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INTRODUCCION

La necesidad de conservar el medio ambiente ha llevado al hombre a la basqueda
de nuevas tecnologias para la eliminacion eficiente y segura, de los diferentes
contaminantes que afectan la estabilidad de los recursos. Entre estas tecnologias
se encuentran aquellas que involucran procesos de oxidacion avanzada (POA’s),
con la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS).

La fotocatalisis heterogénea como una de las tecnologias de oxidacion avanzada,
es una de las aplicaciones fotoquimicas que hoy por hoy ha despertado mayor
interés en la comunidad cientifica al ser un método no selectivo, y que puede ser
empleado para el tratamiento de mezclas complejas de contaminantes como,
materia organica, colorantes, metales pesados, y microorganismos patdgenos
(Jaramillo y Taborda, 2006; Palomares, 2013; Mokhbi et al., 2014). Este proceso se
caracteriza por la presencia de un material semiconductor que actia como
catalizador, y una fuente de luz con un contenido energético determinado para
inducir las reacciones foto electroquimicas, con las cuales son generadas especies
reactivas de oxigeno (ROS), que reaccionan con diferentes contaminantes
organicos e inorganicos en el medio generando como productos principalmente CO2
y H20 (Gogniat y Duncan, 2007). Pese a que en los ultimos afios han sido
estudiados diferentes 0xidos metalicos y sulfuros como agentes catalizadores en
reacciones asistidas por la luz; desde que en 1972 Fujishima y Honda descubrieron
que, el dioxido de titanio (TiOz2) al ser expuesto al sol, podia producir la disociacién
fotocatalitica del agua, numerosas investigaciones resaltan su utilidad entre otras
razones, por su bajo costo, resistencia a la corrosidén, ser inerte bioldgica y
guimicamente, y por la factibilidad de acoplamiento con otros tratamientos (Garcés
et al., 2012).

La fotocatalisis empleando TiO2 ha sido estudiada desde 1970 como estrategia para
la degradacién de sustancias toxicas, y desde 1980 se plantea la posibilidad de
aplicar este proceso al tratamiento de contaminantes en agua; donde se resalta su
utilidad para inactivar un amplio rango de microorganismos (Sinha et al., 2009).
Reportandose a la fecha, mas de 11.000 publicaciones en torno a esta teméatica
(Chong et al., 2010).

El agua, como recurso invaluable y trascendental para el sustento de la vida;
adquiere dia a dia mayor importancia dentro del panorama mundial, repercutiendo
en diversos ambitos como el econdmico, social, ambiental, y relevante en torno a la
salubridad; al ser esta una via de contacto y trasmision directa de enfermedades en
humanos. Un claro ejemplo de ello involucra al agua de las piscinas,
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especificamente aquellas de tipo artificial construidas con fines recreativos y/o
deportivos, en las que frecuentemente han sido reportados por organismos como el
Centro para el Control y la Prevencion de las Enfermedades (CDC), diferentes casos
de infecciones adquiridas por los bafistas que a nivel global hacen uso de este tipo
aguas de recreo (Soller et al.,, 2010). En la actualidad, agentes microbianos e
infecciosos tales como Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium spp, algunos protozoos (Giardia spp., Cryptosporidium spp.,
Acanthamoeba spp.) y virus (Adenovirus, Norovirus, virus de la hepatitis A); son
considerados responsables de muchas de las infecciones relacionadas con el uso
de las piscinas. CitAndose entre estas, la gastroenteritis, infecciones genitourinarias,
otitis, conjuntivitis, meningoencefalitis, y la amibiasis, entre otras (Martinez y
Alvarado, 2013).

El agua de las piscinas generalmente es potable y sometida a tratamientos
complementarios de desinfeccion empleando compuestos quimicos, al igual que
mediante sistemas de recirculacién para el filtrado y desinfeccién eficaz (Lumb et
al., 2004). Sin embargo, los tratamientos aplicados para la desinfeccion del agua de
las piscinas son evaluados actualmente. Se ha dado a conocer que compuestos
como el cloro utilizado convencionalmente para la desinfeccion del agua por la via
quimica, estaria implicado en la generacion de subproductos organoclorados al
reaccionar con la materia organica presente en el agua, como los trihalometanos
(THMs); catalogados como cancerigenos y mutagénicos, por lo que figuran como
un peligro potencial. Asi mismo, otros efectos como las alteraciones en la
reactividad bronquial e irritacion dérmica en humanos ocasionadas por el cloro, y la
aparicion de microorganismos como Bacillus subtilis y Cryptosporidium parvum
capaces de desarrollar tolerancia a este compuesto, desmeritan en gran medida su
uso (Cote, 2006; Bandala et al., 2007; Dronic, 2009; Ramirez et al., 2004). Si bien
es cierto, aunque las dificultades expuestas repercuten de manera directa en la
salud, es también relevante la relacion costo beneficio de otros métodos propuestos
para el tratamiento del agua de las piscinas, como la radiacion empleando lamparas
UV, en los cuales una de las principales limitaciones radica en su elevado costo
(Pigeot et al., 2011). Por tales motivos, hoy dia son evaluados métodos alternativos
como la fotocatalisis, para la desinfeccion y mantenimiento de estas aguas.

En cuanto a la desinfeccion del agua, la fotocatalisis heterogénea con dioxido de
titanio (TiO2) es considerada como una tecnologia “limpia” y de bajo costo, que
ofrece adicionalmente la posibilidad de inactivar agentes patégenos bacterianos,
pardsitos y virus, a partir de la generacién de dafios oxidativos a nivel de los
constituyentes celulares como, la pared celular, la membrana citoplasmatica, y los
acidos nucleicos. Diferentes trabajos aplicando esta tecnologia, han reportado una
disminucion de hasta el 91-99% de bacterias coliformes, en tiempos de exposicion
de 60 minutos (Alrousan et al., 2009; Caballero et al., 2009; Rizzo, 2009). Los
estudios realizados a nivel mundial permiten reconocer la utilidad de las tecnologias
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de oxidacion, para la descontaminacion del agua. Lo que demarca la importancia
de estudiar su aplicacion como alternativa para la descontaminacion de aguas como
la de piscinas; partiendo de estudios previos como el realizado por De Castro en
2015, en el que fue evaluado un fotorreactor con nano TiO2, ozono y aire para la
reduccion de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa soportado en el uso de
luz ultravioleta, en aguas de piscina; con resultados satisfactorios. Teniendo en
cuenta que aunque son muchos los tratamientos que han sido aplicados para la
desinfeccién de estas aguas de recreo como parte esencial en la prevencion de
brotes por enfermedades infecciosas, en la actualidad no se cuenta con un método
que cumpla con los criterios de eficiencia, seguridad y viabilidad econémica, para
mantener una condicion salubre en estas instalaciones.

Pese a todas las caracteristicas expuestas, una amplia investigacion continda para
mejorar esta tecnologia y agrandar el espectro de aplicaciones potenciales. Entre
ellas se encuentra la posibilidad de extender el intervalo de respuesta a la luz en la
actividad fotocatalitica del TiOz, y reemplazar el uso habitual de lamparas de luz
ultravioleta, a partir de lo cual se deriva el principal costo de operacién de este
proceso. En algunos trabajos aunque con una eficiencia alcanzada relativamente
baja, se ha logrado efectuar este proceso con luz visible; lo que motiva la
exploracién de diferentes mecanismos que posibiliten la aplicacion del proceso
fotocatalitico bajo estas condiciones. En este sentido, en el presente trabajo fue
evaluado un sistema fotocatalitico de nano-TiO2/ energia visible, para la reduccion
de microorganismos de origen fecal en aguas de piscina. Contemplando el uso de
compuestos aditivos que permitan mejorar la actividad del catalizador, y/o
contribuyan en el proceso de inactivacion de los microorganismos.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Evaluar el sistema de fotocatélisis de nano-TiOz2/energia visible, para la reduccion
de microorganismos de origen fecal presentes en aguas de piscina.

1.2. Objetivos especificos

- Determinar las condiciones microbiologicas y fisicoquimicas de muestras
procedentes de agua de piscina.

- Identificar los factores del proceso fotocatalitico nano-TiO2/energia visible, que
contribuyen en la reducciéon de Escherichia coli tomado como microorganismo
patégeno modelo.

- Analizar el efecto del sulfato ferroso y el &cido oxalico como aditivos en el proceso
de fotocatélisis de nano-TiO2/energia visible, para la reduccion poblacional de
contaminantes microbianos en aguas de piscina.
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2. JUSTIFICACION

Las piscinas como instalaciones que ofrecen la posibilidad de disfrutar y mejorar la
salud de las personas en muchos casos; también pueden representar una fuente
potencial de infecciones para sus usuarios, debido a una amplia variedad de
agentes microbianos e infecciosos que pueden encontrarse en las piscinas al
introducirse al agua por diferentes vias. De acuerdo a los informes aportados por la
Organizacion Mundial de la Salud, se considera que tan solo en el Reino Unido de
Gran Bretafia los bafistas sufren mas de 13.000 lesiones al afio considerando entre
los principales agentes causales, a los contaminantes de naturaleza biologica y
quimica (WHO, 2014).

Actualmente existen métodos diversos para el tratamiento del agua de las piscinas
gue si bien pueden resultar eficaces como la ionizacién y el uso de lamparas UV,
son poco viables al tener un costo elevado de operacion (Pham y Byeong, 2014).
Otros métodos por su parte de uso convencional aungue econémicos, como la
desinfeccién quimica por cloracién; ademas de generar sustancias toxicas como
subproductos de la desinfeccion (SPD) con efectos nocivos demostrados sobre la
salud, también presentan constantemente una pérdida en la eficiencia del proceso
con la aparicién de microorganismos resistentes (Ramirez et al., 2004). Al respecto,
la fotocatalisis heterogénea como proceso de oxidacién avanzada constituye una
alternativa llamativa al presentar claramente diferentes ventajas para la
descontaminacion del agua. Su capacidad para mineralizar contaminantes
organicos y su efecto microbicida, sin la generacion de productos contaminantes
toxicos, posibilita el mantenimiento de aguas de recreacion como las piscinas, bajo
las condiciones higiénico-sanitarias adecuadas; preservando la salud y el bienestar
de las personas. A su vez, la opcién de emplear sustancias aditivas con capacidad
de inducir cambios en el catalizador mejorando su actividad, podria incrementar la
eficiencia de los tratamientos reduciendo el costo de operacion, con la posibilidad
de emplear radiacion solar como fuente primaria de energia, otorgandole al proceso
un significativo valor medioambiental y econdmico (Garcés et al., 2012; Appunni y
Meenakshi, 2014; Tapia, 2014).

En este sentido la evaluacion de un sistema fotocatalitico nano- TiO2/ energia
visible, resulta una alternativa novedosa a ser evaluada, para la reduccién de
microorganismos de origen fecal en aguas de piscina. Partiendo de la eficacia y
eficiencia comprobada de los procesos de oxidacion avanzada, de manera segura
y con un costo moderado.
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Baseslegales

Las piscinas son establecimientos que deben ser supervisados de forma
permanente por entes gubernamentales, a fin de preservar la calidad del agua y la
salud publica. Esta gestion involucra conceptos de mantenimiento de la calidad y
aprovechamiento del agua, cuyo control se encuentra relacionado con la
normatividad de cada pais. En temas de control y manejo de aguas de piscina,
México en la actualidad cuenta con una norma oficial que establece las
especificaciones sanitarias y de calidad del agua que deben cumplir las piscinas de
centros vacacionales, clubes deportivos, balnearios, centros de ensefianza, hoteles,
desarrollos turisticos, parques acuaticos o cualquiera que preste un servicio publico;
con el propdsito de minimizar o controlar riesgos a la salud de los usuarios (Norma
Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, Requisitos sanitarios y calidad del agua
que deben cumplir las piscinas).

Otras normas relacionadas que regulan el manejo del agua para uso y consumo en
el pais, en sistemas de abastecimiento publicos y privados en todo el territorio
nacional son:

- Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, Aguas residuales
tratadas que se reusen en servicios al publico.

- Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud ambiental. Agua para
uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que
debe someterse el agua para su potabilizacion.

- Norma Oficial Mexicana NOM-179-SSA1-1998, Vigilancia y Evaluacién del
Control de Calidad del Agua para Uso y Consumo Humano, distribuida por
sistemas de abastecimiento publico.
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3.2. Antecedentes

La primera publicacién sobre el proceso de degradacion de contaminantes en fases
tanto acuosa como gaseosa por fotocatalisis heterogénea, se debe a Carey y data
en 1976. Desde entonces, diferentes investigaciones han sido realizadas en torno
al desarrollo de este proceso fotocatalitico, para la purificacién del agua. Desde un
punto de vista mas especifico, el comienzo de los estudios que abarcan la aplicacion
de los procesos de oxidacién avanzada por fotocatalisis heterogénea con TiOz2,y su
efecto microbicida para la descontaminacion del recurso hidrico, tienen origen en
un primer informe realizado por Matsunaga y colaboradores en el afio 1985. En él
se demuestra la destruccion de células bacterianas utilizando dioxido de titanio
cargado con platino (TiO2 / Pt) como catalizador, soportado en el uso de irradiacién
UV con lamparas de haluro metéalico. En este trabajo los investigadores describen
el deterioro fotocatalitico de Escherichia coli, donde se atribuye a un proceso de
oxidacion directa a nivel intracelular de la Coenzima A (CoA), la muerte celular;
como consecuencia de la inhibicion de la actividad respiratoria. Por lo que se
considera al proceso de fotocatalisis con TiO2, como responsable de la induccion
directa de procesos oxidativos a nivel de los componentes celulares (Matsunaga et
al., 1985). Este trabajo sienta un precedente para estudios posteriores como el
realizado por Saito et al., en 1992, quienes aplicando microscopia de transmision
electronica (TEM), informaron efectos adicionales de la fotocatalisis, con
alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular a causa de la peroxidacion
de fosfolipidos; como producto del ataque de los radicales foto-generados durante
el proceso. Todo esto en funcién de las observaciones efectuadas donde se
identifico una pérdida de iones intracelulares (K*), la liberacién de proteinas y ARN,
seguido de la lisis, y con ello la muerte celular; confirmando el efecto bactericida del
proceso fotocatalitico (Pigeot, 2011). A partir de estos trabajos surge gran interés
por dilucidar cada vez de manera mas completa el mecanismo de accién microbicida
mediante foto-oxidacion, asi como por aplicar esta tecnologia para la
descontaminacion del aire, entornos industriales, y de manera especial para la
desinfecciéon de diferentes tipos de agua. Esto en funciéon de la eficiencia
demostrada del proceso para inactivar una amplia variedad de microorganismos
como bacterias, parasitos, hongos, y virus; siendo Escherichia coli el agente
bacteriano mas estudiado por su importancia como indicador de contaminacion de
origen fecal en el agua (Bui et al., 2008).

