea el catalizador y el sustrato se encuentran en la misma fase.
La reaccion Fenton es un proceso que puede ocurrir en la oscuridad mediante el
mecanismo:

M™ + H,0, > M™Y+ OH + OH" [5]
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Donde M es un metal de transicion como el Manganeso, el hierro o el cobre; en la
ausencia de luz y de otros ligandos, el mecanismo mas aceptado de descomposicién del
H,0O, en una solucién acida homogénea involucra la formacion de hidroxiperoxil (HO,* /O5’)
y radicales hidroxilo. Las reacciones tipo Fenton utilizan pequefias cantidades de hierro
ferroso (Fe?') y requiere la adicion de peréxido de hidrogeno para la generacion de
radicales hidroxilo. Estos radicales una vez se encuentran en solucién atacan los
compuestos organicos, para Fe?*, el esquema mas aceptado de los procesos se describe
a continuacion:

Fe? + H,0,> Fe** + OH + OH" [6]
Fe® + H,0, > Fe*" + HO," + H* [7]
Fe*+ OH" > Fe® + OH’ [8]
OH* + H,0, > HO," + H,0 [9]
Fe* + HO,' > Fe* + H" + O, [10]
Fe¥*+0,” > Fe*+0, [11]
Fe? + HO," > Fe* + HO, [12]

En las reacciones denominadas foto-Fenton la aplicacion de radiacion ultravioleta y visible
por debajo de los 580 nm (que equivale al 31 % de la radiacion solar) incrementa la tasa
de la reaccion Fenton debido a la regeneracion fotoquimica de hierro ferroso (Fe?*) por
fotoreduccion de acuacomplejos de iones férrico, los cuales permiten una generacién
adicional de radicales hidroxilo.

Fe(OH)*" + hv > Fe? + OH" + H" [13]

El ion ferroso regenerado reacciona con el peroxido generando un segundo radical
hidroxilo y un i6n férrico (reaccion 6). El uso de esta tecnologia tiene como ventaja que el
hierro es abundante y no téxico, el perdxido de hidrégeno 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 acidos 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). Las reacciones
Fotofenton han sido investigadas extensamente para la depuracion de efluentes
industriales, pero ha recibido escasa atencion para la potabilizacion de agua.

3.2.5 Reactores fotocataliticos

El disefio de reactores fotocataliticos ademas de las consideraciones de distribucién del
flujo, el mezclado y la transferencia de masa involucra cierta complejidad por el uso de
catalizadores suspendidos e inmovilizados y por la necesidad de contacto de estos con
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los reactivos y las células, dado el tiempo de vida corto de los radicales formados. Los
requerimientos de exposicion del catalizador a la luz y las variaciones de esta en las
diferentes latitudes y épocas del ano dificulta un poco mas la tarea de disefio vy
optimizacion. A esto se suma la dificultad de comparar reactores fotocataliticos entre si
por sus diferencias geométricas a diferentes escalas y por los parametros y la complejidad
del sistema.

El parametro Q,, se ha empleado para interpretar los resultados de diferentes
configuraciones de reactores solares, esta magnitud estima la energia UV acumulada en
el foto-reactor por unidad de volumen tratada para periodos de tiempo durante el
experimento, este parametro se usa para normalizar la dosis de energia requerida en la
reaccion fotocatalitica para reducir cierta concentracion bacteriana y ha permitido
comparar configuraciones de reactores (ver tabla 2) (Blanco, 2005).

En el disefio de reactores que mejoren el aprovechamiento de la radiacion, los resultados
mas promisorios tanto para descontaminacién como para desinfeccion los ha mostrado el
colector parabolico compuesto (CPC) (McLoughlin et al., 2004); estos reactores surgieron
en la década de los 70 para lograr concentrar la radiacién solar en dispositivos estaticos
(no siguen la trayectoria del sol) a un menor costo conservando propiedades de los
colectores de placa plana como la recoleccion de radiacion difusa y el uso de reactores
estaticos (Malato et al., 2004). Consisten de una serie de cilindros en vidrio ubicados
sobre una superficie reflectante que tiene forma de involuta y que permite concentrar la
radiacion directa y la difusa que incide dentro del “angulo de aceptancia” (Blanco, 2005).
El CPC ha demostrado su eficiencia para la reduccion de poblaciones microbianas,
puesto que esta ocurre en ausencia de catalizador, sin embargo, las células no son
totalmente inactivadas, observandose recrecimiento en la oscuridad (Rincon & Pulgarin,
2004). El empleo de catalizadores inmovilizados o suspendidos incrementa la inactivaciéon
en varios 6rdenes de magnitud, la desinfeccion resulta de un efecto combinado entre la
radiacion solar y las especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas.

Las concentraciones de catalizador empleadas para TiO, suspendido (en solucion
coloidal) generalmente oscilan en el rango de 0.1 a 1.0 g/L, el limite depende de la
geometria del reactor y de las condiciones de trabajo en las cuales la mayor parte de las
particulas deben estar iluminadas; cuando se usan altas concentraciones de catalizador,
la radiacion luego de viajar cierta distancia por la ruta 6ptica se ve afectada por la
turbiedad y mas especificamente por una alta tasa de “dispersion” o scattering que evita
una iluminacién homogénea en el seno de la suspension, lo que disminuye drasticamente
la velocidad del proceso. El TiO, inmovilizado presenta menores tasas de desinfeccion
que el suspendido, entre los factores responsables de esta diferencia se puede incluir: El
catalizador soportado disminuye la superficie especifica del fotocatalizador accesible a la
luz y a las bacterias; se aumenta la recombinacion de los pares electron/hueco
generados; aumenta el recorrido de la luz hasta llegar a las capas de TiO,; cambia la
iluminacion y difusion de O, a través de las capas de TiO,; el catalizador inmovilizado
estd menos expuesto a fuerzas de friccion; la distancia media entre las bacterias y el TiO,
aumenta, ademas se disminuye la posibilidad de ataque por radical hidroxilo por su
tiempo de vida corto; decrece la penetracidon de particulas menores de 1 micra al interior
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de las bacterias y no hay dafos intracelulares; la geometria del reactor influye
marcadamente en la distribucion de la luz y su disponibilidad para excitar el catalizador.

Las aplicaciones en planta piloto han empleado el catalizador en suspension e
inmovilizado, sus principales diferencias incluyen el area superficial del catalizador, las
tasas de reaccion y el consumo de oxigeno. Dentro de las condiciones de operacion se
reporta que un incremento en el flujo permite alcanzar mayores eficiencias, asumiendo
que es un requisito forzar la interaccidon entre los microorganismos y el catalizador.
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Tabla 2. Reactores fotocataliticos empleados en desinfeccion de agua

Capacidad Volumen  Superficie Tasa de Quv Reduccidn
Reactor Catalizador D(L) iluminado iluminada recirculacién (kJ L'l) de E. coli Referencia
(L) (m?) (L min™) (Logiemin™)
Suspendido Rincon &
CPC P 57-90 24 3.08 13-20.5 12 6 Log/ 1.5h Pulgarin,
(100 mg/L)
2004
Cilindrico con
superficie Soportado 4 Log/ 60 McLoughlin
reflactanteen (94 mg/L) 1 0.4 0.057 28 ! min et al., 2004b
Vv
. Soportado 3.5 Log/ 60 McLoughlin
Parabdlico (94 mg/L) 1 0.4 0.042 2.8 7 min et al.. 2004b
Soportado 5 5 Log/ 60 McLoughlin
CPC (94 mg/L) 1 0.4 0.057 2.8 7.7 min et al.. 2004b
Suspendido 4 Log/ 30 McLoughlin
CPC 3mg/L) 35 22.4 1.03 20 1.5 min et al.. 20042
Suspendido .
1.5 3.5Log/ 25  McLoughlin,
CPC (6 yf)mg 35 22.4 1.03 20 15 min et al.. 2004a
0.125
CPC Soportado 11 54 0.25 295 2 3-3'5rr|1_i(r)19/ 60 Fermandez et
(19.3 g /m?) ' 0.5 ' al., 2005
0.75
cPC Soportado 14 2.27 0.41 2.0 3  6L0g/90  Sicheletal,
min 2007
Suspendido Moncavo et
CPC (tipo 20 1.21 0.29 17.5 ~10 No reporta Y
al, 2009
Fenton)
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No obstante, se ha determinado que la agitacion no es crucial en ciertos casos puesto que
reactores en batch de lecho empacado con TiO, soportado en peliculas delgadas han
alcanzado reducciones de 4 Log E. coli en 30 minutos (Gelover et al., 2006). La mayoria
de trabajos en este campo usan muestras de agua contaminadas artificialmente, muy
pocos trabajos se han realizado con aguas crudas provenientes de rios o lagos (Wist et
al., 2002; Rincon & Pulgarin, 2004); los trabajos con desinfeccion solar se han llevado a
cabo en condiciones de radiacion UV artificial o con radiacion solar tipica de zonas
estacionales. Dentro de los trabajos previos en este campo, figura un reactor de lecho
fluidizado que empled TiO, como catalizador en régimen continuo, y E. coli como
microorganismo modelo, logrando alrededor de un 80% de desinfeccién en 60 minutos
(Kabir et al., 2003).

Trabajos recientes han reportado que el incremento en los flujos ocasiona lesiones
mecanicas a las células, Fernandez et al. (2005) encontraron que la accion de la fotdlisis
es mas pronunciada a un flujo de 22 L min™ que a 5 L min™; Sichel et al. (2007) reportaron
que para TiO, inmovilizado la eficiencia en la remocién tiende a disminuir inversamente al
flujo entre 2 y 10 L min™", esto implicaria el uso de equipamiento con menor capacidad y
por tanto mayor ahorro de energia. Fernandez et al. (2005) evaluaron concentraciones de
0, 25, 20, 200 y 500 mg L de TiO, en suspensién a una tasa de 22,5 L min” y no
encontraron diferencias en la remocién de E. coli. Se ha revisado el efecto del estrés
osmoético en la supervivencia de E. coli en agua destilada en reactores CPC, los hallazgos
indicaron que al recircular una suspensién bacteriana (10* UFC mL™") en oscuridad por
mas de 90 minutos se disminuyé el recuento bacteriano en 4 Log mL™" a una tasa de 2
L/min, cuando la suspension se realizé en solucién salina la reduccién fue solamente de
0.7 Log mL™ (Sichel et al., 2007).

Se han evaluado otras formulaciones de TiO, como el VP Aeroperl® P25/20 el cual es
una versién granulada del Degussa P-25 con un tamafio de particula mayor (20 um) que
permita su separaciéon mas facilmente luego del proceso, sin embargo el peso especifico
del catalizador hace que se sedimente espontaneamente, reduciendo su eficiencia. La
formulacién Millenium PC-100 tiene casi el doble de area superficial del P-25 y posee un
tamano de particula de 1,2 um y tiene una eficiencia similar al P-25 por lo que puede ser
una buena alternativa dependiendo de la facilidad con que pueda separarse del agua
(Malato et al., 2003).

3.2.6 Desinfeccién de agua con tecnologias solares

La tecnologia SODIS (del término en inglés Solar Disinfection) es la primera aproximacion
para el uso de la radiacion solar en procesos de desinfeccion, se emplean recipientes
transparentes que al ser expuestos directamente al sol eliminan patégenos como
resultado de la accion sinérgica de las longitudes de onda ultravioleta e infrarrojo, las
cuales producen alteraciones en el material genético e incrementan la temperatura del
agua, respectivamente. Esta tecnologia es sostenible en comunidades pequefias y tiene
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alta aceptabilidad puesto que no tiene requerimientos de calidad de agua a tratar, no
genera cambios quimicos en el agua y posee un nivel de complejidad bajo; presenta
como limitaciones que los volumenes tratados son pequefios, entre 1 a 4 litros por dia, y
que no tiene efecto residual (WHO, s.f.). No existen reportes de estudios epidemioldgicos
para esta tecnologia, pero se ha evaluado su efectividad con resultados satisfactorios
contra Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Vibrio cholerae, vy
bacteriéfagos F2 y MS2 (Wegelin et al., 1994; Sommer et al., 1997; Oates et al., 2003;
McLoughlin et al., 2004; Walker et al., 2004; Berney et al., 2006). En Colombia se han
realizado estudios para evaluar la eficiencia de este proceso para la remocion de V.
cholerae, observando un efecto inverso entre una turbiedad de 5 NTU y el proceso de
desinfeccion, encontrando una alta correlacion entre la remocién de V. cholerae y la de
coliformes termo-tolerantes (Solarte et al., 1997).