Si bien es cierto, y son numerosos los estudios enfocados en los efectos
microbicidas del proceso de oxidacion mediante fotocatélisis heterogénea; en afios
recientes muchas investigaciones han sido realizadas, motivadas en la mejora de
las condiciones de operacion en términos de eficiencia y eficacia del proceso de
oxidacion por fotocatalisis heterogénea con TiO2. Al respecto, una cantidad
considerable de trabajos se han interesado en evaluar la influencia de diferentes
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parametros que afectan el proceso de oxidacion como, el pH, la temperatura,
naturaleza y concentracion de los contaminantes a tratar, la presencia de sustancias
aditivas y/o foto-sensibilizadores (colorantes, compuestos organicos, sales
inorgénicas), y su relacién con la inactivacion de microorganismos presentes en el
agua (Pham y Byeong en 2014). Ya que se ha puesto en manifiesto que la actividad
fotocatalitica del TiO2 en torno a la luz visible, puede mejorar mediante el uso de
compuestos organicos e inorganicos como foto- sensibilizadores, por acoplamiento
de semiconductores con diferentes niveles de energia, o por medio del dopaje del
TiO2 con metales (Ola y Valer, 2015). Otros trabajos utilizando foto-sensibilizares
como compuestos organicos heterociclicos en el caso de algunos colorantes
(rodamina, porfirinas, tionina), acidos di carboxilicos (acido oxalico), y la
modificacion en la estructura cristalina del catalizador; han demostrado su utilidad
al aumentar la absorcién de la luz en la region visible, y el nivel de selectividad para
la degradacion de contaminantes durante los procesos fotocataliticos. Tales
mecanismos estarian basados en la produccion de especies oxidantes
intermedias, en la transferencia de electrones desde los agentes foto-
sensibilizadores en estado excitado hacia el semiconductor, o mediante
interacciones entre el foto-sensibilizador y la superficie del semiconductor (Jeong y
Yoon, 2004; Macyka et al., 2010; Sownya y Meenakshi, 2014; Ola y Valer, 2015);
lo que constituye uno de los mayores intereses en el desarrollo de esta tecnologia,
aumentando el espectro de aplicacion de la misma bajo condiciones mas practicas
y factibles, como lo es el uso de la luz visible para la fotocatalisis.

3.3. Marco tedrico

3.3.1. Aguas de recreo: Piscinas

Una piscina es definida por la Real Academia Espafiola como un estanque
destinado al bafio, la practica de la natacién, u otros ejercicios y deportes acuaticos.
El nimero de personas que practican alguna actividad deportiva relacionada con el
agua, ha aumentado de forma gradual y considerable, particularmente en torno a
las piscinas; convirtiéndose en lugares que ademas de propiciar las practicas
deportivas, constituyen adicionalmente una alternativa para la recreacion, la
relajacion y socializacion de las personas en todos los rangos de edades. Se estima
gue tan solo en los Estados Unidos de América existe alrededor de 9 millones de
piscinas, seguido de la Unién Europea quien ocupa el segundo lugar con 4.5
millones; de ello es posible precisar que este tipo de instalaciones conforman un
sector importante de la industria (Florentin et al., 2011).

Aunque las actividades relacionadas al agua en estructuras como las piscinas
figuran como una buena opcion para el desarrollo de la actividad fisica, y con ello la
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obtencion de beneficios para la salud, también puede ser esta una via de exposicion
a una serie de riesgos fisicos, quimicos y microbiolégicos (Pasquarella et al., 2014).
El agua constituye uno de los recursos naturales mas importantes, llegando a ser
sin duda indispensable para el sustento de la vida. Pese a que la atencion prestada
a este recurso inicialmente fue escasa; desde hace muchos afios el agua ha pasado
a ocupar un tema prioritario a nivel mundial. Entre los factores que favorecen esta
situacion, se ubica un mayor conocimiento respecto a los riesgos que entrafa este
liquido al ser una via de contacto y transmision directa de enfermedades en
humanos, al contar con la presencia de contaminantes tales como, desechos
organicos, elementos quimicos, sustancias radioactivas, y microorganismos
patogenos. Epidemias como la del célera en el siglo XIX en la que murieron miles
de ciudadanos en Estados Unidos, brotes de fiebre tifoidea, e innumerables casos
de enfermedad diarreica en infantes, contribuyeron a generar un estado de alarma
en cuanto al abastecimiento de agua de calidad aceptable. Sin embargo, pese a la
suma de esfuerzos realizados en los dltimos afios para garantizar la calidad del
recurso hidrico, el agua aun representa una fuente de riesgo potencial para la
transmision de enfermedades al contener microorganismos como bacterias,
pardsitos y hongos, asi como agentes infecciosos en el caso de los virus (Powell et
al., 2006).

3.3.1.1. Microbiologia de aguas de piscina

Indudablemente el aspecto mas importante en cuanto al control y vigilancia
epidemiolodgica de las piscinas, atiende a la calidad microbioldgica y fisicoquimica
de sus aguas. Las piscinas como establecimientos publicos y privados, deben ser
monitoreados y evaluados por entes gubernamentales para preservar la salud
publica, ya que existe todo un conjunto de variables dentro del ambiente acuatico,
gue suponen un riesgo potencial (Martinez y Alvarado, 2013).

Una amplia variedad de microorganismos como bacterias, parasitos, hongos, y
virus, pueden encontrarse en las piscinas al introducirse al agua por diferentes vias
(Figura 1) (WHO, 2006). La contaminacién con microorganismos patdgenos en
aguas de piscina, se ha visto relacionada entre otros factores, con microorganismos
de origen fecal producto de la liberacion accidental de heces fecales por parte de
los bafiistas, microorganismos de origen no fecal presentes en la piel o en los
fluidos corporales de los usuarios (saliva, orina, vomito, entre otros), la presencia de
nadadores con infecciones activas, la contaminacion directa en piscinas expuestas
al aire libre por animales como aves y/o roedores; al igual que por el uso de fuentes
de agua contaminadas (WHO, 2006). Adicionalmente se ha reportado que algunas
bacterias y parasitos presentan riesgo de infeccion, al colonizar las superficies y
componentes de las instalaciones (sistemas de calefaccion y ventilacion), a partir
de la formacion de biofilms (Nichols, 2006).
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Una de las fuentes de contagio en las piscinas se da producto de la ingestion
accidental de agua, siendo esta la principal via de transmision de microorganismos
patdogenos causantes de enfermedades gastrointestinales, sin desestimar otras
formas de contagio como la absorcion dérmica o la inhalacion (Diaz et al., 2011).
Desencadenando en un sinnimero de infecciones a nivel dérmico, respiratorio,
urogenital, gastrico, e inclusive afectando al sistema nervioso central de las
personas que acuden al uso de este tipo de aguas de recreacion.

Peligro de
microorganismos

Derivados fecales Derivados no

fecales
| I
. Virus
Virus Maollusciposxvirus
Adenovirus Bacterias Papillomavirus
Hepatitis A Shigella spp. Bacterias Adenovirus
Moravirus E. coli 0157 Legionella spp.
Enterovirus Pseudomornas spp. —
My cobacternum spp. Protozoos
fjfgé?gn'ococcus Naeglerna fowlern
Protozoos . Acanthamoeba spp.
Giardia Lepiospira spp. Plasmodium spp.
Cryptosporidiuim

Hongos
Trichophyton spp.
Epidermophy fon floccosum

Figura 1. Microorganismos asociados a las piscinas y ambientes similares (WHO,
2006).

Historicamente se tiene informacion de diferentes casos de infecciones adquiridas
en aguas de recreacion, como los ocurridos en 1997 y 1998, donde 2000 personas
enfermaron a causa del agua contaminada en piscinas publicas en Atlanta, Estados
Unidos; asi como el reportado en 1998, en el que siete nifios sufrieron
complicaciones a nivel del higado, como producto de un proceso infeccioso
producido por Escherichia coli (Castro y Chaidez, 2003). Miembros bacterianos
como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Legionella pneumophila, y Shigella spp, han sido frecuentemente encontrados en
piscinas y reportados como responsables de brotes de foliculitis, dermatitis,
conjuntivitis, e infecciones diarreicas. De igual forma entre otros agentes, en los
altimos afios existe especial preocupacion por la presencia microorganismos
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protozoos como Giardia spp y Cryptosporidium spp en aguas de piscina, ya que
estos ademas de ser muy infectivos, presentan un elevado nivel de resistencia a los
agentes empleados para la desinfeccion del agua, como el cloro. Finalmente, un
amplio grupo de agentes infecciosos como los virus, han sido implicados en brotes
en piscinas publicas incluyendo, Adenovirus, Polivirus, Enterovirus y el virus de la
Hepatitis A (Castro y Chaidez, 2003; Izquierdo, 2009; Martinez y Alvarado, 2013).
De acuerdo a los datos aportados por la CDC (Centro para el Control y la Prevencion
de Enfermedades) cerca de 142 brotes por el uso recreativo del agua, ocurrieron en
el transcurso de los afios 2007 y 2008, ocasionando 13.966 casos de enfermedad
en paises como Puerto Rico (CDC, 2011).

Los microorganismos comunmente empleados como indicadores de la calidad
microbiolégica de la piscinas y aguas de recreacion semejantes incluyen, recuento
en placa de heterétrofos (HPC), indicadores de origen fecal (Escherichia. coli),
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Legionella spp, protozoos
(Giardia spp, Cryptosporidium spp) y algunas amebas de vida libre (Naegleria spp,
Acanthamoeba spp). Siendo el recuento en placa de heterétrofos (HPC), coliformes
totales y fecales, los indicadores mas utilizados. Sin embargo, es bien sabido que
la ausencia de estos microorganismos no garantiza actualmente la seguridad en
el agua de las piscinas, puesto que son cada dia mayores los reportes referentes a
microorganismos que desarrollan una resistencia superior a la de los indicadores
evaluados regularmente, por lo que no hay ningun organismo indicador perfecto
(WHO, 2006; NOM-245-SSA1-2010).

3.3.1.1.1. Tratamiento de aguas de piscina

Dentro de las posibilidades existentes para el tratamiento del agua de las piscinas,
se encuentran los tratamientos primarios basados en el uso de barreras fisicas,
como la filtracién. Los métodos de filtracion constituyen un papel importante dentro
del proceso de desinfeccién en aguas de piscina, propiciando la eliminacion de
contaminantes bioldgicos con resultados que dependen de la eficiencia de los filtros
empleados. Sin embargo, este tipo de métodos no destruyen los microorganismos
presentes en el agua, por lo que no resultan suficientes. Como consecuencia,
cuando los filtros se encuentran obstruidos por la formacion de biopeliculas, estos
pueden convertirse en una fuente de contaminacion biologica con la generacion de
olores desagradables debido a los metabolitos bacterianos generados (Schwartz et
al., 2009).

Una de las alternativas comerciales mas extendidas para la desinfeccion del agua,
es el uso de sustancias oxidantes como el cloro. La cloracion, fue introducida en
Bélgica en 1902 (MWH, 2005), y desde entonces ha sido el proceso quimico mas
utilizado; nueve de cada diez piscinas son desinfectadas con cloro, principalmente
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porque es efectivo, econdmico, y provee una proteccion residual. Otros
desinfectantes como el diéxido de cloro, bromo, yodo, y ozono también son
empleados en aguas de piscina (Chowdhury et al., 2014). Todos estos métodos
tienen como fin dltimo, la degradacion de las sustancias contaminantes presentes
en el agua, especialmente microorganismos patdogenos. No obstante, el uso de
compuestos quimicos para la desinfeccion del agua es objeto de estudio. Cada dia
es mayor el niumero de microorganismos que presentan resistencia a estos
compuestos, como es el caso de Mycobacterium avium bacteria ubicua, formadora
de biofilms y resistente al cloro libre; y del parasito Criptosporidium parvum
(Shannon et al., 2008). También son bien conocidos los efectos adversos sobre
la salud, producto de reacciones no deseadas entre estos desinfectantes y la
materia organica presente en el agua de las piscinas (cabello, orina, cosméticos,
sudor, y restos de la piel de los bafistas); con lo que finalmente son obtenidos
subproductos de la desinfeccion (DBPs) como, trihalometanos (THM), acidos
haloacéticos (HAA), yodo- THM, vy las nitrosaminas; considerados en su mayoria
como mutagénicos y/o cancerigenos (Richardson, 2011). Otros efectos en la salud
de los asistentes a las piscinas han sido asociados a los DBPs, como irritacion
ocular, asma y disnea (Fantuzzi et al., 2010).

Métodos adicionales para el tratamiento de agua de piscina, como la irradiacion
UV, el uso de carbon activado y la ionizacion, han sido evaluados aunque en menor
proporcion; no obstante el requerimiento de equipos sofisticados y costos
operacionales, limitan en gran medida su uso (Richardson, 2011).

3.3.2. Procesos de oxidacion avanzada (POAS)

La contaminacion ambiental es un problema reconocido que genera gran
preocupacion, especialmente en torno a la amplia gama de contaminantes téxicos
y microorganismos patdgenos peligrosos presentes en el medio acuatico. El uso de
lodos activos, carbon activado, separaciones solido-liquido, filtracién, floculacion y
la desinfeccion quimica, son algunos de los principales métodos de tratamiento
abordados para la descontaminacion del agua. Sin embargo, llevar a cabo la
descomposicion completa de los contaminantes persistentes en el recurso hidrico
por estos métodos resulta dificil, puesto que muchas veces estos procedimientos
no logran alcanzar los requerimientos para su utilizacién después del tratamiento
(Suzuki et al., 2015). En respuesta a la creciente demanda ambiental para la
descontaminacion de este recurso, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevas
tecnologias, teniendo en cuenta aspectos fundamentales como la factibilidad de
reuso, la economia y eficiencia de los procesos, y sus rangos de aplicaciéon. Los
procesos de oxidacion avanzada (POASs) constituyen una de las alternativas mas
prometedoras, conduciendo a la mineralizaciéon total de los contaminantes
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organicos presentes en el agua. En la tabla 1, pueden observarse algunas de las
areas de aplicacion de los POAs en agua.

Tabla 1. Posibles aplicaciones de los POAs en agua.

Reciclado de aguas Aguas residuales municipales
Aguas subterraneas Desinfeccion

Aguas superficiales Agua de Piscinas

Agua ultrapura Aguas residuales industriales

Dominguez, 2012.

El tratamiento del agua utilizando las tecnologias de oxidacion avanzada, se basa
en procesos fisicoquimicos con capacidad de producir cambios profundos en la
estructura quimica de los contaminantes, ya que involucran la generacién mediante
el uso de diferentes formas de energia, de especies con un elevado poder oxidante
como el radical hidroxilo (HO¢); cuyo potencial de éxido-reduccién es mucho mas
elevado que el de otras especies oxidantes conocidas (Tabla 2). Este radical es
altamente efectivo para la oxidacion de materia organica, moléculas aromaticas,
metales pesados, microorganismos patdégenos, entre otros; mediante diferentes
rutas como la abstraccion de hidrégeno, o por la adicién electrofilica a enlaces
dobles, lo que da lugar a las reacciones de degradacion oxidativa (Gogate y Pandit,
2004). Algunos de estos procesos se complementan con el uso de agentes
reductores quimicos que permiten transformar algunos contaminantes téxicos que
resultan poco susceptibles a la oxidacién, como iones metalicos y ciertos
compuestos halogenados (Suzuki et al., 2015).

Tabla 2. Potencial de 6xido-reduccion de algunos agentes oxidantes.