Los métodos basados en fotocatalisis se caracterizan por la presencia de un catalizador,
que es una sustancia quimica que incrementa la velocidad de reaccién y reduce la
energia de activacion. Estos procesos se han desarrollado como una alternativa para el
tratamiento de aguas contaminadas con sustancias recalcitrantes, no obstante se ha
demostrado su potencial para aplicacién en procesos de desinfeccién, el uso de radiacién
solar para este fin ha incrementado en los ultimos afios (Herrmann, 2005; Rincon et al.,
2005). Las experiencias con desinfeccion solar por fotocatalisis solar en plantas piloto son
relativamente recientes, una de las primeras fue llevada a cabo por Vidal et al. (1999)
quienes emplearon reactores Colectores Parabodlicos Compuestos con una superficie de
4,5 m? y un volumen total de 25 litros, demostraron la desactivacién de Escherichia coli y
Enterococcus faecalis disminuyendo 4 Log, en 20 minutos, para una planta de 500 m?
demostraron que la tecnologia puede ser econémicamente competitiva. Fernandez et al.
(2005) evaluaron TiO, suspendido e inmovilizado asi como el efecto de la tasa de
recirculacion y la superficie irradiada, empleando a E. coli como indicador. Los estudios
con aguas crudas o tratadas de zonas tropicales con una perspectiva de inactivacién viral
son incipientes.

Se ha realizado un apreciable niumero de trabajos a escala laboratorio empleando
diferentes configuraciones y tamafios de reactores que incluyen reactores batch con
volumenes entre 10 y 50 mL, reactores de lampara inmersa y reactores coaxiales; en
otras circunstancias se ha fijado el TiO, sobre placas de vidrio, tubos de vidrio o sobre
superficies plasticas. Como fuente de luz se emplean simuladores solares y generalmente
a E. coli K-12 como microorganismo modelo. En 1985, Matsunaga y col. publicaron uno
de los primeros reportes del efecto microbicida del TiO, cuando este se iluminaba con luz
cercana a ultravioleta (UV) por 60 a 120 min. Este trabajo abrié las puertas a la aplicacién
de tecnologia fotocatalitica en la desinfeccion de agua potable y para la remocion de
bioaerosoles del aire en ambientes confinados. Trabajos posteriores trataron de identificar
los mecanismos responsables de la desinfeccion. Matsunaga et al. (1988) propusieron
que el efecto microbicida estaba relacionado con alteraciones en la Coenzima A. Saito et
al. (1992) plantearon que el TiO, causa disrupcion de la membrana y la pared celular por
la liberacion de K" intracelular dandose paralelamente la muerte celular. Sunada et al..
(1998) describieron el dafio en la membrana externa de E. coli y encontraron que su
endotoxina fue destruida bajo condiciones fotocataliticas. Kikuchi et al. (1997) propusieron
que la formacion de H,O, tiene un papel importante en el efecto bactericida a largo plazo.
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Dunford et al. (1997) identificaron como otra de las causas de la muerte celular el efecto
sobre el material genético de los microorganismos. Wamer et al. (1997) detectaron
hidroxilacion de bases pirimidicas en el DNA. Hidaka et al. (1997) demostraron la
descomposicion del DNA dentro de unas pocas horas después de la exposicion a
iluminacion (Blake et al., 1999). Huang et al. (2000) reportaron un incremento inmediato
en la permeabilidad de la membrana a pequefas moléculas y la liberacion posterior de
grandes moléculas como la pB-D-galactosidasa luego de 20 minutos de exposicion, se
propone que el dano a la pared celular tiene lugar en menos de 20 minutos y le sigue un
dafio progresivo de la membrana citoplasmatica y los componentes intracelulares. El
efecto bactericida también tiene lugar por pequenas particulas de TiO, que penetran al
interior celular. Existen numerosas referencias respecto al efecto del estrés oxidativo
sobre los microorganismos, los mecanismos moleculares de resistencia se han estudiado
extensamente, para el caso particular de la fotocatalisis, los efectos celulares de la
interaccion con los catalizadores como el dioxido de titanio se han estudiando solo
recientemente (Koizumi & Taya, 2002; Nadtochenko et al., 2005; Gogniat et al., 2006).

Estos trabajos han permitido identificar factores de relevancia en los procesos
fotocataliticos, como la interferencia de iones fosfato, sulfato, nitrato y bicarbonato; la
materia organica presente en el agua también interfiere con el proceso compitiendo por
los espacios activos del catalizador, presentandose menores eficiencias en la inactivacién
bacteriana a mayor concentracion de materia organica presente (Rincén & Pulgarin,
2004). Otro de los fendbmenos que se han reportado se relaciona con la denominada
reactivacién celular, en donde las poblaciones bacterianas expuestas a procesos de
fotdlisis (estrés por radiacion UV) y fotocatalisis consiguen regenerarse por sus
mecanismos de defensa al estrés oxidativo hasta alcanzar incluso la misma concentracion
celular existente al inicio del proceso (Rincdén & Pulgarin, 2004). Adicionalmente se ha
revisado el efecto del TiO, sobre virus, bacterias, hongos y protozoos en cultivos puros.
En aguas naturales con altos niveles de turbiedad, materia organica y otros compuestos
quimicos, la eficiencia de desinfeccion disminuye dependiendo en la mayoria de los casos
de la complejidad de la matriz de agua a tratar (Wist et al.,, 2002; Rincén & Pulgarin,
2004). Uno de los aspectos en el cual la investigacion se ha enfocado es en encontrar las
condiciones oOptimas para obtener los mejores resultados en este tipo de desinfeccion,
empleando reacciones tipo Fenton y TiO, en suspension y soportado (Rincén & Pulgarin,
2006). Se ha determinado que el incremento en la intensidad luminosa de 400 W/m? a
1000 W/m? aumenta 10 veces la inactivacion de E. coli, la inactivacion es mas efectiva en
periodos cortos con alta intensidad luminosa que viceversa, la relacién entre la velocidad
de reaccién y la intensidad no siempre es lineal pero se observa proporcionalidad directa
cuando se usa solo radiacion UV (Sommer et al., 1998).
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4 METODOLOGIA

El trabajo de investigacion se desarrollo en las instalaciones de la Sede Meléndez de la
Universidad del Valle en el municipio de Santiago de Cali, corresponde a una
investigacion experimental cuantitativa desarrollada en dos etapas: escala laboratorio y
escala piloto. En la escala laboratorio, a partir de ensayos exploratorios, se seleccion6 un
catalizador que fue evaluado en mayor detalle por ensayos confirmativos (in vitro);
basados en la informacion obtenida se seleccionaron las condiciones de trabajo para la
escala piloto. Las poblaciones empleadas en el analisis corresponden a las células
bacterianas o a las particulas viricas de los microorganismos indicadores presentes en las
aguas superficiales a evaluar. La unidad experimental es el volumen de agua cruda al que
se le aplicaron los catalizadores y/o radiacion. La variable de respuesta correspondio a la
eliminacion de particulas virales (bacteriéfagos somaticos) o de células de E. coli en los
volumenes de agua tratados; en todos los casos las muestras tomadas fueron puntuales y
se analizaron inmediatamente.

4.1 ENSAYOS A ESCALA LABORATORIO

Materiales y métodos

= Agua Se empled agua destilada micro-filtrada estéril MilliQ® (Millipore) (18.2 MQ.cm
at 25 °C) en los ensayos exploratorios y confirmatorios; para algunos ensayos
realizados con agua superficial se empled agua del rio Pance tomada a nivel del
“Parque de Salud” en cantidad suficiente para realizar las experiencias a escala
laboratorio, el agua se transporté inmediatamente y se mantuvo en refrigeracion por
debajo de los 5 grados Celsius y no se almacené por mas de dos dias. Los resultados
de la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica se presentan en el anexo 1.

= Microorganismos Se empledé como indicador viral al bacteri6fago ®X174 (DSMZ
13127) obtenido de la coleccion alemana de microorganismos tipicos, como huésped
se empled una cepa denominada E. coli WG5 (DSMZ 4497); la crio-preservacion,
preparacion de los stock de trabajo y analisis estandar se detallan en el anexo 2. La
cuantificacion en muestras inoculadas y en aguas crudas se realizé empleando la
técnica de la doble capa de acuerdo con las especificaciones del método estandar de
la 1ISO 10705-2 (2000), el cual consiste en realizar una mezcla de la muestra con un
cultivo de la bacteria huésped en fase exponencial que son afiadidos y mezclados en
un tubo que contiene agar Scholtens semi-solido para posteriormente ser vertido en la
superficie de una placa petri que contiene una primera capa de agar Scholtens. Las
siembras se realizaron por duplicado. Las placas se dejan solidificar y se incuban a
35+/-2 °C por 18 horas, los recuentos se expresan como Unidades Formadoras de
Placa o PFU por mililitro. Cuando se analizaron aguas naturales se anadié a los
medios &cido nalidixico a una concentracién de 250 ug mL™ en el agar semi-sélido
para evitar proliferacion de microorganismos indeseables.
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Catalizadores Para los procesos cataliticos heterogéneos se empled dioxido de
titanio Degusta P-25 con una superficie de 50 g m™?, el cual esta conformado por una
relacion anatasa:rutilo de 70:30; en las reacciones tipo Fenton se empled sulfato
ferroso heptahidratado (FeS0O,.7H,0) (Fluka) a partir de una solucion madre a 200
ppm filtrado a través de un cartucho Millipore® de 0.20 micras para su esterilizacion.
Peroxido de hidrégeno al 35% v/v (Riedel-de Haen) se empled a partir de una solucion
madre a 1000 ppm; las soluciones se prepararon en agua ultrapura estéril antes de
cada experimento, todo el material se lavo con agua ultrapura y luego se esterilizé en
autoclave a 121°C por 15 min. Las concentraciones de peréxido se estimaron
mediante1 el sistema EM Quant® peroxide test (Merck) con rango de 0, 0.5, 2, 5, 10 y
25mg L.

Reactores Se emplearon reactores tipo batch fabricados en vidrio tipo pirex® con una
capacidad de 100 mL y un diametro de 3.5 mL, con una tapa del mismo material.

Equipos Para los ensayos fotocataliticos se empled un simulador solar SUNTEST de
HANAU, que funciona con una lampara de xenén de 1000 W de potencia, emitiendo
un espectro compuesto por 0,5% de los fotones de longitud de onda de 300nm (UV-C)
y alrededor del 7 % entre 300 y 400 nm (UV- B, A), el espectro emitido entre 400 y 800
nm es igual que el espectro solar.

Figura 1. Simulador solar SunTest y reactores batch empleados en los ensayos
exploratorios
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4.1.1 Ensayos exploratorios

Para los experimentos, los reactores estériles conteniendo un volumen de 80 mL de agua
ultrapura, se mantuvieron con agitaciéon constante en condiciones de oscuridad por 15
minutos previa inoculacién del bacteriéfago a concentraciones que oscilaron entre 10° y
10 PFU mL™", una vez adicionados los catalizadores se encendié inmediatamente el
simulador solar. Durante los experimentos se emplearon diluciones decimales en solucion
salina peptonada tamponada (pH=7.0) bajo estrictas condiciones de asepsia en
ambientes confinados, las siembras se realizaron por duplicado empleando el método de
la doble capa.

Disefio experimental

Se realizaron una serie de ensayos exploratorios con 3 catalizadores cuyos niveles se
presentan en la tabla 3, la variable de respuesta corresponde a la cantidad de unidades
virales inactivadas por mililitro; cada proceso se ejecuté de manera independientemente y
la asignacién de los tratamientos a las unidades experimentales fue al azar; los
experimentos se desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura y radiacion.
Para la elaboracion de los disefios y el analisis de los datos se empled el software Minitab
14 ® ingresando los rangos especificados a continuacion:

Tabla 3. Matriz de ensayos exploratorios

Experimento Factores Niveles
Catalizador 1 TiO, 0.5,5.0, 50.0% 300.0 mg L™
. Hierro (II) 0.2-20mg L
Catalizador 2 H,0, 0.5 — 20.0 mg L
TiO, 0.5-300.0mg L™
Catalizador 3 Hierro (I1) 0.1-2mgL™
H,O, 05-20mg L™’

El modelo estadistico correspondié con un disefio completamente al azar, en el caso del
catalizador 1 se realizaron tres repeticiones de cada experimento y los resultados se
analizaron empleando comparaciones multiples para identificar diferencias significativas.
En el caso del catalizador 2 y 3 el disefio es completamente al azar con estructura
factorial, se emplearon disefios fraccionados para identificar el efecto de las diferencias en
las concentraciones para los rangos analizados, las diferentes combinaciones obtenidas a
partir del disefio se presentan en las tablas 4 y 5, el tiempo de exposicion se fijé en un
valor de 15 minutos mediante ensayos previos en funcion de la energia recibida por el
volumen de agua (KiloJulios L™) de acuerdo con la ecuacién 17:

qu;n=qu,n+1 + (tn‘tn-1) UVg,n (Ar/Vt) [14]

Donde:
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Quvn: Radiacién acumulada en KJ L™
t,-tn.1: Diferencia de tiempo en segundos
UVgn: Intensidad luminosa en W m2

A.: Area del reactor en m?

V¢ Volumen total de reactor en m®

Para los reactores batch empleados en los ensayos: A= 2,37*10° m? V= 8,0*10° m; la
intensidad luminosa se establecido empleando el software Proasis DAS-Win 3.55, en esta
fase se descartaron dos de los catalizadores.

Tabla 4. Disefio experimental generado por el software Minitab 14® para el sistema
luz+Fe*"/H,0,

Orden del Puntos Fe®" H,0,
experimento centrales (mg L-" (mg L-"
1 1 0,2 0,50
2 1 2,0 0,50
3 0 1,1 10,25
4 1 0,2 20,00
5 0 1,1 10,25
6 1 2,0 20,00

Tabla 5. Disefio experimental generado por el software Minitab 14® para el sistema
luz+TiO,/Fe®*/H,0,

Orden del Puntos TiO, Fe”* H,0,
experimento centrales  (mgL-") (mg L-" (mg L-"
1 1 150,0 2,60 38,25
2 1 150,0 0,10 12,75
3 0 87,5 1,35 25,50
4 1 25,0 0,10 38,25
5 1 25,0 2,60 12,75
6 0 87,5 1,35 25,50

4.1.2 Ensayos confirmativos

A partir del catalizador seleccionado se evaluaron los siguientes factores como funcién de
la reduccion del bacteriéfago ®X174 contra el tiempo de exposicion de acuerdo con la
matriz presentada en la Tabla 6.; las curvas se realizaron por duplicado y para cada punto
se muestran las barras de error para a=0.05. Se realizaron ensayos en agua ultrapura y
en agua natural, cuando se alcanzaron niveles no detectables de bacteriéfagos luego del
punto final de cada curva, se realizaron analisis de “recrecimiento” a las 24 horas y 48
horas.
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Tabla 6. Matriz de ensayos reacciones tipo Fenton

Factores Luz Oscuridad

Hierro (I1) v

H202
Luz
Luz+H,0,
Fenton
Foto-Fenton

v
v
v

ASEENENENRNI S

4.2 ENSAYOS A ESCALA PILOTO

Materiales y métodos

= Agua Para cada curva se recolecté un volumen de agua superficial equivalente 40
litros de agua (dos veces la capacidad del reactor), se transporté y almacené como se
establece en el numeral 4.1.

= Microorganismos La cuantificacién del bacteriéfago se realizé mediante los métodos
descritos en 4.1. En estos ensayos se empled adicionalmente E. coli K-12 ATCC
23716 obtenida de la coleccion americana de cultivos tipicos, en los ensayos el
microorganismo se encontraba en fase estacionaria de crecimiento (ver Anexo 3); la
cuantificacién se realizé por recuento en placa superficial por duplicado sobre agar
Plate count para los ensayos con agua ultrapura, y en agar Chromocult ® (Merck)
durante los ensayos con aguas naturales. Las cajas petri se incubaron a 44°C por 24
horas, las colonias sospechosas se confirmaron bioquimicamente. Se seleccionaron
las diluciones con recuentos entre 30-300 colonias y los resultados se expresan en
términos de Unidad Formadora de Colonia por mililitro o UFC mL™". Durante los
experimentos se emplearon diluciones decimales en solucidon salina peptonada
tamponada (pH=7.0) bajo estrictas condiciones de asepsia en ambientes confinados,
las siembras se realizaron por duplicado tanto para virus como para bacterias.

= Reactivos Se emplearon los reactivos como se describe en el numeral 4.1.

= Reactor Se empled un Colector Parabdlico Compuesto (CPC) conformado por
tubos de vidrio Pirex® de 1.5 metros de largo con un radio de 1.6 cm, 3.2 cm de diametro
interno y 3.6 de diametro externo y un area iluminada de 0.905 m?; el volumen iluminado
equivale a 8 litros de agua; el reactor estaba conectado a un reservorio con una
capacidad de 20 litros, la recirculacion se realizd6 con una bomba centrifuga de 65W
ajustando la velocidad a aproximadamente 10 L min™", el reactor se encontraba instalado
con una inclinacion de 3 grados, la cual corresponde a la latitud de la ciudad de Santiago
de Cali (ver figura 2). Para los ensayos con la tecnologia SODIS se emplearon recipientes
en resina PET transparentes previamente lavados y desinfectados con capacidad de 1.5
litros sin superficie reflectiva.
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Figura 2. Esquema del montaje y detalle del reactor Colector Parabdlico Compuesto

Se seleccionaron las concentraciones de catalizadores de los ensayos a escala
laboratorio en funcién del nivel de remocion de microorganismos; cada uno de estos
procesos se evalué a escala piloto en el reactor CPC empleando la misma calidad de
agua cruda, el proceso se repitié con dos muestras de agua tomadas en diferente fecha,
estas muestras también se emplearan para la tecnologia SODIS. Se tomaron muestras
adicionales de los ultimos puntos para almacenar en la oscuridad y evaluar la reparacién
en la oscuridad a las 24 y 48 horas para las células bacterianas.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 ESCALA LABORATORIO: ENSAYOS EXPLORATORIOS

5.1.1 Catalizador 1. Ensayos con dioxido de titanio

En la ilustracién 3 se presenta la reduccion del bacteriofago ®X174 en condiciones de
oscuridad, se puede apreciar que no existe una reduccion significativa en las
concentraciones del virus para esta condicion; teniendo en cuenta que las interacciones
entre las moléculas del sustrato y la superficie del catalizador influyen fuertemente en las
velocidades de reaccion; la ausencia de adsorcion podria explicarse debido a que para las
condiciones de trabajo (pH inicial = 6.5) las cargas superficiales del virus y del TiO, son
ligeramente negativas (ver ecuaciones 15 y 16), lo que ocasiona que la adsorcion sobre la
superficie del catalizador sea muy escasa. Esto coincide con lo encontrado por Koizumi y
Taya (2002) quienes evaluaron la adsorcion del bacteriéfago MS2 (virus RNA) en la
superficie del catalizador TiO, P25 Aerqjil® (relacion anatasa:rutilo 70:30, una densidad
media de 3.8*10° Kg m™) en su trabajo observaron que la adsorcién del virus era
relativamente baja, variando entre 4.2 y 5.4 Logo PFU mg™ de TiO, los cuales estaban
fuertemente influenciados por el pH, siendo en su orden 10.0 < 3.0<< 7.0 < 8.0 << 5.0 <
6.0.

-TiOH," <> TiOH + H* PKrion,” = 2.4 [15]
TiOH > -TiO" + H* pKrion = 8.0 [16]

Para el sistema luz+TiO,, en la figura 3 se observa que las concentraciones equivalentes
a 0.5y 50.0 mg L™ presentaron un decrecimiento con cierta tendencia lineal mientras que
a5 mg L™ se observa claramente la presencia de un “lagging” u hombro durante los cinco
primeros minutos, continuando con una tendencia lineal hasta alcanzar una inactivacion
de aproximadamente 2 Log:, mL™. Existe una gran diferencia en las velocidades de
inactivacion durante los primeros minutos de las concentraciones mencionadas en
comparacion con 300 mg L™, a esta concentracién se aprecia la desaparicién de hombros
y una velocidad de inactivacion mucho mayor, esto puede explicarse debido a que el
incremento en la concentracion del catalizador pudo generar una mayor concentracion de
especies oxidantes, sin embargo, la curva muestra una tendencia asintética luego de los 5
minutos, que podria estar relacionada con la pérdida de la eficiencia del efecto
microbicida debido a procesos de competencia por las especies reactivas presentes por
parte de los detritos liberados en el proceso; algunos autores han argumentado que la
presencia de colas en las cinéticas foto-cataliticas podrian deberse a que los
microorganismos podrian quedar inmersos en agregados del catalizador donde se
dificulte la llegada de fotones (Benabbou et al.,, 2007). Debe tenerse en cuenta que la
literatura disponible de la inactivacién de virus con TiO, es limitada a la fecha, por lo que
con la informacién recolectada en estos ensayos exploratorios no es posible ahondar en
la discusion de los mecanismos subyacentes.
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Figura 3. Inactivacion del bacteriéfago ®X174 en un simulador solar para los sistemas
luz, oscuridad/TiO,, luz+TiO,. pH inicial = 6.5

Koizumi y Taya (2002) encontraron tendencias lineales para las tasas de inactivacion del
bacteriéfago MS2 con TiO, y aplicaron el modelo de Chick-Watson para determinar las
constantes de las tasas aparentes de inactivacion con coeficientes de correlacién de 0.93
y 1.00 de acuerdo con:

Niinat/Ninicial = €™V [17]

Si bien, una de las grandes ventajas de este tipo de modelos es su simplicidad, es dificil
generalizar su aplicacion para comparar diferentes estudios debido a que la ley de Chick
asume una cinética de primer orden, la cual no se cumple para la mayoria de los
microorganismos; ademas que requiere introducir parametros sin significado real para
ajustar el modelo a los datos observados; otros modelos propuestos de mayor
complejidad incluyen parametros para describir las tendencias con hombros y colas en las
curvas, asi como las relaciones tiempo-concentracién pero se centran en reportar
resultados para bacterias, principalmente E. coli; muchos de estos modelos se ajustan
bien a los datos experimentales pero aun persiste una gran brecha en los mecanismos de
desinfeccién y en la aplicacion de modelos mecanicistas mas robustos (Dalrymple et al.,
2010).
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La supervivencia de los microorganismos frente a la inactivaciéon por TiO, dependera de
factores tales como la cepa empleada, su tendencia a aglomerarse, la geometria de los
reactores y las clases de lamparas empleadas; dado que para llevar a cabo la
inactivacion, aquellos microorganismos con escasa adsorcion en la superficie del
catalizador seran mas afectados por los radicales hidroxilos generados que por los
huecos fotogenerados; esto ha sido confirmado para sistemas TiO,/UV en la inactivacion
del bacteriéfago MS2 (RNA) donde se encontré que la reduccion se debia principalmente
a los radicales hidroxilo presentes en la solucidon mientras que para la bacteria E. coli fue
mayor el efecto de los radicales hidroxilo presentes en la superficie del catalizador, otras
ROS tales como O," y H,0O, tuvieron efecto letal en menor grado Unicamente para la
bacteria (Cho et al., 2005; Cho et al., 2011). Liga et al. (2011) observaron una inactivacién
similar usando TiO, dopado con plata y radiacién UV, para una intensidad de 2.5 mW cm™
encontraron que la radiacién por si sola no disminuia las poblaciones del bacteriéfago
MS2 (RNA) y que fueron los radicales hidroxilo presentes en la solucién los principales
responsables de la inactivacion. Ademas reportan la ausencia de cambios en los titulos
del virus en las 24 horas posteriores a la inactivacion, sugiriendo que un efecto de
inactivacion adicional estaba ausente en el periodo en oscuridad (Liga et al., 2011).