Especie Eo (V, 25°C) Especie Eo (V, 25°C)
Flaor 3.03 Radical perhidroxilo 1.70
Radical hidroxilo 2.80 Permanganato 1.68
Oxigeno atémico 2.42 Dioxido de cloro 1.57
Ozono 2.07 Acido hipocloroso 1.49
Peréxido de hidrogeno 1.78 Cloro 1.36

Forero et al., 2005
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Principales ventajas de los procesos de oxidacion avanzada:

- No solo cambian de fase al contaminante, transformandolo a su vez
qguimicamente en compuestos inocuos.

- Generalmente es posible llevar a cabo la mineralizacion completa de los
contaminantes.

- Son pocos selectivos dando opcion de tratar mezclas de contaminantes.

- No forman subproductos de reaccidén que representen riesgos a la salud.

- Suelen mejorar las caracteristicas organolépticas del agua tratada.

- Consumen menos energia que otros tratamientos convencionales.

- Operan en rangos donde los sistemas convencionales no son factibles
(Forero et al, 2005; Martinez, 2011).

Estos procesos presentan adicionalmente una gran versatilidad, lo que da lugar al
ajuste de tratamientos bajo condiciones especificas para la descontaminaciéon de
diferentes tipos de agua y a su uso en la remocion de agentes contaminantes, sobre
todo a pequefia y mediana escala. Existe gran variedad de estos procesos, pero
todos pueden clasificarse en dos grupos principales: procesos no fotoquimicos y
procesos fotoquimicos; estos ultimos corresponden a aquellos que utilizan de una
manera u otra, la luz (Palomares, 2013). En la tabla 3, se presenta la clasificacion
de los principales procesos de oxidacion avanzada. Los POAs generalmente
pueden ser utilizados solos o combinados, con la posibilidad de ser aplicados
también a contaminantes del aire y suelos.

Tabla 3. Clasificacion de Tecnologias Avanzadas de Oxidacion.

PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA

PROCESOS NO FOTOQUIMICOS | PROCESOS FOTOQUIMICOS

QOzonizacion en medio alcalino Fotalisis del agua en el
(O3/OH-) ultravioleta de vacio (UWVV)
Ozonizacion con peroxido de U\ peréxido de hidrageno

hidrégeno (Os/H20z2)

Procesos Fenton (FeZ2+'H20z2) U/ O3
Oxidacion electroquimica Fotocatalisis heterogénea
Radidlisis y y tratamiento con Foto-Fenton

haces de electrones

Palomares, 2013.
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3.3.2.1. Principios de Fotocatalisis y reacciones fotoquimicas

La fotocatalisis puede ser definida como la aceleracion de una foto-reaccion
mediante un catalizador. Estas reacciones emplean fuentes de emision de fotones
gue van desde lamparas de luz ultravioleta hasta la radiacion solar, cuyo espectro
e intensidad estan directamente relacionados con la eficiencia del proceso (Garcés
et al.,, 2012). Ambos, luz y catalizador, son necesarios para llevar a cabo la
aceleracion de la reaccion quimica.

A nivel de las reacciones de fotocatalisis existen dos tipos de procesos principales:

1. Fotocatélisis homogénea: procesos mediados por compuestos férricos, en
los que reactivos y foto catalizadores se encuentran en la misma fase (una
sola fase).

2. Fotocatalisis heterogénea: procesos mediados por un material
semiconductor como catalizador, en los que el reactivo y el catalizador se
encuentran en fases distintas (dos fases de interaccion) (Braslavsky, 2011).

3.3.2.2. Materiales fotocataliticos: Di6xido de titanio

Existe gran variedad de materiales a ser empleados como mediadores del proceso
de fotocatalisis heterogénea, principalmente 6xidos y halogenuros de métales de
transicion como: ZnO, CdS, ZnS, RuO2, WOs, MgO, SnO2, GaP, GaAs, y Fe20s.
Todos estos en funcion de sus propiedades han sido aplicados en diferentes areas
como la electrénica, en el campo de la catalisis para la producciéon de quimicos
como el cloro, la degradacion de contaminantes, la disociacion fotocatalitica del
agua, y en el caso particular del SnOz, para la produccion de biocombustibles (Peral,
2011). No obstante hoy por hoy el fotocatalizador méas utilizado y abordado por un
amplio numero de investigaciones especialmente de tipo ambiental, es el TiOz. Este
oxido metalico, existe en tres formas cristalinas (anatasa, rutilo, brokita), siendo la
anatasa y el rutilo las mas usadas por caracteristicas como su estabilidad y foto-
actividad (Gupta y Triphati, 2011).

El TiO2 como material semiconductor presenta caracteristicas utiles para el
desarrollo de procesos fotocataliticos, su foto-actividad, el ser inerte biolégica y
guimicamente, estable a la corrosion, de bajo costo y toxicidad, y sensible a la luz
hacen de este un material idoneo (Yang et al., 2012). Los foto-catalizadores de
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pelicula delgada a base de TiO2 se han investigado ampliamente para aplicaciones
ambientales en torno al tratamiento del aire y de aguas, debido a su fuerte poder
oxidante, alta actividad catalitica, efecto de auto-limpieza, accion bactericida y
actividad de desintoxicacion. Este material basado en sus propiedades Opticas, al
ser irradiado por una fuente luminica (particularmente luz UV) en relacidon con su
energia de banda prohibida (3.2 eV), genera cargas que conducen a la produccion
de radicales oxidantes que pueden mineralizar contaminantes (Deuk et al., 2014).
Este Ultimo aspecto mencionado constituye posiblemente la Unica debilidad
sustancial de TiO2 como foto-catalizador, ya que este material presenta dificultad en
la eficiencia de su actividad, al ser irradiado a longitudes de onda en el rango visible.
Desde el inicio de las investigaciones basadas en la fotocatalisis heterogénea con
TiO2 se ha recurrido al uso de lamparas UV entre otras razones, porque de esta
manera es mas factible controlar las condiciones experimentales, asi como por la
posibilidad de obtener radiaciébn continda en las longitudes de onda deseadas
(espectro de luz UV); conforme a las propiedades que presenta el TiO2 como
catalizador. Sin embargo, ha sido constante el interés y la necesidad en funcion de
gue estos procesos resulten mas viables econdmicamente, el poder disponer de
una fuente energética de bajo costo como la irradiacion solar, para mediar las
reacciones fotocataliticas con éxito a partir de TiOz (Garceés, 2012).

En funcion de esta particularidad, actualmente son evaluados diferentes
mecanismos para mejorar las propiedades de este material, entre ellos el dopaje
del TiO2 con materiales metalicos y no metalicos. Uno de los materiales no metalicos
mas empleados para dicho fin, ha sido el nitrdgeno (N), a partir de este se ha
reportado una mejora en la actividad fotocatalitica del TiO2z en la region visible, al
verse favorecida la promocion de electrones desde la banda de valencia hacia la
banda de conduccion en el proceso de fotocatalisis; como producto de la insercion
de los atomos de N en el TiO2 (Téllez y Diaz, 2010). Otros elementos de transicion
como el cromo (Cr), han sido utilizados con éxito en conjunto con el TiO2 mejorando
la actividad del semiconductor, a partir de la conformacion de compuestos
coloreados que absorben de manera mas eficiente la radiacion del espectro visible;
lo cual ha sido empleado entre otras cosas, para degradar colorantes como el azul
de metileno (Giraldo y Marroquin, 2014). Otros mecanismos por su parte como la
fotosensibilizacion del TiO2 con colorantes comerciales para la degradacion de
contaminantes organicos en el agua, han sido explorados de igual modo para
aumentar las propiedades cataliticas de este material en torno a la absorcion de la
radiacion en el espectro visible (Leguizamon et al., 2010). Estos como otros
mecanismos propuestos mediante el uso de diferentes compuestos que buscan
mejorar generalmente las propiedades de conduccién del TiO2, son motivo de
numerosos trabajos en la actualidad, siendo la fotocatalisis con TiO2 una de las mas
prometedoras tecnologias de oxidacibn avanzada para la eliminacién de
contaminantes en baja y mediana concentracion con el uso de luz artificial o natural
(Yang et al., 2012).
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3.3.2.2.1. Foto-catalizadores nanoparticulados

En la dltima década, la importancia tanto tecnolégica como economica de la
fotocatalisis ha crecido considerablemente. Los incrementos en los rendimientos
han sido fuertemente relacionados a los avances en la nanotecnologia; un ejemplo
de ello atiende al uso de foto- catalizadores nanoparticulados, lo que ha mejorado
considerablemente la eficiencia catalitica de estos materiales. En la era de la nano
ciencia enla que los dispositivos y tecnologias se direccionan hacia tamafios cada
vez mas pequefios con propiedades mejoradas; la catdlisis es un importante campo
de aplicacién (Lee et al., 2009). Este proceso se puede utilizar en diversas areas
tales como la eliminacion del olor del agua potable, la degradacién de los derrames
de petroleo en sistemas de agua superficial, la eliminacién de agentes microbianos
y la degradacién de contaminantes organicos nocivos, tales como herbicidas,
pesticidas y colorantes (Tapia, 2014).

Los nanomateriales son aquellos que cuentan con al menos una de sus
dimensiones por debajo de los 100 nm. Entre estos se encuentran las particulas
nanocristalinas, como materiales que poseen hasta tres de sus dimensiones en la
escala nanométrica. El uso de nanocristales de TiO2 como catalizadores, es quizas
uno de los nanomateriales que genera hoy dia mayor interés. Las particulas
nanocristalinas de dioxido de titanio (TiO2) presentan gran potencial en aplicacion
para efectos de fotocatdlisis, recubrimientos en superficies de auto limpieza,
aplicaciones fotovoltaicas, la eliminacibn de metales pesados, membranas
ceramicas, sensores de gas, soluciones para la desintoxicacion y la oxidacién de
los contaminantes organicos toxicos en el agua (Fujishima y Zhang, 2006). La
amplia gama de aplicaciones del TiO2 se debe principalmente a sus propiedades
como inercia quimica, baja toxicidad, a su estabilidad en un intervalo de pH bajos,
y condiciones de irradiacion (Yang et al., 2012).

El principio para la comprension del concepto de catalisis basado en el uso de
nanocristales, implica la relacion del area superficie-volumen, en la que en los
objetos pequefios se ve favorecido a un conjunto de propiedades del material y con
ello a la reaccion quimica. Entre los factores que hacen que los nanomateriales
difieran significativamente de otros materiales, se encuentra su aumentada relacion
superficie volumen, y su efecto cuantico; lo que mejora las propiedades Opticas,
cataliticas (reactividad), magnéticas, fuerza, y caracteristicas eléctricas del material
(Lubick y Betts, 2008). Entre los lineamientos bajo los cuales debe orientarse la
generacion de nanocatalizadores de avanzada se encuentran, la obtencion de
productos a partir de materias primas de bajo costo y el desarrollo de procesos
energéticamente eficientes, y ambientalmente amigables. La introduccion de un
nanocatalizador puede aumentar la velocidad de una reaccién de diferentes
maneras entre ellas al reducir la energia activacion, al actuar como un facilitador y
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conducir las especies reactivas de forma mas eficaz, o al crear una mayor
rendimiento de una especie cuando dos o mas productos se forman (Chaturvedi et
al., 2012).

3.3.2.3. Fotocatalisis Heterogénea

La fotocatalisis heterogénea como una de las tecnologias de oxidacion avanzada,
atiende a un proceso de absorcién de energia radiante dentro del rango visible o
ultravioleta por parte de un foto-catalizador (material semiconductor) sélido, que
posee una banda de valencia o band gap determinada; entendiendo la energia de
band gap como la energia que debe recibir un electrén de la banda de valencia,
para pasar a la banda de conduccion. La anchura de la banda prohibida en los
semiconductores es pequefia, por lo que resulta facil excitar los electrones de la
banda de valencia hacia la banda de conduccién ((Javaid et al., 2015). Estos dos
componentes en conjunto (catalizador- energia radiante), promueven una serie de
reacciones foto- electroquimicas por trasferencia de electrones desde la banda de
valencia hacia la banda de conduccion en el catalizador, formando pares electron-
hueco que dan lugar a la generacién de especies reactivas del oxigeno como, "“OH,
02", HO2', y H202 con capacidad de degradar la materia organica y/o contaminantes
indeseables presentes (Hermann, 2010).

Entre las posibilidades que aporta la fotocatalisis heterogénea para el tratamiento
de liquidos contaminados como el agua se encuentran: la aplicacion del proceso
bajo condiciones ambientales, el uso de catalizadores de bajo costo, la oxidacion
completa de los contaminantes, y la opcidon de emplear como fuente de foto-
excitacion la energia solar (Malato et al., 2009; Bonetta et al., 2013).

3.3.2.3.1. Mecanismo de accion de la fotocatalisis heterogénea

El mecanismo de accion de la fotocatélisis heterogénea parte de la foto- excitacion
del material semiconductor, lo que provoca que un electron (e-) en la banda de
valencia pase a la banda de conduccion dejando una deficiencia de un electron o
hueco (h+) en la banda de valencia, lo que se traduce en la generacion de un par
e—/h+. El foto-catalizador puede estar en suspension para aumentar el area de
accion o inmovilizado sobre algin soporte para evitar una posterior etapa de
separacioén, y adicionalmente para permitir su reutilizacién (Malato et al., 2009).
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La secuencia de reacciones que comprende la fotocatalisis heterogénea en la
degradacion de contaminantes en el agua, se describe en cinco etapas
fundamentales:

(1) Transferencia de los reactantes (contaminantes) a través de la fase
liquida hacia la superficie del catalizador.

(i) Adsorcion de los contaminantes.

(i)  Reaccion en la fase adsorbida (adsorcién de fotones por el sélido,
creacion de pares electron/hueco, reacciones de transferencia de
electrones).

(iv)  Desorcion de los productos finales.

(v) Remocién de los productos de la regidon de interface (Herrmann, 2010).

Una vez la luz incide sobre el catalizador y se adsorbe, se forman especies
excitadas primarias las cuales migran a la superficie del semiconductor, donde se
efectlan un conjunto de reacciones de Oxido-reduccion. En medios acuosos y en
presencia de aire, el oxigeno captura los electrones en la banda de conduccion
formando radicales superdxido (O2-), y su forma protonada, el radical hidroperoxil
(HO2-). Este radical posteriormente producira perdxido de hidrogeno H202. En
aplicaciones ambientales, los procesos fotocataliticos se llevan a cabo normalmente
en ambientes aerodbicos, con lo cual el oxigeno adsorbido es la principal especie
aceptora de electrones. Por su parte los huecos (h*) generados tienen la posibilidad
de reaccionar con moléculas de agua o con aniones hidroxido, generando radicales
hidroxilo (HO). En términos generales, las moléculas de agua como donador, seréan
adsorbidas reaccionando con el hueco en la banda de valencia, y el radical
superoéxido lo hara con el electrén en la banda de conduccion (Tapia, 2014). Los h*
también pueden llenarse al reaccionar con un compuesto organico adsorbido en el
semiconductor. En estas reacciones el flujo neto de los electrones es nulo, por lo
que el catalizador permanece inalterado. Durante el proceso los h*, y los radicales
HO, O2 que se generaran, pueden actuar como oxidantes provocando la
degradacion y la mineralizacion de la sustancia tratada.