5.1.2 Catalizador 2. Ensayos foto-Fenton

Para determinar el efecto de la fotocatalisis homogénea empleando reacciones tipo
Fenton en la reduccion del bacteriofago ®X174 (pH inicial=6.5), se realizé un disefio
factorial 2° con dos puntos centrales, las corridas se ejecutaron aleatoriamente y son
independientes entre ellas, en este tipo de disefios es importante verificar la ortogonalidad
de los datos, por ello, a partir del analisis de varianza se determiné que la curvatura no fue
significativa (P>0.05), es decir, todos los puntos se encontraban en el mismo plano (ver
Anexo 4); los resultados se expresaron como la reducciéon de unidades logaritmicas al
cabo de 15 minutos de radiacidn en un simulador solar. El analisis de varianza mostré que
para las condiciones evaluadas la interaccion entre los factores Fe*/H,0, era significativa
(P<0.05) y que el incremento de sus concentraciones no necesariamente indicaba un
incremento en la velocidad de reaccién (efectos principales P>>0.05), sin embargo, debe
tenerse en cuenta que este tipo de diseno es exploratorio y no permite hacer inferencias
de la variacion del comportamiento en periodos de tiempo mayores.

Para los rangos evaluados se observaron reducciones de las poblaciones del bacteriéfago
entre 2.3 y 3.5 Logio PFU mL™ (ver figura 4), en ensayos previos se determiné que ni el
perdxido ni el hierro por si solos producen una reduccion significativa de los recuentos,
por lo que es probable que las especies generadas sean las responsables de la
inactivacion. Los valores de remocién mas bajos se obtuvieron con las combinaciones
mas altas y mas bajas de los factores Fe?'/H,0, respectivamente; la combinacion de los
niveles de los factores que minimizé la respuesta fue Fe?*:H,0,0.5:2.0 (mg L") seguido
del punto central 1.1:10.25 (mg L™).
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Figura 4. Datos medios para la reduccién del bacteriéfago ®X174 expresado como Log1o
PFU mL" para el sistema luz+Fe?/H,0, en un disefio factorial 22 con puntos centrales.
Punto central Fe?*:1.1 mg L' H,0,:10.25 mg L. Concentracién inicial = 5.5 Logso PFU
mL™. Tiempo de irradiacion: 15 min

Como se puede apreciar en la figura 5, se establecié una interaccién entre las dosis
empleadas de Fe?* y H,O,; para las concentraciones bajas de hierro, el exceso de
peréxido puede tener un efecto adverso, algunos autores al evaluar la influencia de la
concentracion del agente oxidante, han observado que a bajas concentraciones se reduce
la tasa de reaccion mientras que el exceso de H,O, puede llevar a una competencia por
los radicales hidroxilos reduciendo su cantidad en el sistema (reaccién 18), ademas el
peroxido puede empezar a descomponerse por la oxidacion del contaminante mismo
(Malato et al., 2009). Otros aspectos relacionados con la influencia de las reacciones
Fenton y tipo Fenton en la inactivacion microbiana se discutiran con mayor detalle en un
apartado posterior.

H,O,+ HO®* > HO," + H,0O [18]
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Figura 5. Datos medios para la interacciones de los factores Fe?'y H,O, (mg L") en la
reduccion del bacteriéfago ®X174 expresado como Logq, PFU mL™ en un disefio factorial
2% con puntos centrales

5.1.3 Catalizador 3. Ensayos TiO,/Fe*/H,0,

En la figura 6 se presenta el disefio factorial fraccionado con dos puntos centrales
empleado para determinar el efecto del sistema luz+TiO,/Fe?'/H,0,, las diferencias entre
las concentraciones evaluadas de hierro y de perdxido con referencia a los anteriores
sistemas son producto del disefio factorial generado por el software Minitab 14®; las
corridas experimentales se ejecutaron de manera aleatoria y son independientes entre
ellas. De acuerdo con el analisis de varianza (ver anexo 5), la curvatura que indica la
presencia de torceduras producto de la interaccion entre los factores, se presenté como
no significativa (P>0.05), lo que indica que los puntos centrales se encuentran dentro del
cubo; el efecto principal de todos los factores mostré significancia sobre la inactivacion del
bacteriéfago (P<0.05). Cho et al. (2005) encontraron que la presencia de Fe** en el
sistema luz+TiO; incrementod la generacion de radicales hidroxilo libres en la masa de la
suspension (ver ecuacion 6) y por ende la inactivacion del bacteriéfago MS2. La presencia
de Fe?" puede ayudar a prevenir la recombinacién de cargas y eventualmente incrementar
la formacion de de radicales hidroxilo libres o superficiales, este incremento de la
inactivacion se observo con el bacteriofago MS2 y no con E. coli
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Figura 6. Datos medios para la reduccién del bacteriéfago ®X174 expresado como Log1o
PFU mL™ de un disefio factorial fraccionado 2*" para la reaccion Luz+TiO,/Fe*/H,0, en
agua ultrapura

Otros estudios han evaluado la interaccién de este sistema para la mineralizacion de
sustancias modelo y contaminantes como pesticidas; una aproximacién similar a través de
un analisis multivariado fue realizada por Nogueira et al. (2004); ademas se han reportado
sinergias entre las reacciones heterogéneas y homogéneas en funcion del pH para este
tipo de sistemas (Marugan et al., 2006; Marugan et al., 2007). La combinacion de TiO, con
la reaccion foto-Fenton incrementa significativamente el nimero de reacciones cataliticas
heterogéneas y homogéneas que pueden tener lugar en el reactor, desde una perspectiva
de conjunto, la presencia de TiO, puede proveer una ruta para la reduccion del hierro
férrico complementando las reacciones dependientes de la luz, esto puede promover el
ciclo Fenton y por ende la generacién de radicales hidroxilo. Desde otro punto de vista, la
presencia de hierro férrico puede mejorar la separacién de cargas en la superficie del TiO,
por captura de los electrones de la banda de conduccidn, estabilizando los huecos de la
banda de valencia y reduciendo la tasa de recombinacién. Consecuentemente, la
combinacion TiO,/Fe?* puede producir un efecto sinérgico, incrementando la actividad de
los catalizadores, incluyendo los mecanismos de generacién de radicales hidroxilo. Se ha
reportado que el uso del sistema TiO,/Fe?*, en total ausencia de perdxido, y se ha
sugerido que el mecanismo responsable de la degradacion esta relacionado con el ciclo
foto-quimico hierro-TiO, propuesto por Mestankova et al (2004).

En la figura 7 se observa un efecto antagonista entre TiO, (25 mg L™) y el H,O, puesto
que al incrementar la concentracion de peroxido se observa una reduccion en la tasa de
inactivacion de los bacteriéfagos; esta interaccion negativa puede ser el resultado de la
modificacion de la superficie del TiO, por la reacciéon con el perdéxido o mayor
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recombinacion de los radicales hidroxilo formados en los huecos de las bandas de
valencia mas que de los electrones de la banda de conduccion, como se ha sugerido para
sistemas TiO,/UV/H,O, (Xu, 2001). ElI H,O, tiene dos funciones en la oxidacion
fotocatalitica, forma radicales hidroxilo y acepta electrones foto-generados de la banda de
conduccion del semiconductor promoviendo separacion de cargas; ademas, como es un
mejor aceptor de electrones que el Fe*, cuando se encuentra a altas concentraciones
obstaculiza la reduccién de Fe®* por los electrones foto-generados del TiO,; bajo estas
circunstancias, la unica via para la reduccion de Fe®" es a través de los fotones solares
(Marugan et al., 2006).
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Figura 7. Datos medios para la interaccién de los factores TiO./Fe**/H,0, en la reduccién
del bacteriéfago ®X174 expresados como Log:o(N/N,) [PFU mL"] de un disefio factorial
fraccionado 2°

5.2 ESCALA LABORATORIO: ENSAYOS CONFIRMATORIOS

En los ensayos exploratorios, bajo los rangos de concentracion estudiados y las
condiciones evaluadas, el sistema luz+Fe*/H,O, mostrd las mayores tasas de
inactivacion para el bacteri6fago ®X174 (> 3 logio PFU mL™") por lo que se procedié a
analizar en mayor detalle este sistema en agua ultrapura y en agua cruda. En la figura 8
se observa que la inactivacion del fago no obedece a reacciones con el ion ferroso ni a las
concentraciones de peréxido empleadas, la presencia de iones Fe®* en la solucién en
condiciones de oscuridad no genera radicales hidroxilo para producir un detrimento en la
poblacién viral, al parecer, tampoco la disociaciéon del H,O, en OH y OH® en condiciones
de oscuridad es capaz de generar reacciones oxidativas suficientes con la capside virica
para disminuir notablemente la poblacion.
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de Fe? y H,0, en la reduccién del
bacteriéfago ®X174 en agua ultrapura (Condiciones de oscuridad)

La reaccién conjunta del sistema luz+H,O, puede generar fotdlisis en microorganismos
dependiendo de su sensibilidad al espectro empleado, la disociacion del peréxido
generara ROS adicionales que entran en contacto con la materia organica, sin embargo,
la baja inactivacion relacionada con este sistema (ver figura 9) puede deberse a que las
moléculas de peroxido absorben fotones a longitudes menores a 250 nm, por lo que la
escasa generacién de radicales hidroxilo sumado a su efecto dependiente de la difusién,
no logra una reduccion significativa de la poblacion viral. Se puede apreciar un ligero
efecto de la luz en la reduccion de las poblaciones virales, puesto que los virus al igual
que la mayoria de los microorganismos son sensibles a la inactivacion por el espectro UV,
por lo que se emplea como tratamiento final en aguas potables; en aguas crudas y
residuales estos efectos pueden verse aminorados debido a la diferencia en la
composicion, a la turbiedad y a la ecologia propia de los microorganismos indicadores y
de los patégenos. Sinton et al. (2002) evaluaron la inactivacion por luz solar de varios
microorganismos indicadores en mezclas de efluentes de plantas de tratamiento
secundario/agua de rio o aguas residuales domésticas/agua de rio, y determinaron que
los bacteriéfagos ®X174 fueron inactivados principalmente por longitudes de onda UV-B
(<318 nm) con una contribucién secundaria de longitudes UV-A (318-342 nm) mientras
que los bacteridéfagos F-RNA (MS2) fueron inactivados por un amplio rango de longitudes
de onda.
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Figura 9. Efecto de la luz y la concentracién de H,O, en la reduccién del bacteriéfago
®X174 en agua ultrapura (Energia total: 800 W m?; Uv: 14 W m™) pH inicial 6.0

En la figura 10 se presenta la inactivacion del bacteriéfago ®X174 por reacciones tipo
Fenton y tipo Foto-Fenton, se observa que para la reaccién Fenton, las relaciones
molares con concentraciones de peréxido de 0.5 mg L' no logran aminorar las
poblaciones del virus, en estos experimentos las concentraciones de peroxido se
redujeron a valores menores de 0.5 mg L™ pero fueron detectadas trazas de perdxido
hasta los 30 minutos; para la relacion molar mas alta de este sistema (Fe2+:H202 2.0:20.0
mg L") se presenté un residual de peréxido de 10 mg L™ hasta los 60 minutos. Se puede
apreciar el incremento en la inactivacion debido a la aplicacion de reacciones tipo Foto-
Fenton pues para la relacion molar Fe?*:H,0, 2.0:0.5 mg L' se alcanzé una diferencia de
1.5 Log1o, de manera similar para la relacion 2.0:20.0 se alcanzoé una diferencia de 1 log+o.
Como se mencioné en el apartado 3.2.4 la radiacién permite la regeneracion fotoquimica
del hierro por fotoreduccién de acuacomplejos de iones férrico, los cuales permiten una
generacién adicional de radicales hidroxilo de acuerdo con la ecuacién 13.