En la figura 2 puede observarse graficamente el mecanismo de accidon por
fotocatalisis heterogénea con TiO2. En €l se indica que en presencia de especies
reductoras y oxidantes adsorbidas en la particula del semiconductor y bajo
iluminacion, se producen simultdneamente reacciones de oxidacion y de reduccion
en la superficie del semiconductor; donde los huecos foto- generados dan lugar a
las reacciones de foto-oxidacion, mientras que los electrones de la banda de
conduccion dan lugar a las reacciones de foto-reduccion. La figura 3 representa las
reacciones elementales sucesivas que ocurren en la reaccion total de degradacion
oxidativa.
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OH « R — Intermedios — CO; + H,0

Figura 2. Representacion grafica del mecanismo de accion por fotocatalisis
heterogénea empleando TiO2 como foto-catalizador.

TiO: +hv —e +h" (1)
0;+e — O (2)
H 0= OH + H' (3)
OH + h™ — OH’ i4)
Oz + H — HOO' (5)
2 HOO  — O+ H:0; (6)
H0y — 2 OH° (7)
H;0; + ¢ — OH + OH ()
R-H + 'OH — R + H;O (8)
R+ 0OH — R + H:0 ()

Figura 3. Reacciones elementales sucesivas en una reaccion total de degradacion
oxidativa.
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En la fotocatalisis heterogénea los compuestos organicos en fase liquida, son
degradados hasta sus correspondientes intermediarios e inclusive mineralizados
obteniéndose como productos, didxido de carbono y agua (Chong et al., 2010).

3.3.2.3.2. Mecanismo de accion microbicida de la fotocatalisis heterogénea

El conocimiento que se tiene en la actualidad acerca de la actividad microbicida de
la fotocatalisis, indica que las especies oxidantes producidas de manera directa o
indirecta durante este proceso, pueden ocasionar la inactivacion de
microorganismos al generar diferentes tipos de dafios en los constituyentes
celulares. Se cree que los dafios a nivel general sufridos por las células ante el
ataque fotocatalitico con TiOz, inician en la pared celular, seguido por la membrana
citoplasmatica, y finalizan en un ataque directo a nivel intracelular (Figura 4). Entre
las especies con efecto biocida generadas se encuentran, el radical superdxido (Oz
"), el peroxido de hidrogeno (H202), y el radical hidroxilo (OH). Algunos estudios
enfatizan en el radical hidroxilo (OH) como la especie mas importante responsable
del ataque a la pared celular, la modificacion de la permeabilidad de la membrana,
y la muerte celular en diferentes microorganismos (Robertson et al., 2012).

Como una via directa de oxidacion, en un microorganismo o virus que se encuentre
en contacto con la superficie del TiO2 puede darse la transferencia directa de un
electrén o un hueco al microorganismo o a alguno de sus componentes provocando
asi, la oxidacién desde el exterior. Por otra parte, si las particulas de diéxido de
titanio son lo suficientemente pequefias (nanoparticulas), éstas pueden ingresar a
la célula y las reacciones de oxidacion pueden efectuarse en su interior. Los
radicales hidroxilo *OH a diferencia de los radicales superoxido Oz" son altamente
reactivos por lo que tienen una vida corta. Una vez generadas ambas especies en
la superficie de las particulas de TiOz2, estas interaccionan inmediatamente con la
pared externa de los microorganismos, a menos de que las particulas de diéxido de
titanio hayan penetrado la célula. Existe también la posibilidad de una via
secundaria o indirecta en la que moléculas oxidantes como el peréxido de hidrogeno
(H202) producidas durante la reaccion fotocatalitica, puedan alimentarse de una
reaccion Fenton in vivo, resultando en la formacion de radicales OH intracelulares
gue ataquen el organismo simultaneamente. Esto teniendo en cuenta que el hierro
disponible dentro de la célula actia como catalizador en este tipo de reacciones de
oxidacion; partiendo de que la intervencion de compuestos férricos, es una de las
caracteristicas particulares que facilitan los procesos de oxidacion a partir de
reacciones Fenton. En el caso de Escherichia coli su capacidad para captar hierro
es conocida. Los niveles de hierro en la superficie de la célula son considerables,
encontrandose éste en el espacio periplasmatico o en su interior, formando
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complejos de hierro o como parte de proteinas que almacenan este elemento, como
lo es la ferritina (Fernandez, 2005).

)- 'OH

Wy
L D

Figura 4. Esquema del proceso microbicida de la fotocatalisis (Hashimoto et al.,
2005).

Particulas —
de TIO, muy (_ ) Particulas
pequefas de TIO, g

Por otra parte dentro de los efectos microbicidas de la fotocatalisis, se describe el
deterioro de las funciones celulares producto de los dafios oxidativos inducidos en
los acidos nucleicos (ARN y ADN) durante el proceso; siendo el ARN mas propenso
a los dafios oxidativos. Se cree que las especies reactivas del oxigeno, incluyendo
los radicales hidroxilo en conjunto con la fuente de irradiacion empleada, pueden
causar dafos en el ADN, resultando en efectos multiples que incluyen la ruptura de
la doble cadena de ADN, la reticulacién a otras moléculas (formacion de cadenas
tridimensionales), y lesiones que bloquean la replicaciéon (formacion de dimeros de
pirimidina) (Malato et al., 2009). Es evidente que el ADN es uno de los objetivos
clave en la induccion lesiones a partir de las reacciones de foto-oxidacion, donde la
fuente de irradiacién influye particularmente. Dependiendo del tipo de luz la
eficiencia del proceso fotocatalitico con fines biocidas puede disminuir, ya que a
ciertas intensidades esta no es absorbida directamente por los acidos nucleicos. En
el caso de la luz ultravioleta su efectividad atiende a dafos en ciertas coenzimas o
citocromos en los microorganismos lo que repercute en operaciones fisiologicas
esenciales para el mantenimiento de la viabilidad de las células. Sin embargo, las
células a su vez presentan mecanismos moleculares de reparacion que le confieren
resistencia a los tratamientos fotocataliticos con luz UV en algunas ocasiones
(Pigeot et al., 2011).
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Se ha demostrado que la membrana y pared celular son los sitios primarios de
ataque de las especies reactivas de oxigeno foto generadas, con lo que se producen
una serie de alteraciones especialmente a nivel de la membrana por perdida de la
permeabilidad celular, a causa de la peroxidacion lipidica. Sin embargo, se
considera que los dafios posteriores producto del ataque oxidativo en los
componentes celulares internos, son en Ultima instancia un factor determinante en
la muerte celular. Entre las bases que soportan lo anterior se encuentran los trabajos
realizado por Matsunaga y colaboradores quienes reportan dafios en la célula
referentes a la inhibicion de enzimas de importancia vital, como la Coenzima A
(CoA) implicada en la respiracion celular. Asi como, los resultados reportados por
Saito y colaboradores, en los que se informa como efectos de la fotocatalisis en
Streptococcus sobrinus alteraciones en la membrana celular, la perdida de ciertos
iones intracelulares (K+), la liberacion de proteinas y ARN, seguido de la lisis celular,
tras ser aplicado el proceso fotocatalitico (Robertson et al., 2012).

3.3.2.4. Paradmetros que influyen en la fotocatdlisis heterogénea

Un gran numero de parametros influyen cualitativa y cuantitativamente en el
proceso de o6xido-reduccibn mediante fotocatalisis, por lo que resultan
determinantes en la eficiencia global del proceso. Entre las principales variables a
considerar en la practica de procesos de fotocatdlisis, se encuentran: el pH,
caracteristicas y tipo de catalizador, intensidad de la radiacion, la naturaleza y
concentracion de contaminante, presencia de aditivos, agentes oxidantes, disefio
del reactor, y en un menor grado la temperatura; ya que la velocidad de las
reacciones fotocataliticas no se modifica apreciablemente con la variacion de la
temperatura del sistema (Garcés et al., 2012).

Partiendo de caracteristicas como el pH, se tiene conocimiento de que el proceso
de fotocatalisis es mas eficiente en ambientes &cidos con valores de pH entre 3y 5.
Esta condicién afecta tanto las propiedades superficiales del catalizador como la
forma quimica del compuesto contaminante que se desea degradar;
manifestandose en variaciones en la velocidad de degradacion obtenida. Las
caracteristicas del fotocatalizador por su parte, presentan gran influencia en el
desarrollo de las reacciones de 6xido-reduccién, favoreciendo este proceso cuando
cualidades como una alta area superficial y tamafio uniforme de las particulas, se
relacionan con el fotocatalizador empleado. Otro factor importante en cuanto al
agente catalizador, es que este no se presente en exceso, de manera que no haya
un efecto pantalla que enmascare parte de la superficie de las particulas. La
intensidad de la radiacion es sin duda otro componente importante en la ejecucion
de reacciones fotocataliticas, influenciando directamente la cinética, respecto a la
formacion de pares e’/h+ (Narvaez y Cohen, 2012).
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Entre los factores tenidos en cuenta para evaluar la eficiencia de los procesos de
foto oxidacion, es importante la naturaleza y el tipo de contaminante a tratar. En la
aplicacion de fotocatalisis para la destruccién de microorganismos, se sugiere que
la tendencia en funcion del grado de sensibilidad que presenta cada microorganismo
a ser destruido por foto-oxidacion, representa una de las variables mas interesantes
en funcion de la respuesta esperada. En este sentido el comportamiento observado
por los diferentes trabajos en esta area, referentes a la susceptibilidad de cada tipo
de organismo al ser tratados por fotocatalisis, presenta el siguiente orden: virus,
bacterias Gram-negativas, bacterias Gram-positivas, parasitos, levaduras, y
esporas bacterianas; siendo estas Ultimas las méas resistentes a la destruccion
mediante procesos de oxidacion (Pigeot et al., 2011). Varias bacterias Gram-
negativas y Gram- positivas implicadas como patégenos en los seres humanos y
animales, se ha demostrado son inactivados mediante fotocatalisis. En el caso de
bacterias Gram positivas, se ha observado que estas presentan un mayor grado de
resistencia respecto a las de tipo Gram negativo. La diferencia sustancial en la
sensibilidad entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se atribuye a las
diferencias en la constitucion morfologica entre estos microorganismos; donde las
bacterias Gram- positivas presentan un mayor grado de resistencia, dado a la
estructura de su pared celular que consta de varias capas de peptidoglicano
resultando en un mayor grosor, en comparacion con la pared celular de las
bacterias Gram negativas, la que resulta mucho mas delgada (Ungureanu, et al.,
2015). Otros estudios, han reportado la inactivacion mediante fotocatalisis con TiOz2
nanoestructurado de parasitos, y de organismos eucariotas mas complejos como
levaduras y hongos filamentosos, donde se demuestra que la presencia de una
estructura mas sofisticada en el caso de estos organismos aumenta el grado de
resistencia a la destruccion mediante foto-oxidacion; por lo que es considerable el
efecto obtenido en funcion de las células que se desee destruir con la aplicacion de
estos procesos (Robertson et al., 2012; Thabet et al., 2013).

Determinadas sustancias o aditivos, también pueden influir en la eficacia del
proceso de fotocatalisis, por inhibicion del proceso o acelerando la velocidad de
degradacion del contaminante. Algunos aniones inorganicos en el caso de los
cloruros, sulfatos y fosfatos son ejemplo de ello. La inhibicion puede presentarse
por la adsorcién de los iones en el catalizador, que compiten con la adsorcién del
contaminante; o por el contrario la efectividad puede incrementarse cuando iones
como el «SO4 se forman resultando favorables, al ser fuertemente oxidantes. Otros
iones producidos a partir de sales de hierro, aumentan la velocidad de las foto-
reacciones, a partir de eventos adicionales que involucran reacciones tipo Fenton
reforzando el proceso, cuando el H202 hace parte de las especies oxidantes
producidas durante la fotocatalisis. Otros compuestos aditivos organicos como el
acido oxdlico, acido acético, y el formaldehido, pueden mejorar la actividad del
fotocatalizador al capturar agujeros durante el proceso, aumentando la selectividad
de este para la degradacion de los compuestos diana (Sownya y Meenakshi, 2015).
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Por otra parte en cuanto a la presencia de oxidantes, se sabe que estos resultan
necesarios para la degradacion del contaminante, al ser responsables de la captura
de huecos. Cuanto mas eficaz sea el oxidante en la captura de huecos, mayor sera
la velocidad del proceso (Narvaez y Cohen, 2012). El oxigeno es el oxidante méas
empleado, entre otras cosas al ser econdmico y no competir con el sustrato en el
proceso de adsorcién. En el caso del ozono este gas incoloro y con alto poder
oxidante, es la forma triatbmica del oxigeno (Os) y en fase acuosa se descompone
rapidamente a oxigeno y especies radicales. Es ampliamente utilizado para la
desinfeccién de agua potable y aguas residuales, por sus fuertes propiedades
oxidantes biocidas. Los mecanismos que influyen durante la oxidacién con ozono
dependen en la mayoria de los casos del pH de la solucidon. En condiciones acidas
la oxidacion directa se presenta con ozono molecular, mientras que, en condiciones
basicas o combinacién con luz UV y/o peroxido de hidrogeno predomina la oxidacion
debida al *OH. Para obtener resultados satisfactorios en el tratamiento con ozono,
es necesario que este se produzca continuamente en el lugar de la aplicacion; lo
gue constituye la mayor desventaja del proceso debido a los altos costos que esto
genera (Palomares, 2013). Finalmente factores como la geometria, la Optica,
distribucion de luz, tipo de flujo, entre otros relacionados con el tipo de reactor
empleado, van a influir sobre el rendimiento final del proceso fotocatalitico.
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4. METODOLOGIA

4.1. Areade Estudio

Los trabajos referentes al desarrollo de este estudio, se llevaron a cabo en el
laboratorio 44 de Xenobioticos del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria,
del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional, de la Ciudad de México.

A continuacion se describe la metodologia empleada para el tratamiento de aguas
de piscina con un sistema de fotocatdlisis heterogénea nano-TiOz2/energia visible.

4.2. Estrategias de trabajo

FASE
Plan de muestreo

FASEI
Caracterizacion de las muestras de agua de piscina.

e

Analisis fisicoquimico Analisis microbiolégico

FASE
Cultive y determinacion del inoculo de la cepa modelo (Escherichia coif).

FASE IV
Seleccion de las condiciones de tratamiento en el sistema fotocatalitico nano-
TiOz energia visible.

= -

Disefio experimental Tratamiento de las Analisis microbiolégico
muestras de la muestra tratada
|
FASEV

Analisis estadistico
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4.3. Plan de muestreo.

Las muestras fueron tomadas en una piscina de uso privado, ubicada en el
municipio Atlatlahucan, Estado de Morelos.