Los bacteriéfagos como virus bacterianos son entidades bioldgicas acelulares, esto
implica que presentan un estadio fuera de su huésped en el cual el patégeno actia como
una particula de material genético (DNA o RNA) empaquetado en proteina; la oxidacion
de estas proteinas sera el primer paso en la inactivacion viral. La interaccion del H,O, y
OH* con las proteinas de la capside viral estara en funcién del punto isoeléctrico de las
particulas viricas y su composicion proteica; Hawkins & Davies (1998) establecieron una
selectividad en el ataque de los radicales hidroxilos en sitios especificos de aminoacidos y
péptidos, a partir de ello se propuso que en presencia de oxigeno, la fragmentacion de las
proteinas expuestas a OH® era selectiva, particularmente a residuos de glicina y alanina.
Gerrity et al (2008) observaron variaciones en la respuesta de 4 bacteriéfagos a la
inactivacion fotocatalitica y establecieron una correlacion con las concentraciones o
densidades hipotéticas superficiales de residuos de alanina, glicina y prolina presentes en
las capsides virales.
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Figura 10. Comparacién de los sistemas luz+Fe?":H,0, y Fe*:H,0, (mg L") en la
inactivacion del bacteriéfago ®X174 en agua ultrapura

Kim et al. (2010) en la inactivacion del bacteriéfago MS2 con reacciones tipo Fenton
pudieron establecer dos estadios en la cinética de desinfeccion; un primer estadio que
ocurria en los primeros minutos donde se alcanzaba la mayor reduccién de los virus, era
dominado por el dafio producido a partir de los radicales hidroxilo generados por la
oxidacion del Fe** en la superficie interna o externa de la capside viral mas que por
aquellos generados en la masa de la solucion. La reaccion Fenton en la superficie puede
ocurrir por la reaccion del H,O, con especies de Fe?* que estan acomplejadas a grupos
funcionales especificos en la estructura de la cubierta viral como aminoacidos u otros
compuestos. Dado que la cubierta viral del fago MS2 contiene practicamente todos los
aminoacidos y teniendo en cuenta que las contantes de estabilidad para el
acomplejamiento del Fe*" para los aminoacidos son similares, es factible que el hierro
pueda interactuar con cualquiera de ellos.

La segunda etapa identificada que mostro una velocidad de inactivacion mucho menor,
fue bloqueada por la presencia de la enzima superéxido dismutasa (SOD), se estableci6
que la presencia de radicales superdxido no contribuyen directamente al dafio en la
capside viral sino que intervienen en el ciclo de reduccién del hierro férrico de acuerdo
con la ecuacion 11 (Kim et al., 2010).

El sistema luz+Fe®*/H,0, logré la mayor tasa de inactivacion en comparacién con los otros
sistemas: luz, luz+H,0,, H,O,y Fe?*/H,0, tanto en agua ultrapura como en agua del rio
Pance; en la figura 11 se presenta el efecto del sistema luz+Fe?*/H,0, a varias relaciones
molares, para la relaciéon luz+Fe®":H,0, 2.0:0.5 el perdxido se consumié rapidamente,
mientras que para la relacion 0.2:0.5 un residual de perdxido se detectd hasta el minuto
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30; en el primer caso, el exceso de hierro favorecio la reaccion tipo foto-Fenton durante
los primeros minutos con el consumo de todo el peréxido y el efecto posterior observado
estaria relacionado con el efecto de la radiacion, mientras que para la segunda relacion
molar la segunda etapa podria presentar tanto efecto de la radiacion como de la
regeneracién fotoquimica del hierro. La combinacién luz+Fe?*:H,0, 0.2:20.0 (mg L™
presento un decrecimiento con tendencia lineal y un limitado consumo de perdxido con un
residual de 10 mg L™ a los 60 minutos; este exceso de peréxido pudo generar reacciones
competitivas con las especies oxidantes como se explicé en el apartado 5.1.2.

—m— Luz+Fe’"H,0,0.2:0.5
—o— Luz+Fe®H,0,2.0:0.5
1 R —A— Luz+Fe™H,0, 1.1:10.25
T —v— Luz+Fe™H,0, 0.2:20.0
- —<— Luz+Fe?"H.0, 2.0:20.0
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0 10 20 30 40 50 60
min

Figura 11. Efecto del sistema luz+Fe?:H,0, (mg L") en la tasa de inactivacion del
bacteriéfago ®X174 en agua ultrapura en un simulador solar

Las relaciones molares que permitieron las mayores inactivaciones fueron en su orden
luz+Fe?*:H,0, 2.0:20.0 y 1.1:10.25, para la primera combinacion el consumo de perdxido
se redujo a la mitad en los 5 primeros minutos y a aproximadamente 2 mg L™ en los 30
minutos, se observéd un residual de 0.5 mg L a los 60 minutos; para la segunda
concentracién molar en los primeros 5 minutos la concentracion de peréxido estuvo en el
rango 2.0-5.0 mg L™ y se observé una concentracién residual en el rango 0.5-2.0 mg L.
En los primeros minutos la tasa de conversién de Fe?* a Fe** es mas rapida que la
reaccion inversa, es por ello que se observa un importante decrecimiento de la poblacion
viral, dicha inactivacién ocurrird principalmente por la reaccion 6 (k = 53-76 M' s™),
generando una alta concentracion de radicales hidroxilo que inician la oxidacion de las
proteinas de la capside, estas oxidaciones alteraran su configuracién y por tanto alteran el
proceso de reconocimiento con el huésped y la consecuente infeccion. Una segunda
etapa en la cinética ocurre donde el hierro presente, luego de los primeros minutos de
reaccion, es principalmente Fe®*, durante esta etapa la regeneracion de hierro ferroso a
partir del hierro férrico por medio de las reacciones 7 y 10 (k = 1-2*10%2 M" s y 0.33-
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2.1*10° M s™") se convierten en el paso limitante (Sagawe et al., 2001); otras reacciones
puede contribuir a la regeneracién del hierro ferroso (reaccién 11; k=0.05-1.9*10° M s™).

En la figura 12 se presenta la inactivacion del bacteriéfago ®X174 en agua cruda del rio
Pance, se observa una escasa reduccion por efecto de la luz esto podria deberse a
efectos de auto-filtro de la radiacién, que implica absorciones competitivas de fotones por
otras especies quimicas, usualmente contaminantes en aguas residuales o materia
organica natural; esta competicion por la absorbancia de luz puede permitir reacciones
directas de fotolisis, las cuales generalmente tienen bajos rendimientos cuanticos (Blanco-
Galvez et al., 2007). Adicionalmente se observa que no existe diferencia en la inactivacién
por luz y luz+ H,0,, lo que concuerda con lo observado en el agua ultrapura.
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Figura 12. Efecto de los sistemas luz, luz+H,05, Fe?":H,0, y luz+Fe?":H,0, en la tasa de
inactivacion del bacteriéfago ®X174 en agua cruda del rio Pance. pH inicial =6.9. Las
concentraciones se expresan en mg L’

Respecto a las reacciones tipo Fenton y foto-Fenton, se observa una disminucion en la
inactivacién viral en todas las relaciones molares empleadas en comparacion con el agua
ultrapura; la reaccion tipo Fenton disminuyd notablemente su eficiencia puesto que la
mayor parte de la inactivacion ocurrié dentro del primer minuto con solo 0.5 Logso PFU
mL" en comparacién con los 3.5 Log, PFU mL™" observados en el agua ultrapura, los
niveles de peréxido se mantuvieron en 10 mg L™ luego del primer minuto. Para la relacién
molar luz+Fe?*:H,0, 2.0:20.0 mg L™ se aprecia una disminucion de 1 Logso entre el agua
cruda y el agua ultrapura, se observd una disminucién de la concentracion de perdxido a
10 mg L™ en los primeros minutos, la cual se mantuvo hasta el minuto 30 y un residual de
aproximadamente 5 mg L™ fue observado a los 60 minutos. Este mayor consumo de
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peroxido en comparacién con la reaccion tipo Fenton estaria relacionado una
regeneracién del Fe?* por efecto de la radiacién de acuerdo con la ecuacién 13.

Se observa adicionalmente en las figuras 11 y 12, una diferencia en la cinética entre el
agua ultrapura y el agua cruda para las reacciones tipo foto-Fenton, la primera etapa
descrita en el agua ultrapura para la relacion molar luz+Fe?*:H,0, 2.0:20.0 mg L™ alcanzé
una reduccion de aproximadamente 3 Logi, PFU mL™ mientras en el agua cruda se
redujo a 1 Logqe continuando con una reduccion paulatina en el titulo de bacteriéfagos,
esta diferencia se debe al hecho de que la unica materia organica disponible que es
susceptible de oxidacién son las particulas virales a diferencia del agua cruda donde la
presencia de moléculas organicas e incluso de otros microorganismos, competira por las
especies reactivas formadas (OH®) en los primeros minutos; el hierro presente llegara a la
mayoria de las particulas virales para iniciar su acomplejamiento con los aminoacidos de
la capside viral, por lo que el efecto subsecuente que se observo estara relacionado con
las especies oxidantes formadas a partir de estos complejos, aunque se ha identificado
como producto de las reacciones del H,O, con quelatos organicos de Fe* a la especie
ferril (potencial redox de 1 V vs NHE) como otra de las especies oxidantes presentes (Sun
& Pignatello, 1992; Lipczynska-Kochany & Kochany, 2008).

Dado que las sales solubles de Fe?*" tienden a co-precipitarse en presencia de oxo-
hidroxidos de Fe®" si ambos iones se encuentran presentes a pH neutro, mientras que a
pH acidos (pH= 3.0) las especies de Fe®* se mantienen solubles, una alternativa para
impedir la precipitacidn del hierro en procesos de tratamiento es la adicién de compuestos
que puedan quelar el hierro y que permitan trabajar a pH neutro; Kim et al., (2010),
adicionaron oxalato de sodio a un sistema tipo Fenton (oscuridad), y observaron la
desaparicién de la primera etapa de la cinética de inactivacién donde se observaba un
acelerado decaimiento de la poblacion del fago MS2, pero no detuvo la subsiguiente
inactivacion, donde el Fe*" es la especie dominante, esto es debido a que el oxalato forma
rapidamente complejos (reaccion 19) y estos reaccionan mas rapidamente con el peréxido
(reaccién 20) que la reaccién sin el hierro acomplejado; el decrecimiento en la inactivacion
debida a este agente quelante puede ser debida al incremento en el consumo de Fe?*
para producir oxidantes en el seno de la solucién. En su trabajo, la adicion de acidos
humicos, como sustancia modelo de la materia organica naturalmente presente en el
agua, resulté en un decrecimiento de la inactivacién por el sistema Fenton que puede
atribuirse a la formacion de complejos entre Fe®* y grupos carboxilo de acidos hiimicos o
a procesos de captacién de especies oxidantes por estos acidos, puesto que al ser los
principales componentes de la materia organica, contienen unidades alifaticas y
aromaticas con varios grupos funcionales incluyendo acidos carboxilicos y grupos quinona
(Kim et al., 2010).

Fe?" + C,0,> <> FeC,0, [19]
FeC,04+ HyOy «— FeCZO4+ + OH" + OH" [20]

50



5.3 ESCALA PILOTO: ENSAYOS CPC Y SODIS

En la figura 13 se observa el efecto de la recirculacion en la oscuridad y de los sistemas
luz+H,0, y luz+Fe?*:H,0, vs. tiempo en un reactor CPC; se observa que no existe un
detrimento de la poblacién del bacteriofago ®X174 por efecto de estrés mecanico
producto de la recirculacion en la oscuridad cuando se emplea una velocidad de 10 L
min™"; el sistema luz+H,0, tampoco mostré un efecto adverso en la poblacién, se detecté
para esta condicién un residual de peréxido de aproximadamente 10 mg L™ luego de 6
horas de exposicion, lo que concuerda con lo reportado en el apartado anterior. Para el
sistema luz+Fe?*:H,O, se observd una reduccion por debajo del nivel de deteccién a los
50 minutos de tratamiento, ensayos posteriores de viabilidad realizados a las 24 y 48
horas no mostraron crecimiento alguno.

—=— Oscuridad
—e— Luz+H,0,20.0 mg L

—a— Luz+Fe®":H,0,2,1:20.0 mg L

T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Figura 13. Efecto de los sistemas luz+H,O, vy luz+Fe?*:H,0, en la inactivacion del
bacteriéfago ®X174 en un reactor CPC con agua cruda del rio Pance. pH inicial=6.3

En la figura 14 se presenta la comparacion en la remocioén del bacteriéfago ®X174 entre
el reactor CPC, donde se adiciond Fe?*:H,0, a diferentes relaciones molares y el sistema
SODIS donde no hubo adicién de reactivos. A bajas concentraciones de peroxido el
sistema luz+Fe?"H,0, en el reactor CPC solo logré disminuir aproximadamente 1 Log+o
PFU mL™. De manera similar a lo observado anteriormente en los reactores batch, la
dosis de peroxido se consumié rapidamente durante los primeros minutos, reduciendo la
eficiencia de la reaccion tipo foto-Fenton; la inactivacion posterior puedo ser coadyuvada
por la presencia de materia organica que acomplejo el hierro como se menciond en el
apartado 5.2. Los mejores resultados en la inactivacion se observan con las mayores
concentraciones de peroxido, donde el exceso del agente oxidante permitié una continua
regeneracion del hierro; al comparar la inactivacion, a diferencia de lo observado en los
reactores tipo batch, no se observan diferencias significativas en la inactivacion
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empleando 0.4 y 20.0 mg L™ de H,0, para las mismas dosis de radiacion recibidas por el
CPC. La tecnologia SODIS no produjo una disminucién de las poblaciones del
bacteriéfago, la escasa reduccién pudo deberse a que la temperatura nunca alcanzé los
50°C aunque se registraron temperaturas de 40°C entre la primera y segunda hora del
tratamiento de un total de 4 horas de exposicion.

4
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S 3 —e—SODIS 0,2:0,0

L —4—CPC  0,4:20,0
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Figura 14. Inactivacién del bacteriofago ®X174 en agua cruda del rio Pance a pH natural
en un reactor CPC vs. la tecnologia SODIS. Las concentraciones se expresan como la
relacion Fe?":H,O, (mg L) para el reactor CPC, los valores de hierro para SODIS
corresponden a la concentracion de hierro total naturalmente presente en el agua cruda
expresados en mg L™y en ninguin caso se adicioné H,0,

La inactivacién natural de patégenos en aguas es un proceso dependiente de la luz, tanto
la desinfeccion basada en radiacion UV como en lagunas de estabilizacion de aguas
residuales, involucra multiples efectos dependiendo de la susceptibilidad al espectro de
luz empleado; numerosos reportes han intentado explicar la reduccion de
microorganismos indicadores en lagunas mediante el dafio sufrido por el DNA como
consecuencia del componente ultravioleta de la radiacion solar y la respuesta intrinseca
de los microorganismos a las alteraciones de su material genético (Sinton et al., 1999).
Curtis et al. (1992) han tenido en cuenta procesos simultdneos de atenuacion de la
radiacion UV por los gases de la atmosfera, la turbiedad y profundidad de los sistemas de
tratamiento, proponiendo como mecanismo alternativo a la foto-oxidacion directa, la foto-
oxidacion enddgena y exdgena, es decir, aquella producida por especies oxidantes
presentes al interior microbiano o en la masa de agua respectivamente, los autores en un
trabajo posterior encontraron evidencia de estos dos mecanismos en lagunas de
estabilizacion y empleando secuestrantes (scavengers) establecieron que los ROS mas
importantes que contribuyen a la foto-inactivacion de coliformes fecales fueron H,0, y '0..
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Kohn & Nelson (2007) evaluaron la inactivacién solar del bacteriéfago MS2 en un
simulador con haz colimado empleando muestras de efluentes de una laguna de
estabilizacion y una matriz con acidos humicos como sensibilizadores (compuestos que
absorben luz); sus resultados indicaron que la foto-oxidacion exégena juega un rol mas
importante que la radiacion UV-B debido a la rapida atenuacion de esta por longitudes de
onda mayores, por el color y la turbiedad del agua. Ademas reportaron diferencias en la
concentracién de oxigeno singlete ('O.) cerca a los sensibilizadores contra la masa de la
suspension que contenia acidos humicos; determinaron que concentraciones de ROS se
encontraban presentes en bajas concentraciones en estado-estable en efluentes de la
lagunas de estabilizacién y que estas especies incrementan acorde con la concentracion
de materia organica natural presente.

Los virus desprovistos de cubierta pueden ser inactivados por 'O, producido en
suspensiones acuosas de foto-sensibilizadores iluminados con UV-A, el bacteriéfago MS2
es mas susceptible que los fagos DNA de cadena doble (PRD1 el cual tiene una
membrana lipidica interna y el T7 que carece totalmente de lipidos), teniendo tasas de
inactivacion importantes sélo con UV-A. La transferencia de 'O, a las capsides genera
modificaciones oxidativas de sus proteinas con menores dafios en el DNA y en los lipidos.
Analisis moleculares sugieren que el oxigeno singlete induce entrecruzamiento de las
estructuras secundarias de las proteinas de la capside, impidiendo consecuentemente su
habilidad de unirse a los receptores de superficie del huésped bacteriano (Badireddy et
al., 2007; Hotze et al., 2009).

Los croméforos bioldgicos pueden actuar como sensibilizadores y pueden incrementar el
dafo producido por la radiaciéon UV-cercana; el aminoacido triptéfano ha sido identificado
como uno de ellos y se ha demostrado que la fotdlisis de una suspensién del bacteriéfago
T7 generd H,O, y este posteriormente produjo O, (Craggs et al., 1994). En el sistema
Foto-Fenton las principales especies que absorben luz son complejos del ién férrico, los
cuales pueden regenerar Fe®* por transferencias foto-inducidas metal-ligando,
especialmente la fotdlisis de acuacomplejos de hierro férrico, los cuales ademas de
reducir hierro ferroso, generan radicales hidroxilo adicionales por las reacciones 21 y 22:
(Lapertot et al., 2006)

[Fe¥*L]+hv>[Fe®*+L]* > Fe*+'L A< 500 nm [21]

[Fe* (OH)(H0)J+hv = Fe** +(x-1)OH+ yH,O + OH" A< 450 nm [22]

Los radicales organicos generados por estos acuacomplejos pueden seguidamente ser
mineralizados en la presencia de oxigeno molecular disuelto, los perdxidos organicos
generados pueden posteriormente reaccionar con hierro ferroso y en la presencia de O,
se puede regenerar el H,O, y por ende contribuir a la reduccién de agentes oxidantes.
Dependiendo del pH, el numero de radicales hidroxilo en los complejos, la absorcion de
luz y los rendimientos cuanticos pueden variar (Pignatello, 1992). En ambientes naturales
el efecto indirecto de la foto-oxidacion se encuentra entre los factores mas importantes en
la inactivacion microbiana en aguas superficiales (Springthorpe et al., 1993).
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En la figura 15 se presenta el efecto de los tratamientos en CPC y SODIS para E. coli K-
12, la cual fue evaluada simultdneamente con el bacteriéfago; se observa un efecto mas
pronunciado de la radiacion solar en la tasa de supervivencia de este microorganismo,
puesto que se alcanzé la total inactivacion en el periodo evaluado, los ensayos de
reparacion en la oscuridad mostraron recrecimiento en todos los casos para la tecnologia
SODIS. En los ensayos de recrecimiento en oscuridad para el sistema luz+Fe?*/H,0, no
se observo recrecimiento cuando se aplicaron dosis de 20 mg L™ de H,O, por mas de 4
horas. El recrecimiento de E. coli en el sistema SODIS difiere del trabajo publicado por
Berney et al. (2006) en donde empleando celdas de cuarzo con capacidad de 30 mL, se
alcanzo la inactivacion total de células de E. coli, Salmonella typhimurium y Shigella
flexneri expuestas a radiacién solar, no se observé recrecimiento luego de un periodo de
almacenamiento por 48 horas en oscuridad y un detallado estudio de viabilidad de
microorganismos incluyendo el potencial de membrana, la presencia de ATP vy la
permeabilidad de membrana, mostré que para sus condiciones la radiacién fue suficiente
para alcanzar la total inactivacién; la discrepancia podria correlacionarse con las
diferencias en la composicion de las aguas tratadas, por la presencia de iones inorganicos
o de mayores concentraciones de ROS naturalmente presentes; en su trabajo
encontraron que S. typhimurium fue mas resistente a la inactivacion, para E. coli y S.
flexneri se observd sensibilidad por encima de los 45°C y solo de 40°C para el Vibrio
cholerae.

Davies-Colley et al. (1999) reportaron la ocurrencia de dafio directo a los componentes
celulares de E. coli por radiacion solar en la region UV y foto-inactivacion endégena vy
exdégena la cual puede ser iniciada tanto por UV como por espectro visible; en presencia
de oxigeno, la excitacién de sensibilizadores que transfieren energia a otras moléculas
permite la formaciéon de ROS, los cuales pueden danar los componentes celulares. En la
foto-inactivacién enddgena, los sensibilizadores implican moléculas localizadas dentro de
los microorganismos como las flavinas, mientras que en la exdgena los sensibilizadores
son moléculas localizadas al exterior celular como sustancias himicas vy fulvicas. (Curtis
et al., 1992; Davies-Colley et al., 1999). La luz visible a 556 nm se ha encontrado que
contribuye a la foto-inactivacion de fagos RNA pero presenta la desventaja de tener una
baja penetracién en la columna de agua (Sinton et al., 2002). Comparado con el OH" y
0,", el H,O, presenta un menor efecto en E. coli debido a la presencia y expresion de
sistemas contra el estrés oxidativo como la presencia de enzimas catalasa (CAT) y la
superoxido dismutasa (SOD), algunos autores han postulado que el perdxido foto-
generado puede entrar en las células y ser activado por via Fenton para incrementar el
dano celular (Blake et al., 1999).
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—a—CPC 2,205
—e— CPC 0,4:20,0
—4a— SODIS 0,1:0,0
—v—CPC 2,1:20,0

Q (KJ/L)

Figura 15. Inactivacion de E. coli K-12 en agua cruda del rio Pance a pH natural en un
reactor CPC vs. la tecnologia SODIS. Las concentraciones se expresan como la relacion
Fe?*:H,0, (mg L") para el reactor CPC, el valor de hierro para SODIS corresponde con la
concentracién de hierro total naturalmente presente en el agua cruda en mg L y en
ningun caso se adicion6 H,0,

El efecto de las reacciones tipo Fenton en células bacterianas fue estudiado por Diao et
al. (2004), quienes usaron agua residual artificial para analizar el efecto de la reaccion
Fenton a pH 4 en la inactivacién de E. coli, contrariamente a lo esperado no se observo
una lisis celular masiva al emplear microscopia electrénica de barrido, sino que la
reaccion produjo un incremento del dafio de la membrana celular y pérdida del material
intracelular sin desintegracion de la pared bacteriana (Diao et al.,, 2004); la actividad
bioldgica de nucleos Fe-S y la aplicacion de reacciones Fenton para desinfeccion de lodos
han sido descritos previamente (Kakhlon & Cabantchik, 2002; Kiley & Beinert, 2003;
Debowski & Krzemieniewski, 2007; Cengiz et al., 2009).

Recientemente, Moncayo-Lasso et al. (2008) evaluaron la inactivacion de E. coli en un
CPC junto con la tasa de oxidacién de la materia organica en agua de un efluente de un
filtro lento de arena mediante el sistema luz+Fe®*/H,O, sin ajustar el pH, al emplear 0.6
mg L" de Fe** y 10 mg L™ de H,0, redujeron mas de 6 Log, en 4 horas; aunque en este
estudio el agua tratada present6 turbiedades muy bajas en comparacién con las aguas
crudas evaluadas en este estudio, los resultados muestran que las tasas de inactivacion
son concordantes y en el estudio se asume que la inactivacién esta muy relacionada con
la quimica del Fe**.

Los procesos de respuesta a estrés oxidativo han sido bien caracterizados en bacterias y
principalmente en E. coli como microorganismo modelo; se ha establecido que la
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formacion de oxidantes como anion superéxido, el radical hidroxilo y el peroxido de
hidrégeno ocurre por la reduccion incompleta del oxigeno hasta agua en la respiracién
celular bacteriana, esto ocurre por exposicion a radiacion, por la presencia de exceso de
metales u otros factores. O, y H,O, adicionalmente se forman cuando el oxigeno
molecular oxida por casualidad enzimas redox que estan disefiadas para la transferencia
de electrones a otros sustratos; en condiciones in vitro estos radicales se forman
principalmente por la auto-oxidacion de deshidrogenasas de la cadena respiratoria que
emplean como co-factores a flavinas reducidas que son quienes transfieren electrones al
oxigeno (Storz et al., 1990).