Se efectu6 un método de muestreo aleatorio simple (M.A.S), por técnica manual,
practicando las medidas de asepsia necesarias, para mantener la integridad de las
muestras recolectadas; destinando en el momento del muestreo un recipiente
exclusivo para la recoleccion de las muestras de agua con fines de analisis
microbiolégicos, y otro para los de tipo fisicoquimico (APHA, 2005). Para la toma de
las muestras se dispuso de recipientes de vidrio con capacidad de 500 mL
esterilizados previamente en autoclave (121°C, 1.5 atm, por 15 minutos),
adicionando en cada uno de los recipientes recolectores antes de ser esterilizados,
0.1 mL de una solucién de tiosulfato de sodio por cada 100mL de agua de piscina,
a una concentracion del 1.8%, para neutralizar los posibles desinfectantes
presentes en las muestras, como cloro u ozono (Papadopoulou et al.,, 2008).
Finalmente la captacion del agua se realiz6 a una distancia de 40 cm del margen de
la piscina, y una profundidad aproximada de 30 cm para evitar asi, los desechos
flotantes (NOM-000-SSA1-2010).

Inmediatamente después de recolectadas las muestras, estas se transportaron al
laboratorio en neveras portétiles a temperatura de refrigeracion (4°C), y se
conservaron a esta temperatura hasta su uso. Su andlisis se realizé en un lapso de
tiempo inferior a las 24 horas para conservar la confiabilidad de los resultados
(Loreto et al., 2009).

% FASE I

4.4. Caracterizaciéon de las muestras de agua de piscina

4.4.1. Andlisis fisicoquimico

La determinacion de los diferentes factores (Tabla 4), se efectué por medio de un
analizador multiparamétrico portatil de campo (HANNA instruments. HI 9828).
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Tabla 4. Factores fisicoquimicos evaluados.

FACTOR

EXPRESADO COMO
pH Unidades de pH
Temperatura (Grados centigrados (°C)
ORP-redox m (milivoltios)
44.1.1. Determinacion del nivel de cloro

El nivel de cloro se determin6 empleando el kit de pruebas rapidas (Chlorine
Bromine, pH pool and spa kit). Método cualitativo que se fundamenta en la
oxidacion del reactivo N,N-dietil-para-fenilendiamina (DPD) al reaccionar con el

cloro presente en el agua, generando una respuesta colorimétrica (Figura 5) (NOM-
000-SSA1-2010).

CL BR.
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Figura 5. Kit de pruebas rapidas para la deteccion de cloro en agua de piscina.
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4.4.1.2. Andlisis microbioldgico

Determinacion de microorganismos heterotrofos, coliformes totales y fecales
(Escherichia coli).

Fue aplicada la técnica de filtracién por membrana empleando un equipo de vidrio
porta membranas Millipore, para la caracterizacion microbiolégica del agua de
piscina. Para ello 100 mL de agua referentes a cada muestra se hicieron pasar por
filtros de membrana estériles con un tamafo de poro de 0.45 um y 47 mm de
diametro, aplicando vacio parcial (Colmenares et al., 2008).

Los analisis realizados corresponden a la cuantificacion de microorganismos
heterétrofos, coliformes totales y fecales. Para ello después de realizado el filtrado
de las muestras, se retiraron los filtros y se depositaron en los medios de cultivo
correspondientes. El agar Standard Plate Count (SIGMA) se utilizé para el conteo
de microorganismos heteroétrofos, y el Agar ENDO (SIGMA) para la verificacion de
coliformes totales y fecales; las colonias con coloracion rosa y colonias con brillo
metalico fueron contadas como coliformes totales y fecales, respectivamente. Las
placas se Incubaron 18-20 horas a 37°C (APHA, 2005).

FASE llI

4.5. Cultivo y determinacion del inéculo de la cepa modelo (Escherichia
coli).

La cepa a avaluar en este trabajo como microorganismo modelo, correspondié a
Escherichia coli CDBB-B-1010, proporcionada por la coleccidon de cultivos
microbianos, del Centro de investigacion y de estudios avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAYV), de la Ciudad de México.

Se hizo uso de esta bacteria en la fase IV del estudio correspondiente a, la
“seleccion de las condiciones de tratamiento en el sistema fotocatalitico nano- TiO2
/energia visible”, tal y como se describe en el apartado 4.6. Para ello se realizé un
subcultivo de la cepa en medio liquido (caldo nutritivo /SIGMA), y posteriormente se
determinaron titulos de concentracion conocida del microorganismo. Para lo
anterior, se procedi6 a la aplicacion del método de dilucion en serie con recuento en
placa, a partir de lo cual fueron obtenidas las soluciones a depositar en cada uno de
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los ensayos. Adicionando 1 ml del in6culo correspondiente en cada ensayo
fotocatalitico.

FASE IV

4.6. Seleccion delas condiciones de tratamiento en el sistema fotocatalitico
nano- TiO2/ energia visible.

4.6.1. Reactor fotoquimico Q-200

El fotorreactor “Foto Q-200” que fue utilizado, es fabricado por la empresa mexicana
SEV-PRENDO con sede en el estado de Querétaro. Este reactor que generalmente
es utilizado en el estudio de reacciones asistidas por luz ultravioleta, se compone
de un tubo interno recubierto, el cual es fabricado en cuarzo para permitir el paso
de la luz UV sin interferir en ella, y dar lugar a la circulaciéon interna de un fluido
liquido con el fin de prevenir el calentamiento de la lampara (ver figura 6); evitando
adicionalmente la posible interferencia del calor en el proceso estudiado.

El reactor se encuentra inserto en una cabina que protege al usuario de la radiacion
UV, haciendo a su vez mas seguro el equipo. En la parte inferior de la cabina se
encuentra un agitador magnético que regula una velocidad de 100 a 1000 rpm;
cuenta a su vez con su botén de encendido para la lampara UV, la cual funciona en
un rango de potencia de 0.038 a 0.880 mW/cm2; asi como con un condensador
gue permite adicionar una atmosfera inerte.

Para fines de este trabajo fueron adaptados adicionalmente, dos focos de 23 watts
para la evaluacién de una fuente de energia visible en el proceso fotocatalitico
(Figura 7).
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Figura 6. Reactor de fotoquimica Q-200.

Figura 7. Adaptacion del Reactor de fotoquimica Q-200, con luz visible.
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4.6.2. Ozonizador

El flujo de ozono para el tratamiento fotocatalitico nano-TiOz fue suministrado por
un ozonizador de la marca “Ozoni” (Ver figura 8), con una fuente de aire que provee
un flujo de aire de 1000 cm3/min; y fue dispersado uniformemente dentro del reactor

utilizando un difusor convencional.

—

—

—
Figura 8. Ozonizador adaptado al sistema fotocatalitico.

4.6.2.1.1. Preparacion de los soportes de nano- TiO2

La preparacion de las placas nano-TiOz se realiz6 con base en los trabajos

efectuados por Sinha et al., 2009 y Palomares, 2013.

Solucion conmogegoennla T Se da
ucio S f g
e Ear Limpieza de los A ratamiento gun
poestruciuva gopones solucion térmico. puesta en
da - TiO2 nanoestructura A
da TiO2 tacto.

Segundo
tratamiento
térmico

Figura 9. Diagrama general de la metodologia empleada para la preparacion de los

soportes recubiertos con peliculas de nano TiOz2.
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4.6.3.1. Solucidén nano estructurada TiO2

Las soluciones fueron preparadas y almacenadas en frascos de vidrio limpios. La
preparacion se llevd a cabo en una campana de flujo laminar con guantes y
mascarilla como medidas de proteccion, y en completa ausencia de luz para evitar
activaciones indeseadas de los polvos de TiO2. Las puntas utilizadas en las
micropipetas para la preparacion de la solucion, fueron desechadas como residuos
peligrosos.

Para un volumen final de 200 mL de solucion, se preparé una solucion con 2g de
TiO2 (Sigma, tamano de particula = 21 nm) mas 1.4 mL de HNOs concentrado
disueltos en 100 mL de agua des ionizada denominandose “Solucion A”. Se preparo
ademas, una segunda solucién compuesta de 250 pL de H202 al 30% (J.T. Baker),
836 uL de Isopropodxido de Titanio (TIP) marca Sigma y 100 mL de etanol absoluto,
determinada como “Solucion B”. Posteriormente se procedié a la mezcla de ambas
soluciones agregando lentamente la solucion A en la B dentro de una campana de
extraccion a temperatura ambiente. La mezcla de ambas soluciones se sometio a
sonicaciéon por 5 minutos en un recipiente de vidrio limpio, tapado y cubierto de la
luz para posteriormente ser almacenada en refrigeracion.

4.6.3.1.1. Recubrimiento de las placas con peliculas de TiO2

- Limpieza de soportes.

Con el fin de que las placas quedaran libres de cualquier impureza, se realizé una
limpieza mediante sonicacién en un equipo Bransonic 1510R-MT durante 15
minutos con 4 diferentes solventes en el siguiente orden: agua destilada, etanol
grado reactivo, acetona grado técnico y agua des ionizada. Posteriormente se
procedi6 al secado con aire a presion.

- Soportes en contacto con la solucion de TiOo.

Previo a la entrada en contacto con las placas, la solucidbn nanoestructurada se
sometid a sonicacion por 5 minutos para asegurar una correcta homogenizacion de
la misma. Después de ello, las placas fueron depositadas en un recipiente
rectangular de plastico donde les fue adicionada la solucion nanoestructurada hasta
dejarlas completamente sumergidas por un lapso de 2 horas.
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- Tratamiento térmico, formacion de peliculas delgadas.

Al transcurrir las dos horas las placas fueron retiradas de la solucion de TiOz, y
dispuestas dentro de la mufla en cajas Petri a una temperatura de 550 °C, por un
tiempo de una hora. Una vez concluido el tratamiento térmico, las placas con la
pelicula delgada de TiO2 volvieron en contacto con la solucion de TiOz, y
posteriormente al tratamiento térmico, con las mismas condiciones, una vez
terminado el proceso. Finalmente estos soportes se almacenaron en la oscuridad
hasta su intervencion en la parte experimental. Basado en el trabajo de Sinha y
colaboradores en 2009, tomado como referencia para la preparacion de las placas
nano-TiOz2; el recubrimiento de TiO2 realizado sobre el sustrato de vidrio, al ser
analizado por SEM ( Microscopia elecronica de barrido), arroja peliculas que
resultan homogéneas con un tamafio alrrededor de los 50 nm.

4.6.3. Disefio experimental

Para la seleccion de las condiciones de tratamiento del sistema fotocatalitico nano-
TiO2/ energia visible. Fue evaluado como microorganismo modelo Escherichia coli,
empleando un disefio factorial fraccionado 274

4.6.3.1. Disefio factorial fraccionado 274

Con el fin de comprobar la actividad degradativa de los soportes recubiertos con
peliculas nano- TiO2 en el proceso fotocatalitico, fueron analizadas diferentes
condiciones experimentales, determinando la influencia de cada una de estas con
base a la construccion de un disefio experimental. En este se evaluaron 7 factores
(variables), considerando dos niveles (nivel alto + y nivel bajo -) para cada factor; lo
cual corresponde a realizar 27 (2X) experimentos (Montgomery. D, 2004).

Sin embargo, puede considerarse que para fines experimentales el valor de K es
grande, lo que aumenta el nimero de corridas necesarias para realizar una réplica
completa del disefio (2= 128 experimentos); rebasando con rapidez la disponibilidad
de los recursos. Por ello se dio lugar a la realizacion de un disefio factorial
fraccionado, expresado como 274, -Este disefio elaborado a partir de cuatro
generadores, finalmente se proyecté en una sola replica de un disefio 22 en un
subconjunto de tres factores. Este tipo de disefios son Utiles en investigaciones que
se encuentran en su etapa inicial, cuando es posible que muchos de los factores
considerados en un principio tengan un efecto reducido o nulo sobre la respuesta.
Con ello es posible obtener informacion de los efectos principales y las interacciones

44



de orden inferior, corriendo Unicamente una fraccion del experimento factorial
completo. De esta manera se obtuvo para este disefio experimental, un total de 8
tratamientos complejos con 7 variables mas 5 tratamientos simples control.

En la tabla 5 se pueden apreciar las variables que fueron utilizadas dentro de este
disefio factorial fraccionado, asi como los valores altos y bajos empleados en los
diferentes tratamientos.

Tabla 5. Variables del disefio factorial fraccionado 27

pH Aire Ozono Tiempo [Oxalico] [Fe] [In6culo]

-1 55 OL/min  0L/min 30 min 120 40 10°
ppm ppm UFC/mL

+1 75 2.35 0.74 L/min 60 min 240 80 107
L/min ppm ppm UFC/mL

Segun lo reportado en diferentes investigaciones, entre las variables que influencian
en mayor grado los procesos fotocataliticos, se encuentra el oxigeno, puesto que
este acta como aceptor de electrones generandose el radical superéxido, como
promotor de mas radicales hidroxilos. A estos radicales se atribuye el efecto
bactericida dentro del proceso fotocatalitico, por lo que resulta ser el oxigeno, un
componente esencial para que sean efectuadas reacciones de oxidacion efectivas.
En este trabajo se incluyé el ozono (O3) como especie oxidante en la produccién de
radicales OH- .

Por otra parte, el aire como variable importante del proceso, se resalta al dar lugar
a una continua suspension del catalizador en la disolucién permitiendo una
degradacion mas homogénea; sustentado en lo anterior esta variable también fue
evaluada. Ademas de corroborar esta informacion, se buscOd determinar la
influencia del pH, el tiempo y la concentracién del contaminante (Escherichia coli),
ya gque estas condiciones se ha expresado, estan muy relacionadas con la cinética
de degradacion fotocatalitica (Garcés et al., 2012). Para finalizar, se buscé estudiar
el efecto del hierro en forma de sulfato ferroso y del &cido oxalico en solucién dentro
del proceso, respecto a si estos favorecen la actividad del catalizador y/o
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contribuyen en la inactivacion del microorganismo presente en el agua. Para ello se
adicionaron volumenes determinados de una solucién stock de cada compuesto en
cada tratamiento, ajustando asi la concentracion final deseada (tabla 5).

El disefio experimental con los 8 tratamientos, se puede apreciar en la Tabla 6.

Tabla 6. Disefio factorial fraccionado 274

EXPERIMENTO pH Aire Ozono Tiempo Oxalico Fe Inoculo

(min) (mg/L) (mg/L)
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

La variable de respuesta para los tratamientos realizados, atendi6 a la disminucién
de la cuenta del microorganismo Escherichia coli (UFC/mL) presente.

En la Tabla 7 se presentan las condiciones de los cinco tratamientos control que se
anexaron en este disefio experimental. Con estos tratamientos se busco verificar el
efecto de componentes como el TiO2 asistido por luz UV y luz visible, en la reduccion
de Escherichia coli en agua de piscina, asi como del sulfato ferroso y el acido oxalico
en presencia y ausencia de luz visible; como punto de referencia y contraste para el
andlisis del proceso estudiado.

Tabla 7. Condiciones de los tratamientos control incorporados al disefio factorial
fraccionado 274

CONTROL CONDICIONES

1 Luz UV (0.1 mW/cm?2), sin TiOz, por 30
minutos.

2 Luz visible, con TiOz, por 30 minutos

3 Luz UV (0.1 mpWicm?), con TiOz, por 30
minutos.

4 Oxalico, Fe, sin TiOz2, sin luz, por 30
minutos.

= Oxalico, Fe, sin TiOz2, luz visible, por 30
minutos.
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4.6.4. Puesta en marcha del tratamiento fotocatalitico nano-TiO2/energia
visible.

Para cada tratamiento a evaluar en esta fase, se utilizd6 un volumen de 800ml de
agua de piscina previamente autoclavada (121°C/ 1.5 atm/15 minutos), a la que se
adicion6 una concentracién conocida del microorganismo a evaluar (Escherichia
coli) (Tabla 6), tal como y como se describe en el apartado 3.5. “Cultivo y
determinacion del inoculo de la cepa modelo”. Asi mismo, se procedi6 al ajuste del
pH conforme a los valores méaximos y minimos establecidos por el disefio
experimental construido.

Durante cada tratamiento se hizo uso de ocho placas recubiertas con peliculas
delgadas de TiO2 en un vaso de precipitado con capacidad de 1 litro. La muestra
de agua en contacto con los soportes se dejé en reposo por un lapso de 30 minutos
en la oscuridad para permitir que el sistema llegara a un equilibrio de adsorcién
(Palomares, 2013). Una vez transcurrido este tiempo y controladas variables
adicionales como el suministro de ozono y la aireacion, asi como la presencia de la
fuente de energia luminica, se dio inicio al tratamiento correspondiente en el reactor
fotocatalitico

Tabla 8. Concentracion de los in6culos evaluados.

Mivel alto MNivel bajo
Escherichia coli
CcDBB-B-1010 Ensayo A 64X 107 UFC/ml 64x10° UFC/mil
Ensayo B: 23X107 UFC/ml 23x10° UFC/mi
Ensayo C: 38X107 UFC/mI 38x10° UFC/mi

Controles:
64X 10° UFC/mI
23X105 UFC/mI
38X105UFC/mI

Finalizado cada tratamiento se realizd un analisis microbiol6gico por medio de la
técnica recuento en placa, evaluando de este modo la disminucion del
microorganismo en la muestras tratada, y con ello directamente la eficiencia del
tratamiento fotocatalitico desarrollado.
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<> FASE V

4.7. Analisis estadistico

Para determinar el efecto y eficiencia de cada una de las variables integradas al
proceso en la reduccion de Escherichia coli, se llevd a cabo un andlisis de varianza,
efectos principales y regresion lineal, utilizando el Software Design-Expert® version
8.0.2. El analisis de varianza y efectos principales se realizo para llevar a cabo la
comparacion de los datos y estimacion de los componentes de variacion, asi como
para determinar qué factores incorporados al proceso presentan un efecto
significativo en la reduccion de Escherichia coli. EI analisis de regresion lineal se
abordd para conocer la dependencia del fenbmeno estudiado, respecto a los
diferentes factores involucrados en la respuesta.

La comparacion de tratamientos y sus variables se realizé a partir de un analisis de
comparaciéon de medias entre los tratamientos fotocataliticos y el grupo de
tratamientos control, para obtener estadisticos descriptivos de los diferentes grupos,
empleando el programa estadistico SAS (Stadistical Analysis System) version 9.1.
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.
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Tabla 9.

5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Cronograma de actividades

Actividades | Semana

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

1

2

3

4

2

3

4

1

2

3

1

2

Presentacion e induccion

Planteamiento de los objetivos

Revision bibliografica

Disefio metodologico y cronograma

Diserio experimental

Toma de muestras

Analisis fisicoguimico y microbioldgico

Elaboracion de los soportes de Nang-TiO2

Cultivo y obtencion de soluciones stock
(Escherichia coll)

10

Aplicacidn tratamientos Mano-TiO2/Energia
visible.

11

Analisis estadistico

12

Escritura del trabajo de grado

12

Entrega del trabajo escrito

14

sustentacion del trabajo de grado
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6. RESULTADOS

6.1. Muestreo

Las muestras de agua estudiadas en este trabajo fueron tomadas en una piscina de
uso privado, ubicada el municipio Atlatlahucan, Estado de Morelos. En la Tabla 10,
se presentan los aspectos generales de la piscina muestreada, asi como las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de sus aguas.

Tabla 10. Caracteristicas de la piscina muestreada.

CARACTERISTICAS DE LA PISCINA

Tipo de instalacién Privado
Método de tratamiento aplicado Cloracion
Dimensiones (Ancho /Largo) aJm/fm

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
Temperatura (*C) 232
pH 7.6
ORP- REDOX (mV) 637.7
Cloro (ppm) =5
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
Aerobios mesofilos (UFC/ml) TNTC
Coliformes totales (UFC/ml) 1
Coliformes fecales (UFC/ml) 0

“C (Grados Celsius), m (metros), mV (milivoltios), ppm (Partes por
millén), UFC (Unidades Formadoras de Colonia), TNTC (Too

Numerous To Count).

6.2. Caracterizacioén fisicoquimicay microbiolégica de las muestras de agua
de piscina.

Para la caracterizacion fisicoquimica del agua de piscina muestreada, se efectud la
medicién de cuatro factores en total que corresponden a la temperatura, el pH, el
potencial de oxido reduccion (ORP), y la concentracion de cloro residual; también
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se realiz6 un andlisis microbiolégico, para determinar la presencia de
microorganismos aerobios mesofilos, bacterias coliformes totales, y coliformes
fecales (Escherichia coli) en el agua.

En funcién de los parametros tenidos en cuenta para la caracterizacion fisicoquimica
del agua de piscina, fue determinado un valor de pH que se ubica ligeramente por
encima de los valores ideales (7.2-7.6); partiendo del método de tratamiento del
agua aplicado en esta piscina, referente a una desinfeccion quimica mediante
cloracion. Ya que el pH es un factor que presenta gran influencia en la actividad
efectiva de compuestos como el cloro. Referente a ello, se encontr6 que el agua de
piscina posee un nivel de concentracion de cloro elevado, que supera los valores
habituales sugeridos (Anexo 1) (Simard et al., 2013). Sin embargo, pese a este
resultado en contraste se hall6 un valor relativamente bajo en el potencial de 6xido
reduccion (ORP), teniendo en cuenta que se recomienda mantener valores de ORP
superiores a 650 o 700 mV, lo que permita establecer una relacion mas acertada
entre la eficiencia del método de desinfeccion por cloracion y la calidad
microbioldgica real del agua (Yu et al., 2009).

Por su parte, como resultado del analisis microbiologico realizado por el método de
filtracion por membrana, se identific un crecimiento abundante de microorganismos
aerobios mesofilos que supera los limites de conteo , por lo que este resultado fue
reportado como TNTC (Too Numerous To Count) (Davis, 2014). También se logré
determinar la presencia de coliformes totales (1 UFC/ 100mL); sin embargo no se
observd crecimiento bacterias coliformes fecales (Escherichia coli) a partir de las
muestras de agua analizadas (Anexo 2).

6.3. Seleccién delas condiciones de tratamiento en el sistema fotocatalitico
nano- TiOz/ energia visible.

Con el fin de verificar la actividad fotocatalitica y su eficacia en la reducciéon de
Escherichia coli tomado como microorganismo modelo, se evaluaron siete
diferentes variables considerando dos niveles para cada factor, mediante un disefio
experimental fraccionado 274 en el que la variable de respuesta atendié a la
reduccion de la cuenta microbiana.

En cada uno de los tratamientos se determind la disminucion del microorganismo
(Escherichia coli) en la muestra tratada, a partir del conteo en placa. Al respecto
como parte de los resultados se observd, que en funcion de las concentraciones
iniciales del microorganismo evaluadas, hubo una inactivacién considerable de la
bacteria en los 8 ensayos realizados. Resultando mayor la inactivacion de
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Escherichia coli en aquellos tratamientos en los cuales fue evaluado el nivel bajo de
concentracion del inéculo (10° UFC/ml), para los que se tuvo como resultado la
ausencia total de crecimiento en cuatro de los tratamientos realizados a este nivel
de concentracion de la bacteria, lo cual fue reportado como <10 UFC/mL de E. coli
(anexo 3). Por su parte, en aquellos tratamientos efectuados a partir del nivel alto
de concentracién del inéculo bacteriano (107 UFC/ml), aunque hubo una tasa
importante de disminucion respecto a la poblacion inicial, no se observd una
reduccion total del microorganismo (tabla 11). De ello es posible precisar una
relacion evidentemente directa entre la concentracion del indculo microbiano y su
influencia en la eficiencia lograda en el proceso de inactivacion.

Tabla 11. Resultados tratamientos fotocataliticos.

Diseiio experimental 2 (Tratamiento fotocatalitico nano TiOz / energia visible)

TRATAMIENTO pH Aireacion Ozono Tiempo Owxdlico Fe Inoculo  variable de respuesta (Ln)
Ln Media Desviacion Estandar

0
1 A - -1 1 1 1 4 g 0 0
0
9.03
2 1 A -1 1 1 1 1 gqg 8.4667 0.3989
8.21
6.9
3 -1 1 -1 A 1 -1 1 731 74133 0.4671
8.03
5.34
4 1 1 -1 1 A4 -1 -1 449 45033 0.6778

3.68

h
-
|
-
e
'
-
'
-
i
-
1
=
(=D = = = I — = =
=
=

0

8.69
8 1 1 1 1 1 1 1 gg7 86867 0.5022

9.3
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Aunque en todos los tratamientos se obtuvo una reduccién notable de Escherichia
coli, como parte del comportamiento observado dentro del proceso se identifico un
mejor resultado en aquellos ensayos realizados a un nivel bajo de pH (5.5),
especialmente en ausencia de ozono. En contraste, se hall6 que en presencia de
ozono, el proceso de inactivacion de Escherichia coli también arroja buenos
resultados a valores de pH mas altos (7.5). Por su parte el factor tiempo, no mostré
una mejora considerable en el grado de inactivacion de la bacteria. Otros factores
como la aireacién, la concentracion de oxalico, y Fe, también fueron estudiados. Sin
embargo, para un analisis con mas detalle, se presenta mas adelante el analisis
estadistico referente a cada una de las variables integradas al proceso, y su efecto
en reduccion de la cuenta microbiana.

Como parte importante en la realizaciobn de este trabajo se llevd a cabo la
incorporacion de un grupo tratamientos control para un mejor andlisis de proceso
estudiado. Dicho grupo estuvo integrado por cinco ensayos de control en total (tabla
12). A partir de los tratamientos control, se identificé preliminarmente un grado de
inactivacién equivalente de Escherichia coli en los controles 1 y 3. Atendiendo el
primer control al uso de irradiacion ultravioleta de forma individual, mientras que el
control 3 contempld la practica de la fotocatalisis heterogénea con TiO2 empleando
esta misma fuente de irradiacion (Luz UV); en estos dos se determind una
concentracion final del microrganismo <10 UFC/mL después del tratamiento.

En el control 4 referente a uso de oxalico y Fe en ausencia de luz, el comportamiento
observado atendi6 a una disminucion moderada de la cuenta microbiana. Mientras
que en el control 2 en el cual se utilizé TiO2 asistido por luz visible como fuente de
irradiacion, en ausencia de Fe y oxalico, no se aprecié un efecto considerable en la
reduccion. Teniendo en cuenta que para la realizacion de los ensayos del grupo de
control, se emplearon titulos de concentracién bacteriana de 10° UFC/mL.
Finalmente se observé que en el control 5 referente al uso de oxalico, Fe, luz visible,
y ausencia de TiO2, hubo una disminucion considerable del microorganismo
estudiado (Escherichia coli) (ver anexo 4). Estos resultados son descritos mas
adelante de manera integrada mediante el analisis estadistico de comparacion de
medias entre los tratamientos fotocataliticos y los tratamientos control.
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Tabla 12. . Resultados tratamientos control.

Variable de respuesta (Ln)

CONTROL - — -

Ln Media Desviacion Estandar
0

1 0 0 0
0
13.78

2 974 12.2633 1.7964
1327

3 0 0
a3

4 g47 10.0933 1.0041
11.51
5130

5 Gaa  6.2033 0.6159
6.34

6.4. Anaélisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico los resultados de la cuenta microbiana referentes
a Escherichia coli obtenidos, se normalizaron a partir de la determinacion del
logaritmo natural (Ln) de los mismos (anexos 5y 6).

6.4.1. Andlisis del Tratamiento fotocatalitico nano TiO2/ energia visible.

6.4.1.1. Andlisis de varianzay efectos principales

Como producto del analisis de varianza para la reduccion de Escherichia coli en
agua de piscina tratada por fotocatalisis nano TiO2/ energia visible, puede
determinarse la significancia del modelo (< 0.0001) a un nivel de confianza del 95
%. En este modelo los datos experimentales se ajustan con un coeficiente de
determinacion R2=99.08, siendo esta la proporcién de la varianza explicada por las
variables independientes estudiadas, con un coeficiente de variacion CV%= 12.43
(anexo 7). A su vez el andlisis de efectos principales presenta el efecto lineal
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estadisticamente significativo de los siete factores incorporados al proceso
fotocatalitico (P < 0.05) (tabla 13).

Tabla 13. Analisis de varianza (ANOVA) en la reduccién de Escherichia coli en agua
de piscina tratada por fotocatalisis nano TiO2/ energia visible.

Sourse 55 Df MSS F Prob > F
Model 350.24 7 50.03 24510 = 00001
A-pH T6.08 1 76.08 37267 = 0.0001

BE. Aireacion 55.24 1 55.24 270.58 = 0.0001
C. Ozono 51.30 1 51.30 251.32 = 0.0001
D. Tiempo 2.71 1 2.71 13.29 0.0022
E. Oxalico 367 1 367 18.00 0. 0006

F. Fe 10.28 1 10.28 5037 = 0.0001
G. Inoculo 150.95 1 150.95 T39.44 < 0.0001
Pure error 3.27 16 0.20
Cor total 353.51 23

S5 (5Suma de cuadrados), Df (Grados de libertad), MSS (Suma de cuadrados
media).

De acuerdo al andlisis de efectos principales para cada una de las variables
contempladas en el disefio de experimentos en la reduccién de Escherichia coli; los
factores G (concentracion del indculo), A (pH), y B (aireacién), son los que influyen
en mayor grado en la inactivacion del microorganismo a un nivel de confianza del
95% (figuras 10,11, 12). Puede observarse que para estas tres variables, la
respuesta en la reduccion de Escherichia coli es mejor a partir del nivel bajo
considerado para cada factor (pH 5.5, aire 0 L/min, 10° UFC/m).
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Figura 10. Grafica de efectos principales para el factor significativo (Inéculo)
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Figura 11. Grafico de efectos principales para el factor significativo (pH)
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Figura 12. Grafica de efectos principales para el factor significativo (Aireacion)

En la figura 13 puede observarse que el ozono también presenta un efecto
importante en la reduccidn microbiana, los resultados sugieren que la presencia de
ozono afecta positivamente la reduccién de Escherichia coli.
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Figura 13. Grafica de efectos principales para el factor significativo (Ozono)

Los Factores E (oxdlico) y F (Fe), aunque con un efecto menos pronunciado,
resultan significativos en la disminucion de la cuenta bacteriana (figuras 14 y 15).
Respecto a estos dos factores los resultados indican que a una concentracion baja
de oxalico y Fe, la respuesta es mejorada. Finalmente se observa que el factor D
(tiempo), pese a que afecta positivamente la reduccion de Escherichia coli, es la
variable que presenta menor influencia en la respuesta (figura 16).
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Figura 14. Grafica de efectos principales para el factor significativo (Oxalico)
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Figura 16. Grafica de efectos principales para el factor significativo (Tiempo).