Dado que la unica ROS que puede dafar directamente las biomoléculas es el radical
hidroxilo, la generacidn de estos radicales por reacciones tipo Fenton intracelulares posee
gran impacto en los procesos de estrés oxidativo; aunque el efecto de este radical se
encuentre limitado por su tasa de difusion, el dafio incluye desde carbonilacion de
proteinas y peroxidacién de membranas hasta efectos mas drasticos como lesiones del
DNA que pueden ser mutagénicas o letales (Imlay, 2003). El hierro que cataliza estas
reacciones intracelulares es hierro libre, es decir, que no se encuentra incorporado a
enzima alguna ni a proteinas almacenadoras, sino que presumiblemente esta ligado a
metabolitos o a la superficie de biomoléculas. La respuesta celular para combatir el estrés
oxidativo por estas reacciones involucra la expresion de una variedad de enzimas como
las catalasas, las superoxido dismutasas y las peroxidasas que permiten inactivar H,O,
directamente o sus productos; también se mantienen bajas las concentraciones de hierro
ferroso libre en el citoplasma mediante las ferritinas (proteinas almacenadoras);
recientemente se ha establecido que las proteinas denominadas Dps (DNA-binding
proteins) y que son expresadas en células estresadas por inaniciéon o por oxidacion, son
centros de anclaje y de almacenamiento de Fe**, donde su oxidacién se lleva a cabo mas
efectivamente con H,O, en comparacién con la ferritinas donde se emplea oxigeno
molecular, el uso de H,O, como un oxidante fisiolégico del hierro reduce
significativamente la produccién de radicales hidroxilo (Zhao et al., 2003; Bellapadrona et
al., 2010).

El efecto de la aplicacion del reactivo Fenton en cultivos bacterianos in vitro implica que la
pérdida de viabilidad es el resultado de la liberacion de componentes intracelulares de E.
coli sin daino aparente en la pared celular, dado que los mecanismos de homedstasis de
hierro son complejos se han propuesto algunas aproximaciones a los procesos
subyacentes en la inactivacién bacteriana donde se menciona la interaccion entre los
mecanismos de captura de hierro y su consecuente liberacién como consecuencia de las
alteraciones causadas por ROS, ademas se mencionan procesos de peroxidacion lipidica,
y difusidon de ROS al citoplasma celular una vez que se ha comprometido la integridad de
la membrana; la oxidacién de nucleos Fe-S puede acarrear la liberacion de hierro
intracelular de las ferritinas o enterobactinas y la presencia de algunos compuestos que
actuan como foto-sensibilizadores internos que pueden iniciar reacciones oxidativas,
liberacién de Fe*" y generacion de peroxido de hidrégeno (Spuhler et al., 2010).

El uso de superficies reflectivas en la aplicacion de la desinfeccion solar de aguas lluvias,
ha permitido incrementar la tasa de inactivacion en 20 a 30% comparado con el SODIS
tradicional, la sinergia entre el efecto de la racion y el incremento en el efecto térmico ha
permitido una inactivacién total de E. coli y coliformes totales aun en condiciones
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climaticas moderadas. Las condiciones Optimas para el tratamiento se encuentran aun
bajo estudio, para agua lluvia el mejor desempefo se logré con pH acidos (5.0) y baja
turbiedad, el recrecimiento ocurrié luego de un dia de almacenamiento cuando se trataron
aguas con altas turbiedades y con pH basicos (Amin & Han, 2009; Amin & Han, 2009).

Otros autores reportan que la aplicacion del SODIS a especies de Salmonella presentes
en agua a pH natural no evité su recrecimiento luego de un almacenamiento por 72 horas;
sin embargo, la adicion de 10 mg L™ de H,0, mostré ausencia de crecimiento de bacterias
con el hierro naturalmente presente en las agua (Sciacca et al., 2010), sin embargo los
métodos de cuantificacidon que emplean medios cromogénicos y no ensayos de viabilidad
mas especificos puede llevar a subestimar las poblaciones presentes. En paises de Africa
ecuatorial se ha reportado que se requieren 6 horas de exposicion a la luz pero para
turbiedades mayores a 100 NTU se requieren 7 horas junto con temperaturas mayores a
los 50°C para evitar el re-crecimiento de E. coli K-12 (Ubomba-Jaswa et al., 2010); esto
confirma que para las condiciones de tratamiento se requiere evaluar las condiciones
locales de intensidad y la variacion estacional de la calidad de las aguas superficiales .

Otras aproximaciones para establecer las condiciones de tratamiento han evaluado en
mayor detalle aspectos del metabolismo celular bacteriano para esclarecer los efectos de
la tecnologia SODIS; Bosshar et al. (2009) evaluaron en una zona septentrional el
desempefio en la inactivacion de poblaciones de Salmonella typhimurium y Shigella
flexneri, mediciones de los niveles celulares de ATP, la capacidad de asimilar glucosa, la
integridad de la membrana citoplasmatica permitieron establecer que la cadena
respiratoria de las enterobacterias es uno de los principales objetivos de la radiacion solar
y de la UV-A, en la mayoria de los casos durante el almacenamiento en la oscuridad, el
estado fisioldgico de las bacterias continuaba en deterioro aun en ausencia de radiacion,
lo que implicaba la inactivacion de los sistemas de reparacion en la oscuridad. Se observo
que el contenido de ATP celular decrecié rapidamente en E. coli y Shigella flexneri por la
irradiacién con luz solar mientras que en Salmonella typhimurium un incremento inicial se
observd antes de observar una vertiginosa declinacion; los autores proponen que luego
de una activacion inicial del metabolismo energético, el cual se reflejo en el consumo de
glucosa y los niveles de ATP, los procesos respiratorios cesaron y el ATP remanente se
consumié en procesos de recuperacion, probablemente sintesis de componentes o
enzimas o en el mantenimiento del potencial de membrana, particularmente en el sistema
de la ATP sintasa.

Las enterobacterias evaluadas fueron mas susceptibles a la misma dosis de luz cuando
fueron expuestas a la radiacion solar por dos dias consecutivos con un periodo de
almacenamiento en oscuridad (noche) que cuando fueron iluminadas continuamente con
radiacion UV-A; con un tiempo de exposicion continuo de 8 horas se logrd, para sus
condiciones, la inactivacion de los sistemas de reparacion o fue un efecto combinado con
las condiciones oligotréficas de la matriz (agua mineral) que no permitié la inducciéon de la
respuesta adecuada. En las condiciones evaluadas, los autores afirman que se requieren
relativamente bajas dosis de luz (<400 W m) para dafar irreversiblemente las células
pues intensidades mayores (>700 W m™) pueden llevar a una sobreestimacion del efecto,
en este trabajo se emplearon celdas de cuarzo como recipientes para la exposicién solar,
por lo que los resultados no pueden ser totalmente extrapolados al SODIS tradicional
(Bosshard et al., 2009).
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La aplicacion de la tecnologia SODIS ha sido estudiada para numerosos patdgenos, lo
que ha permitido difundir su uso y en ultimas aminorar el impacto de cuadros diarreicos en
el mundo; por su bajo costo, facil implementacion y ausencia de requerimientos
energéticos ha podido incorporarse en comunidades distantes y en paises con
limitaciones de acceso sostenible a agua potable (Meierhofer & Landolt, 2009). La
aplicacién de AOPs como ozono/UV y fotocatalisis heterogénea ha tenido numerosas
publicaciones en la desinfeccién de agua (potable y residual) para un amplio espectro de
microorganismos; sin embargo, reportes para los procesos foto-Fenton son limitados a la
fecha (Sjogren & Sierka, 1994; Cho et al., 2004b); la aplicacion de reacciones tipo foto-
Fenton en sistemas de tratamiento de agua, se muestra factible desde un punto de vista
de remocion de indicadores virales y patégenos, sin embargo, al ser un campo novedoso,
requiere mayor profundizacién para optimizar y modelar el comportamiento de una amplia
gama de patdgenos con el fin de asegurar la inocuidad de los efluentes tratados y de
confrontar y establecer las bondades y limitaciones de la aplicacion de estos sistemas en
reactores solares como tecnologias sostenibles para el tratamiento de aguas.
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5 CONCLUSIONES

En los ensayos preliminares, bajo las condiciones evaluadas, la mayor reduccion de las
poblaciones virales en presencia de TiO, fue de 2.0 Logy, PFU mL" para una
concentracién de 5.0 mg L™ de catalizador, en el caso del sistema TiO./Fe*'/H,0, la
mayor reduccidn se observd para unas concentraciones de 150.0/2.6/38.25 (mg L)
respectivamente y fue equivalente a una reduccién de 2.1 Log, PFU mL™.

El sistema luz+Fe?*/H,O, mostré las mayores tasas de inactivacién para el bacteriéfago
®X174 con 3.5 logiy PFU mL", las relaciones molares que lograron las mayores
inactivaciones fueron Fe?*:H,0, 2.0:20.0 y 1.1:10.2.(mg L™). El peréxido de hidrégeno a
concentraciones de hasta 20 mg L™ ni el sistema Luz+H,0, mostraron un detrimento
significativo de las poblaciones virales, probablemente debido a la escasa formacion de
radicales hidroxilo a partir de longitudes de onda mayores a 250 nm y por las limitaciones
de difusién de este radical que dificultan su contacto con la capside viral.

Se identificaron dos etapas en las curvas de inactivacion en agua ultrapura, una primera
de mayor velocidad que ocurre en los primeros minutos del tratamiento donde se
consume aproximadamente la mitad del perdxido adicionado y una segunda etapa con
una menor velocidad de reaccion y menor consumo de peroxido; estas etapas no se
pudieron identificar en agua cruda del rio Pance.

El uso de reactores CPC junto con reacciones tipo foto-Fenton permitieron inactivar
poblaciones del bacteriéfago ®X174 y de E. coli K-12 en una matriz compleja como el
agua cruda; las ventajas del CPC en el aprovechamiento de la radiacion difusa y la mayor
concentracion de ROS como producto de reacciones tipo foto-Fenton permitieron alcanzar
una mayor eficiencia en términos de inactivacion microbiana en comparacién con el
SODIS tradicional. Este trabajo de investigacion debe complementarse con el estudio de
la inactivacion de otros indicadores y patdégenos evaluando su viabilidad y capacidad
infecciosa. La implementacion de CPC como alternativa de tratamiento requerira de
instalaciones con disefios que se adapten a necesidades locales y que impliquen bajos
costos de operacion, mantenimiento y con muy bajo o nulo consumo energético.

La aplicacion de SODIS tradicional, en las condiciones evaluadas, no afecta
significativamente a los bacteridéfagos pero mostré un fuerte efecto en las poblaciones de
E. coli K-12 llegando a limites no detectables. Como los ensayos de recrecimiento
evidenciaron que no se logro su inactivacion total se requiere evaluar para esta tecnologia
las dosis de radiacion, el tiempo de exposicion y el uso de indicadores de calidad de agua
complementarios a los coliformes, todo ello en condiciones acopladas a las necesidades
de los usuarios finales, especialmente donde el acceso a reactivos pueda ser una
limitante o en situaciones catastréficas.
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ANEXO 1

CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA Y FISICOQUIMICA DE AGUAS CRUDAS

Caracterizacion bioquimica de aguas crudas

Muestras
Parametro Unidades 1 2 3 4

Jul 10-11 Jul 13 Jul 21-23 Ago 15
Turbiedad NTU 1.5 2.1 0.95 1.8
Color PCU 3.6 4.0 3.5 2.0
Hierro total mg L™ 4.24 0.25 0.22 0.10
pH pH 7.5 7.0 7.2 6.9
Bacterias mesofilicas Logio UFC mL’ 4.0 3.6 3.4 3.9
Coliformes fecales Logso UFC mL" 0.3 0.9 1.5 1.1
Bacteriofagos somaticos UFP mL" 0 0 0 0
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ANEXO 2

TECNICA DOBLE CAPA PARA ESTIMACION DE BACTERIOFAGO ®x174

PREPARACION DE STOCK DE E. coli WG5

¢ Rehidratar el liofilizado del cultivo de referencia de la cepa huésped en 3 mL de Caldo
Scholtens modificado (CSM) usando una pipeta pasteur.

e Transferir este volumen 50+/-5 mL de CSM en un erlenmeyer de 300 mL.

e Incubar a 36+/- 2°C por 20+/- 4 horas en incubadora con agitacién suave o en bafo maria.

e Adicionar 10 mL de glicerol estéril o el suficiente para alcanzar una concentracion final de
glicerol del 15-20% (v/v) y mezclar bien.

e Alicuotar en viales plasticos por ejemplo de 0.5 mL y almacene a -70+/-10°C en nitrégeno
liquido.