6.4.1.2. Andlisis de regresion

A fin de estimar la posible relacion lineal existente entre la variable dependiente (de
respuesta) y las variables independientes (factores de control) integradas al
proceso, se procede al uso de los modelos de regresion; lo que permite conocer la
dependencia del fendmeno estudiado, respecto a los diferentes factores
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involucrados en la respuesta (Montgomery, 2004). Esto permite a su vez establecer
un modelo de comportamiento que se adecue al comportamiento real del sistema.
Los resultados obtenidos en funcién del andlisis de regresién arrojan un R? de
0.9908 que indica que una buena proporcién de ajuste se ha logrado con el modelo
lineal; y un C.V% = 12.43, con lo que el disefio experimental puede justificarse en
un 87.57%, en base a la contribucion de cada uno de los factores involucrados en
la respuesta de la variable dependiente (tabla 14). Adicionalmente el analisis de
regresion aporta un valor de 33.30 para la prediccion adecuada, de la respuesta de
la variable dependiente (explicada), en funcidon de las variables independientes
(explicativas). La prediccion adecuada mide la relacion sefial-ruido. EI valor
necesario para una prediccion adecuada ha de ser superior a 4; lo que sugiere que
el disefio puede ser utilizado. Este valor se obtiene a partir de la relacion entre la
respuesta maxima y minima predicha, y el producto de su multiplicacion por la
desviacion estandar promedio de cada respuesta predicha (Montgomery, 2004).

Tabla 14. Andlisis de regresion para la reduccién de Escherichia coli por fotocatalisis
nano TiOz/energia visible.

Coeficiente de determinacion (R2)  0.9908

Coeficiente de determinacion

ajustado 0.9867
Coeficiente de variacion
(C.V %) 12.43
Media 363
Desviacion estandar 0.45
Prediccion adecuada 33.300

Con la regresion lineal es posible modelar la relacion entre las variables
independientes (predictoras) y la variable dependiente (predicha), determinando
una expresién matematica que permita predecir la variable dependiente a partir de
las variables independientes. La relacion entre dos o mas variables a partir de
ecuaciones se denomina regresion lineal multiple. Este modelo puede expresarse
como: Yi= Lo+ B1X1+ B2Xo+ ... + BpXp + €, donde: Y:corresponde a la variable
dependiente, X1, X2...Xp a las variables independientes, B1, B2...8p alos parametros
gue miden la influencia que las variables independientes tienen sobre el regresando,
Bo a la interseccion o termino constante, y P al numero de pardmetros
independientes a tener en cuenta en la regresion (Pértega y Pita, 2000).
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La ecuacion 1 representa el modelo matematico de regresion multiple obtenido con
base a la repercusion de cada una de las variables en la disminucién de Escherichia
coli, que proviene del ordenamiento secuencial de la ecuacion final en términos de
factores codificados y reales (anexo 7).

Ecuacion 1. Modelo matematico del andlisis de regresion multiple para el
tratamiento fotocatalitico nano/TiO2 en la disminucién de Escherichia coli CDBB-B-
1011.

UFC (E. coli )= +3.63375 +1.78042 * pH +1.51708 * Aireacion - 1.46208 * Ozono
-0.33625 *Tiempo +0.39125 * Oxalico +0.65458 * Fe +2.50792 * Indculo

En la figura 17 se presenta el gréfico de Pareto, en el se expone de acuerdo al valor
del efecto significativo arrojado para uno de los siete factores, el orden de prioridad
de cada uno de estos y su influencia en la respuesta de la variable dependiente, en
la reduccion de Escherichia coli.
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Figura 17. Grafico de Pareto para el tratamiento fotocatalitico nano- TiO2 / energia
visible frente a la disminucion de Escherichia coli CDBB-B-1011.
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6.4.1.3. Diagnostico y validacion del modelo matematico

En la figura 18 puede observarse en el grafico de probabilidad normal, que los datos
presentan una distribucién normal, con lo que se asume como verdadero el principio
de normalidad. Adem4s, puede verse la integracion de cada una de las siete
variables en el proceso estudiado.
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Figura 18. Gréfico de probabilidad normal para el tratamiento fotocatalitico nano
TiO2 / energia visible frente a la disminucion de Escherichia coli CDBB-B-1011.
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Figura 19. Analisis de valores residuales vs. Valores predichos. Tratamiento
fotocatalitico nano TiOz2/ energia visible en la disminucion de Escherichia coli CDBB-
B-1011.
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En la figura 19 se expone el grafico de diagndstico de valores residuales vs. los
valores predichos, en el que se observa una distribucion homogénea, en la que no
se observa ninguna tendencia. Asumiendo como verdadero el principio de
homogeneidad del modelo.

6.4.2. Andlisis de comparacién de medias entre el tratamiento fotocatalitico
nano TiOz/energia visible y el grupo de tratamientos control.

De acuerdo al analisis de comparacion de medias entre el tratamiento fotocatalitico
nano TiO2/ energia visible y los tratamientos control, se obtuvo un efecto
comparable sin diferencias significativas en la disminucion de la cuenta de
Escherichia coli, entre los ensayos del grupo de control con solo luz UV, luz UV/TIiOz,
y los tratamientos fotocataliticos en los que se usa 0zono a una baja concentracion
del inoculo bacteriano (tratamientos 5, 6 y 7). En contraste se encontrd que hay una
diferencia significativa (p= 0.05) entre los tratamientos en los que se maneja un nivel
alto del inoculo, con relacion a los tratamientos en los que se emplea un nivel bajo
del mismo, siendo mas notoria la reduccion en este Ultimo caso; aun en presencia
de ozono.

Se observé adicionalmente que no hay diferencia significativa entre el tratamiento
fotocatalitico 3 y el control 5; control en el que a diferencia del tratamiento 3, no se
emplean los soportes de TiO2. En este sentido se evidencia que con solo oxalico,
Fe, y luz visible, en ausencia de di6xido de titanio, se presenta una reduccion
considerable de la cuenta microbiana. Por otra parte se encontr6 una diferencia
significativa en el control 4 respecto a los deméas ensayos de control, en el que
aunque con una tasa menor, existe una disminucién de la cuenta bacteriana en
presencia de Oxalico, Fe, y ausencia de luz. También se determiné que existe una
diferencia significativa en los ensayos 2 y 3 del grupo de control, en los cuales fue
evaluado el uso de TiO2 con luz visible y TiO2 con luz UV respectivamente; se
percibe que con TiO2y luz visible no se da una disminuciéon del microorganismo
(anexo 8).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Caracterizacion fisicoquimicay microbiolégica de las muestras de agua
de piscina.

La calidad del agua es una medida critica de las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas de los sistemas acuaticos. Estas reflejan la interaccion que tiene el agua
con el entorno en que se encuentra, contemplando tanto la intervencion de los
factores naturales, como aquellos mediados por la accién del hombre; lo que
permite tener una nocién de los posibles efectos que pueden generarse. Desde el
punto de vista de la salud publica, el control de la calidad de aguas de recreacién
como la de piscinas, es de gran importancia. Entre los parametros principales
considerados para el andlisis del nivel de aptitud de estas aguas, sin duda los méas
relevantes son aquellos relacionados con la condicion fisico-quimica vy
microbiolégica del liquido (Martinez y Alvarado, 2013); ya que estas caracteristicas
condicionan una serie de riesgos quimicos y biolégicos considerables para la salud,
especialmente en la transmisiébn de enfermedades infecciosas al hombre. De
acuerdo a esto, en este trabajo se llevd a cabo el analisis fisicoquimico y
microbiolégico de las muestras de agua de piscina; este Ultimo basado en la
determinacién de microorganismos aerobios mesofilos, bacterias coliformes totales
y fecales, como indicadores del riesgo biolégico en estas aguas.

Aunque cada tipo de agua presenta de manera natural un contenido particular de
microorganismos que no resultan necesariamente dafinos; cuando se desea
conocer el nivel de aptitud del agua son considerados una serie de analisis
enfocados en la determinacién de la presencia de microorganismos patdgenos
(Robles et al., 2013). Determinar el tipo de microorganismos presentes y su
concentracion en el agua, proporciona herramientas para conocer su calidad, al
igual que para la toma de decisiones en relacion al control de su tratamiento. Sin
embargo, el diagnoéstico de microorganismos patégenos de manera especifica
podria representar la necesidad de analisis especiales y costosos; es por esto que
se procede como alternativa a estos inconvenientes, al uso de indicadores
microbianos cuya identificacion atiende a métodos mas sencillos, rapidos y
econdémicos (Murrel et al., 2013). Estos indicadores aportan una idea de la
presencia de patdégenos en el agua, ya que su comportamiento frente a diferentes
factores como pH, temperatura, o ante los sistemas de desinfeccion, resulta similar
(WHO, 2006). El grupo de microorganismos coliformes totales y fecales ( géneros
Klebsiella spp, Citrobacter spp, Enterobacter spp, y Escherichia coli, entre otros)
han sido considerados como buenos indicadores de contaminacion bacteriana en el
agua, al ser habitantes comunes del tracto gastrointestinal tanto del hombre como
de los animales de sangre caliente, por estar presentes en el tracto gastrointestinal

63



en grandes cantidades, asi como por permanecer por mas tiempo en el agua que
las bacterias patégenas, y comportarse de igual manera que los patégenos en los
sistemas de desinfeccién. Otros microorganismos considerados como habitantes
naturales del agua siendo el caso de los microorganismos aerobios mesofilos
aungque en menor grado, también se contemplan en la evaluacion de la calidad del
agua, ya que también pueden proceder de la contaminacién (Pfaller, 2014). No
obstante hoy dia para algunos paises la determinacion de coliformes totales y
microorganismos aerobios mesofilos en aguas de piscinas, tiene poca utilidad en la
verificacion de la calidad microbiologica del agua. Considerando los
microorganismos fecales como un mejor reflejo de la presencia de contaminacion,
aportando un mayor nivel de asociacion al riesgo sanitario, en comparacion con el
resto de coliformes; ya que la determinacion de contaminacion de origen fecal en el
agua ponen en manifiesto la exposicidon del agua a condiciones que pudieran
determinar la llegada a la misma de microorganismos peligrosos, permitiendo la
proliferacion de especies patdogenas (Ramirez et al., 2004). Este es el caso de
paises como México, cuya normatividad para la regulacibn de la calidad
microbiolégica a nivel bacteriano en aguas de piscina, contempla el analisis
exclusivo de coliformes fecales (Escherichia coli), con un limite de permisibilidad <
40 UFC/100mL de coliformes fecales. A partir de ello podria definirse que el agua
de piscina analizada microbiolégicamente en este trabajo, se ajusta de manera
regular a este parametro, debido a que no se observo el crecimiento de coliformes
fecales a partir de las muestras de agua de piscina evaluadas; por lo que no se
resaltaria un riesgo evidente para la transmision de enfermedades con base en este
indicador (NOM-245-SSA1-2010). Sin embargo, aunque la legislacion de algunos
paises no lo contempla, ha de considerarse que la presencia de un nimero
elevado de microorganismos aerobios mesofilos y de coliformes totales aunque a
muy baja concentracion, tal y como se determiné en las muestras de agua de piscina
evaluadas, constituyen una alerta oportuna en torno al control y vigilancia del
proceso de desinfeccion empleado para el tratamiento del agua; a fin de evitar el
deterioro de la calidad sanitaria de la misma, con la posible aparicion de
microorganismos que representen un riesgo para la salud.

A nivel fisico-quimico factores como la temperatura, el pH, el potencial de 6xido-
reduccion (ORP), y la concentracién de cloro, son algunos de los criterios
contemplados con mayor frecuencia, por su influencia en los procesos de
tratamiento empleados para el mantenimiento adecuado de las piscinas;
especialmente en la desinfeccion por medio de la cloracion (Chowdhury et al.,
2014). La cloracion como método de desinfeccion del agua, es innegablemente el
mas utilizado por su economia, facil uso, y de manera importante por poseer un
caracter residual. Sin embargo, el uso de este compuesto cuyo proposito principal
atiende al mantenimiento de la calidad microbioldgica del agua, esta condicionado
por una serie de factores para lograr una actividad biocida eficiente, como lo son la
temperatura y el pH (WHO, 2006).
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El poder desinfectante del cloro radica en su capacidad de oxidacion. En presencia
de agua el cloro reacciona dando lugar a la formacién de acido hipocloroso,
considerada como la forma con mayor potencial de 6xido reduccion y con mas
actividad desinfectante; esta forma derivada del cloro predomina a valores de pH 5
aproximadamente. Sin embargo, a niveles de pH superiores a 7.5 se conoce que la
forma predominante que deriva del cloro atiende a iones hipoclorito; especies
guimicas con menor efecto biocida (WHO, 2006). Conforme a lo anterior, puede
entenderse la gran influencia del pH en la aplicacion satisfactoria de la cloracién
como método de desinfeccion en el agua de piscinas. Con lo que es posible precisar
gue un aumento en el pH disminuye sustancialmente la actividad biocida del cloro.
Es por esto que generalmente no resulta suficiente la determinacion de la
concentracion de cloro en el agua, cuando se desea conocer que tan eficiente ha
resultado el proceso de desinfeccion. Con base a ello, la determinacion de
parametros adicionales como el potencial ORP (potencial de O6xido-reduccion),
puede ser util. Esto se debe a que el equilibrio entre las dos formas de cloro en agua
antes mencionadas, cambia en funcién del pH, por lo que una determinada
concentracion de cloro en el agua no resulta en si mismo un indicador total de su
efecto. Al utilizar la determinacién del ORP como control adicional del proceso,
podra establecerse una mejor relacion entre la concentracion del cloro presente y la
actividad real de los procesos de 6xido reduccion. Teniendo en cuenta que tras esta
determinacidon se estd monitoreando la presencia del oxidante o reductor, y no el
compuesto quimico relacionado con este (Yu et al., 2014).

A este fendmeno descrito podria atribuirse la presencia del contenido considerable
de microorganismos aerobios mesofilos que se observo en el agua de piscina
analizada en este trabajo, asi como el haber logrado detectar aunque en bajo grado,
la presencia de coliformes totales; pese a la concentracidon elevada de cloro que se
identificé en la misma. Ya que el agua presentd un nivel de pH ligeramente alto y un
ORP por debajo de lo recomendado para un buen proceso de desinfeccion, sumado
a la temperatura reportada, la cual puede favorecer el aumento de la poblacion
bacteriana, tal y como se ha mencionado en algunos trabajos donde se sugiere que
a temperaturas superiores a los 20°C, puede darse un crecimiento intensivo de los
microorganismos especialmente, de aquellos de tipo heterétrofo (Diduch et al.,
2016). De ello deriva la importancia de la estabilizacién del pH para un mejor control
en la actividad del cloro durante el proceso de desinfeccion, ya que un exceso de
este compuesto en un rango de pH que no resulte apropiado, puede no ser una
garantia en la eliminacion total de los microorganismos. Este tipo de casos resaltan
la necesidad de procesos mejorados para el tratamiento del agua. Teniendo en
cuenta que aunque los rangos de concentracion de cloro que se consideran ideales
se encuentran entre 0.5 y 2 mg/L (Dallolio et al., 2013; Bach et al., 2015),
actualmente se evidencia un uso indiscriminado de este compuesto, que mas alla
de asegurar la calidad sanitaria del agua de las piscinas, puede repercutir
negativamente, al generar diferentes afecciones a la salud, que van desde la
irritacion dérmica y ocular, hasta efectos cancerigenos y mutagénicos producto de
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la formacién de subproductos de la desinfeccion como trihalometanos, acidos
haloacéticos, haloacetonitrilos, halocetonas, tricloronitrometanos, y cloraminas,
durante el proceso de desinfeccion mediante cloraciéon del agua de piscinas
(Doederer et al., 2014).