PREPARACION CULTIVOS DE TRABAJO DE E. coli WG5

e Remueva el vial de cultivo stock del congelador y permitale alcanzar temperatura ambiente
(15-30°C).

e Inocule sobre una caja de agar MacConkey u otro medio con lactosa en el que se puedan
obtener colonias separadas.

e Incube a 36+/-2°C por20+/-4 horas.

e El contenido remanente del vial puede usarse para inocular mas cajas en el mismo dia de
trabajo.

e En un erlenmeyer de 300 mL con 50+/-5 mL de Caldo Scholtens Modificado (CSM)
aclimatado a temperatura ambiente o 37°C inocule de 3 a 5 colonias tipicas lactosa
positivas del agar McConkey

e Incube a 36+/-2°C con agitacion vigorosa por 5+/-1 hora.

e Adicione 10 mL de glicerol estéril y mezcle bien..

e Alicuotar en viales de 2 mL y almacenar en un congelador a -70+/-10°C por un maximo de
2 anos.

CALIBRACION DE LAS MEDIDAS DE ABSORBANCIA PARA CONTEOS DE
MICROORGANISMOS VIABLES

e Adicione 50+/-5 mL de Caldo Scholtens modificado (CSM) en un frasco coénico
nefelométrico precalentado a 37°C

e Coloque asépticamente una porcion del medio en una celda. Ajuste la absorbancia del
espectrofotometro a cero entre 550 nm (500-650 nm) y descarte el medio transferido a la
cubeta.

e Remueva el vial de trabajo de congelacién y permitale equilibrar hasta temperatura
ambiente (15-30°C)

e Inocule 0.5 mL del cultivo de trabajo y incube a 36+/-2°C con agitacion moderada en una
incubadora por mas de 3.5 horas (probar hasta entre 3 y 5)

e Cada 30 minutos realice una medicion de absorbancia y retire 1 mL para realizar siembra
en placa realizando diluciones hasta 10”7 y sembrando 10°, 10° y 10”. En agar nutritivo
estandar o en agar Scholtens modificado por duplicado
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Puede realizarse filtracion por membrana con 1 mL de las diluciones en los mismos agares
por duplicado

Incubar a 36+/- 2°C por 20+/- 24 horas emplear para el recuento las cajas que contengan
entre 30-300 colonias

Este procedimiento debe ejecutarse entre 2 y 3 veces para establecer la relacién entre la
absorbancia y el conteo de colonias.

PREPARACION DE STOCK DEL BACTERIOFAGO ®X174

25 mL de caldo modificado de Scholtens en un erlenmeyer de 300 mL se inocula con el
huésped (E. coli o un mutante resistente al acido nalidixico).

Incubar a 36+/-2°C por 20+/-4 horas con agitacién a 100+/-10 rpm.

Precalentar otros 25 mL en un erlenmeyer de 300 mL a temperatura ambiente e inocular
con 0.25 mL del cultivo del numeral anterior.

Incubar como maximo por 90 minutos, adicione el fago Phix174 de una solucién stock para
dar una concentracion final de 10"/ mL.

Incube por 4 a 5 horas.

Adiciones 2.5 mL de cloroformo mezcle bien y refrigere toda la noche a 5+/-3°C.

Decante la fase acuosa en tubos de centrifuga y centrifuge como minimo a 3000g por 20
min.

Pipetee el sobrenadante cuidadosamente y almacene a 5+/-3°C.

OBTENCION DE BACTERIOFAGOS A PARTIR DE SU EXTRACCION DESDE UNA
CALVA

Remover la calva de interés de la placa de agar semisdlido en donde se encuentra con la
ayuda de una espatula o un asa de siembra.

Resuspender ésta en 300 pl de PBS en un microtubo.

Agitar en vortex durante dos minutos

Agregar una gota durante cloroformo

Agitar en vortex durante dos minutos

Centrifugar a 16.000 g. durante 5 min.

Conservar el sobrenadante

ENRIQUECIMIENTO EN FASE LIQUIDA PARA LA OBTENCION DE BACTERIOFAGOS

Crecer la bacteria huésped hasta una concentracion de 108 UFC/ml

Tomar 1 ml de la bacteria en un tubo de 25 ml, poner 100 ul de la extraccion de la calva del
fago y agregar 9 ml caldo MSB.

Incubar en las condiciones descritas durante 24 (+4 horas)

Tomar una alicuota de 700 pl y agregar 300 pl de cloroformo

Agitar durante 5 min en el vortex

Centrifugar a 16000 xg por 5 min.

Hacer diluciones decimales y titular de la manera habitual con la bacteria huésped de
donde se aisl6 el fago.

En caso de no obtener un titulo minimo de 10° ufp/ml se empled la siguiente técnica.
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ENRIQUECIMIENTO EN FASE SOLICA PARA LA OBTENCION DE BACTERIOFAGOS

e Hacer una placa de titulacion mediante la técnica de Adams (1959), poniendo 100 pl del
fago enriquecido o de la extraccion de la calva

e Incubar en las condiciones descritas por 24 (+4 horas)

e Verter 2-3 ml de PBS sobre la superficie del agar semisélido y dejarlo en la nevera durante
15-20 min.

e Con la ayuda de un asa de Digralsky, remover el agar semisolido y ponerlo en un tubo 10
ml.

e Agitar en el vortex hasta deshacer completamente el agar semisélido

e Centrifugar a 3000 rpm por 10-15 min.

e Recoger el sobrenadante vy filtrarlo por filtros de 0,22 ym de poro, de baja adsorcion
proteica Millex GP de Millipore®.

e Agregar glicerol (concentracion final de 5-10% v/v) y dispensar en alicuotas de 1 ml y
congelar a -20 o0 -70°C

e A partir de una de las alicuotas hacer diluciones decimales y titular de la manera habitual
con la bacteria huésped de donde se aisl6 el fago.

PREPARACION DEL INOCULO DEL HUESPED

e Con medio CSM precalentado a 37°C ajuste la lectura del espectrofotometro a cero a 550
nm (500-650 nm).

e Coloque 50+/- 5 mL de CSM en un erlenmeyer de 300 mL y precaliente a 37°C.

e Remueva el vial de cultivo de trabajo del congelador y permitale atemperar a temperatura
ambiente (15-30°C).

¢ Inocule 0.5 mL del cultivo de trabajo e incube a 36+/-2°C con agitaciéon moderada.

e Mida la absorbancia asépticamente cada 30 minutos y descarte el medio que se empled
para llenar la cubeta.

e Al llegar a una concentracion equivalente a 10° ufc/ mL basado en los calculos de las
curvas de calibraciéon de absorbancia retire el cultivo de la incubadora y enfrielo
rapidamente en hielo. Este indculo debe usarse en el mismo dia de trabajo.

PROCEDIMIENTO ESTANDAR PARA LA ESTIMACION DE BACTERIOFAGOS
SOMATICOS DE ACUERDO CON ISO 10705-2

e Preparacion del huésped

e Con medio CSM precalentado a 37°C ajuste la lectura del espectrofotémetro a cero A 550
NM.

e Coloque 50+/- 5 mL de CSM en un erlenmeyer de 300 mL y precaliente a 37°C.

e Remueva el vial de cultivo de trabajo del congelador y permitale atemperar a temperatura
ambiente (15-30°C).

¢ Inocule 0.5 mL del cultivo de trabajo e incube a 36+/-2°C con agitaciéon moderada.

e Mida la absorbancia asépticamente cada 30 minutos y descarte el medio que se empled
para llenar la cubeta.

e Al llegar a una concentracion equivalente a 10° ufc/ mL basado en los calculos de las
curvas de calibraciébn de absorbancia retire el cultivo de la incubadora y enfrielo
rapidamente en hielo. Este indculo debe usarse en el mismo dia de trabajo.

Analisis estandar

e Funda botellas con 50 mL de agar Scholtens Modificado semi-solido (ASMss) en un bafio
maria a 45+/-1°C.
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Asépticamente transfiera 300 microlitros de solucién de cloruro de calcio precalentada a
temperatura ambiente y distribuyalo en alicuotas de 2.5 mL en tubos con tapa.

Coléquelos en un bano a 45+/-1°C.

A cada tubo adicione 1 mL de la muestra original o diluida si se requiere precalentada a
temperatura ambiente, examine cada alicuota al menos por duplicado.

Adicione 1 mL de cultivo de in6culo (huésped) a cada tubo y mezcle cuidadosamente para
evitar la formacién de burbujas.

Vierta el tubo sobre una placa petri precalentada a temperatura ambiente. Distribuya en la
superficie y permita solidificar en una superficie horizontal fria.

Permita secar la placas incubando con las tapas parcialmente abiertas y luego incube boca
abajo a 36+/-2°C por 18+/- 2 horas. No apile mas de 6 cajas.

Seleccione la dilucién con mas de 30 placas o calvas y cuente dentro de las 4 horas
finalizada la incubacion usando luz indirecta oblicua.

Recomendaciones

Una solucion fresca de cloruro de trifenil tetrazolio puede adicionarse al agar ASMss para
incrementar el contraste de las calvas

Los tubos inoculados con el huésped no pueden durar en el bafio maria a 45+/-1°C por
mas de 10 minutos.

Debe evitarse adicionar la muestra y el huésped al tiempo para evitar solidificacion del
medio.

En caso de que la muestra tenga alta cantidad de biota acompanante adicionar acido
nalidixico a una concentracién de 250 microgramos/mL al agar ASMss.

Las muestras con bajos recuentos de fagos requieren emplear 10 mL de ASMss, 60
microlitros de solucion de cloruro de calcio y 1 mL de cultivo de huésped y 5 mL de
muestra por duplicado.

Verter sobre dos cajas petri conteniendo 20 mL de Agar Scholtens Modificado (ASM)
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ANEXO 3

REACTIVACION DE LA CEPA BACTERIANA E. coli K-12:

Retire un crio-preservado del congelador y permitale descongelarse a temperatura de
refrigeracion por al menos 30 min.

Agite el crio-vial en vortex al menos por 10 segundos. Destape el vial y transfiera 100 pL a
un tubo conteniendo caldo nutritivo. Incube a 35+/-2°C por 18 horas con agitacién a 100
rem.

A partir de este cultivo transfiera un volumen suficiente para inocular en una proporcién de
1:100 el volumen final de trabajo de caldo nutriente. Incube bajo las mismas condiciones.
Retire el cultivo de la incubadora y centrifuge a 3000 rpm por 10 minutos a 5°C.

Extraiga el sobrenadante y resuspenda el pellet.

Agite en vértex, repita el procedimiento dos veces mas.

Ajuste la concentracion final acorde con las curvas de densidad éptica propias de cada
microorganismo.
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ANEXO 4

ANOVA de dos vias para el disefio factorial 2° con puntos centrales para la reaccion

Fe2+/H202
Fuente G Seq SS Adj MS F P
Effectos principales 2 0.06890 0.034450 6.89 0.260
Interaccion 2-vias 1 0.86490 0.864900 172.98 0.048
Curvatura 1 0.17280 0.172800 34.56 0.107
Error Residual 1 0.00500 0.005000
Error Puro 1 0.00500 0.005000
Total 5 1.11160
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ANEXO 5

ANOVA para la reduccion del bacteriofago ®X174 expresado como Log;o(N/No) de
un disefio factorial fraccionado 2** para la reaccién TiO,/Fe?/H,0,

Fuente GL SeqSS Adj MS F P
Efectos principales 3 1.91347 0.637825 797.28 0.026
Curvatura 1 0.07841 0.078408  98.01 0.064
Error Residual 1 0.00080 0.000800

Error puro 1 0.00080 0.000800

Total 5 1.99268
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