7.2. Tratamiento fotocatalitico

A partir de los resultados que se obtienen en este trabajo en la evaluacion de un
sistema fotocatalitico nano TiOz2/ energia visible, para la reduccion de Escherichia
coli como microorganismo modelo; son considerados diferentes factores como
responsables de la respuesta obtenida, en la que se resalta una disminucion
considerable de la cuenta bacteriana en los tratamientos realizados.

Como producto de los estudios abordados en torno a los sistemas fotocataliticos
que emplean materiales semiconductores como el TiO2 para la degradacién de
contaminantes; actualmente se tiene conocimiento de ciertos factores o tendencias
empiricas generales que condicionan la eficiencia de estos procesos. Entre estos
factores se encuentran el tamafo del cristal del material, el area superficial del TiOz,
la presencia de oxigeno, el pH, concentracion de compuestos organicos, el tiempo,
y de manera clave, la energia de fuente de radiacion (Hafizah y Sopyon, 2009).
Todos estos se involucran tanto con la generacion exitosa de los pares e- / h*, como
con la formacion posterior de las especies reactivas de oxigeno que permiten
finalmente la degradacion de contaminantes en un mayor o menor lapso de tiempo.
Un elemento como se ha mencionado que resulta trascendental, partiendo de que
estos procesos se basan en reacciones foto-asistidas, atiende precisamente a la
energia de fuente de radiacion. La energia de banda prohibida del TiO2 se encuentra
dentro del espectro de luz ultravioleta basado en las propiedades Opticas y
electrénicas que presentan las particulas de TiO2 como material semiconductor;
cuyo valor de banda prohibida se reporta en 3.2 eV (Ohno et al., 2004). En este
sentido se considera a esta energia como la minima necesaria para que se dé la
excitacion y formacion de pares e- / h* a partir de este material (Zhao et al., 2008;
Kaariainen et al., 2009; Villanueva, 2011). La energia de un fotén en la regién de la
luz ultravioleta es mayor que la de un fotén en la region de la luz visible, lo cual se
relaciona directamente con una disminucion en el potencial de reacciones de oxido-
reduccion en materiales como el TiO2 para los cuales puede ser limitada la
posibilidad de impulsar reacciones de este tipo cuando no se alcanzan a cumplir los
requisitos termodinamicos y cinéticos para ello (Ohtani, 2010). Acidos organicos
como el oxalico, se han empleado para modificar la superficie del TiO2y mejorar asi
su actividad. En investigaciones como la de Sownya y Meennakhi, en 2014 se
reporta una foto- degradacion efectiva de nitrato en agua, a partir del uso de TiOz,
en presencia de bajas concentraciones de oxalico. En este se obtuvo que en
presencia de acido oxalico se da una mejora considerable en la selectividad frente
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los compuestos a degradar en estas reacciones, no obstante se ve necesario para
lograr este resultado, que las reacciones sean igualmente asistidas con luz
ultravioleta. Esto podria relacionarse con el resultado obtenido en este trabajo, en
el que para las condiciones de reaccion evaluadas, no logré identificarse la
contribucion del TiOz en la reduccion de Escherichia coli con el uso de luz visible
como fuente de irradiacién, aun en presencia de oxalico y hierro como aditivos
dentro del proceso; donde las condiciones de operacion pudieron no ser suficientes
para la activacion exitosa del TiO2 (Ohtani, 2010). Con base a esto, la reduccion de
Escherichia coli en el presente trabajo, se atribuye a factores no relacionados con
la actividad del TiO2 como catalizador.

En funcion de la naturaleza de cada uno de los componentes integrados al proceso,
de manera preliminar se presenta un efecto natural esperado, producto de la adicién
de oxalico y hierro como aditivos en las reacciones fotocataliticas. IdentificAndose
que estos dos compuestos pueden influir por si mismos bajo las condiciones
evaluadas, generando una reduccion del microorganismo en el agua de piscina. La
presencia de un &acido orgénico en solucion como el oxalico, puede contribuir en la
reduccion de Escherichia coli por dos vias. La primera mediante un declive del pH
extracelular y la segunda, en la que la que el acido atraviesa la membrana celular
ocasionando una disminucion del pH intracelular, lo cual genera efectos drasticos
en la proliferacion del microorganismo, con un aumento de la fuerza i6nica y de la
turgencia celular, producto de la disociacion intracelular del &cido generando altas
concentraciones de aniones, que a su vez inhiben diferentes procesos del
metabolismo por desnaturalizacion de enzimas esenciales, y perdida de la
integridad de bases nitrogenadas como la purina. Esto incrementa la presion
mecanica sobre la pared del microorganismo, lo que puede desencadenar en la lisis
celular (Maris et al., 2004). No obstante el efecto de cada &cido organico ha de
determinarse empiricamente para cada microorganismo, pues son conocidos los
mecanismos de homeostasis empleados por algunas bacterias para sobrellevar
diferentes condiciones de estrés.

Por su parte la adicion de sales inorganicas como el sulfato ferroso, puede asociarse
en la reduccion de Escherichia coli, con efectos vinculados a la induccion del estrés
osmotico, por difusién del hierro hacia el interior de la célula, y a su vez con un
mayor flujo de sustancias toxicas producto de estos cambios. Sin embargo, la
capacidad de Escherichia coli para continuar siendo viable en presencia de
diferentes acidos organicos, y concentraciones elevadas de solutos, se atribuye a
la activacion de diferentes mecanismos que median un equilibrio de las condiciones
intracelulares y extracelulares (Foster, 2004). Entre estos se encuentra la regulacion
de las propiedades fisicas de la membrana con cambios en la permeabilidad a nivel
del contenido de lipidos, lo que modifica el transporte i6nico, asi como por la
activacion de sistemas como los AR1, AR2, y AR3, asociados con la resistencia a
los &cidos, cuya activacion se da aproximadamente a valores de pH 5 (Maurer et
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al., 2005). Estos sistemas en condiciones aerdbicas como anaerdbicas suelen
involucrar la descarboxilacion de amino&cidos para lograr una elevacion en el pH, y
asi mantener la viabilidad celular. Otros mecanismos de respuesta atienden a la
induccion de genes responsables de la reparacion de dafios como los OxyR y SoxR,
gue evitan el dafio del ADN en condiciones de estrés por acidez (HT y Foster, 2003).
También se ha observado en estudios como el realizado por Chu y Lu en 2004, que
la presencia de fuentes de carbono asimilables como el acido oxalico en el agua,
son empleadas a favor por los microorganismos contribuyendo a elevar su
metabolismo y con ello la tasa de reproduccién. Con base a esto, puede
considerarse que la reduccion de Escherichia coli en este trabajo podria verse
reforzada, por la actividad conjunta de reacciones adicionales que involucran la
formacién de complejos entre el oxalico y el sulfato ferroso, en presencia de la luz.

En investigaciones como la realizada por Spuhler y colaboradores en 2010, para la
descontaminacion de agua de bebida conteniendo Escherichia coli K12, se ha
reportado que en presencia de ligandos organicos como acidos carboxilicos (acido
oxalico, acido malénico, acido citrico), el hierro puede formar complejos estables
gue exhiben bandas de transferencia de carga del ligando al metal en el espectro
visible, que resultan foto- quimicamente activos. En este proceso pueden generarse
especies radicales intermedias como el CO2~ (radical anion didxido de carbono), el
cual posee un elevado potencial redox (Jeong y Yoon, 2004). Asi mismo, estudios
relacionados han reportado que una descarboxilacion rapida de estos radicales
intermedios contribuyen en la produccion simultdnea de iones Oz y de H202 en
sistemas acuosos. El peréxido de hidrogeno generado constituiria a su vez a partir
de un conjunto de reacciones consecutivas mediadas por la presencia de hierro,
una fuente para la generacion de radicales hidroxilo (OH) (Jeong y Yoon, 2005).
Esta formacién de compuestos en conjunto, serian los encargados por esta via de
generar los dafios a nivel de los constituyentes celulares producto del estrés
oxidativo, mediante el ataque a proteinas, y a los componentes de la membrana
(especialmente lipidos), aumentando la permeabilidad, y/o interrumpiendo los
gradientes ionicos transmembrana; ocasionando finalmente la inactivacion del
microorganismo. También se ha reportado una via indirecta por medio de la cual el
hierro al introducirse en la célula puede reaccionar con el H202 que se obtiene como
producto de la actividad metabdlica de algunas bacterias, dando lugar a la formacion
de especies radicales OH adicionales a nivel intracelular, lo que contribuye en la
generacion de dafios a nivel celular; este fenomeno también se ha observado en
condiciones de oscuridad. Se considera que el hierro en su forma Fe 2* presenta
mayor facilidad en su difusion a nivel de la célula, por su baja densidad de carga,
por lo que se considera que esta forma del hierro es la que presenta un mayor efecto
bactericida (Spuhler et al., 2010).

La aplicacién de este tipo de reacciones que abarcan la formacion de compuestos
fotosensibles entre algunos ligandos organicos y el hierro, que dan lugar a la
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generacion de especies con elevado potencial de 6xido-reduccién, ha mostrado
buenos resultados para la foto-reduccion de diversos compuestos inorganicos como
el cromo (Cr) y la foto- degradacion de contaminantes organicos como colorantes,
bacterias (E.coli) y herbicidas en el caso del 2,4-diclorofenoxiacético (Kwan y Chu,
2007; Ruales et al.,, 2016 ). No obstante se contemplan algunas necesidades
particulares como el ajuste y mantenimiento de pH de estas reacciones, para lo que
ha propuesto el uso de sistemas de auto titulacion para mantener estable el pH del
sistema. Por otra parte, se ha mencionado que aunque las reacciones que
involucran la presencia de hierro en procesos de foto-degradacion se dan mejor en
condiciones de acidez; en presencia de compuestos ligandos organicos se da la
posibilidad de ampliar el rango de pH de trabajo a valores entre 1.2 y 8.5, ya que
estos compuestos permiten al hierro mantener su solubilidad en estos intervalos y
una buena absorbancia en la region del espectro visible, situacion a favor para su
aplicaciébn en sistemas acuosos (Jeong y Yoon, 2005, Ruales et al., 2016).
Asimismo se ha identificado que factores como el suministro de oxigeno, no suelen
afectar considerablemente estos procesos (Jeong y Yoon, 2004). Otras
consideraciones como las proporciones y concentraciones optimas entre el ligando
organico y el hierro, aunque siempre se busca que sean en las cantidades mas
bajas, se observa que varian en funcién de las condiciones generales en que sean
abordadas este tipo de reacciones y la naturaleza del enfoque de su aplicacién, con
base a la literatura revisada. Actualmente este tipo de reacciones mediadas por
hierro y ligandos organicos, son motivo de interés al ser consideradas como una via
alterna para la foto- degradacion de contaminantes, sin la necesidad de agregar
compuestos catalizadores de elevado costo como el peroxido de hidrogeno, siendo
el caso particular de las reacciones de oxidacion de tipo Fenton. Ya que tal y como
se ha descrito, el peroxido de hidrogeno podria obtenerse in situ a partir de la
formacién de complejos entre ligandos organicos y el hierro. No obstante entre
algunas particularidades que son evaluadas derivadas de estas reacciones, esta la
necesidad de llevar a cabo la separacion de los productos finales de la reaccién, en
situaciones que lo ameriten (Sownya y Meennakshi, 2014). Esta consideracion
resultaria pertinente en aplicaciones referentes a la descontaminacion de aguas
como la de piscina.

Entre los parametros considerados en los procesos que median la reduccion de
poblaciones microbianas, se encuentran la condicion fisiolégica y concentracion
inicial de los microorganismos. De acuerdo a algunos estudios como el realizado
por Rincén y Pulgarin en 2004, en los cuales se ha evaluado la influencia de estos
factores en diferentes métodos de desinfeccion, especialmente a nivel fotocatalitico
para la reduccién de bacterias Gram negativas y Gram positivas; se ha determinado
que de acuerdo a la condicion fisioloégica del microrganismo, habra un menor o
mayor grado de susceptibilidad ante los procesos de desinfeccion, y que a una baja
concentracion de estos el resultado en la reduccion sera mayor. Esto supone que
a concentraciones altas del agente microbiano, se precisa de un tiempo mayor para
lograr la disminucion de la viabilidad celular; lo que atiende a una cinética de primer
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orden. Lo cual responde al comportamiento observado en la reduccién de
Escherichia coli en el presente trabajo; en el que se destaca ademas que a bajas
concentraciones del in6culo bacteriano resulta dificil percibir una variabilidad en la
reduccion de la cuenta microbiana bajo diferentes condiciones de tratamiento.

Por otra parte un mayor efecto en la reduccion de Escherichia coli como el
observado en este trabajo en presencia de ozono, puede ser comprendido con base
en la capacidad conocida que presenta este compuesto para eliminar por si mismo
de manera eficiente, una amplia gama de contaminantes organicos persistentes y
microorganismos (Audenaert et al., 2010). El poder germicida del ozono esté bien
documentado. Se ha reportado conforme a las cinéticas de inactivacion que a
concentraciones de ozono superiores a los 0.4mg/L se presenta una rapida
disminucién de microorganismos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
esporas de Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, entre muchos otros, en aguas
potables y residuales (Torres et al., 2010). Se sugiere que a concentraciones de
1.5mg/ L puede inactivarse hasta 5 unidades logaritmicas de microorganismos
como Candida albicans, en un tiempo menor a los 3 minutos. El efecto del ozono
recae en los dafios que ocasiona en moléculas bioldgicas tales como proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, lo que provoca la pérdida de la viabilidad celular. Este
efecto biocida se asocia a la oxidacion directa de los contaminantes en su forma
molecular (Os3), o mediante la generacion de ROS como radicales OH por
descomposicion del ozono en medio acuoso; dicha actividad se ha reportado a
niveles de pH acidos como basicos (Castagna y Ranieri, 2009; Palomares, 2013).
En este sentido se ha sugerido que su uso a bajas concentraciones acoplado a
tecnologias de oxidacion avanzada para la desinfeccién del agua, puede resultar
atil al promover una mayor degradacion de las sustancias contaminantes, y mejorar
la actividad de algunos catalizadores como el TiO2 (Muruganandham y Wu, 2007).
Sin embargo, aunque este compuesto es visto como uno de los oxidantes mas
potentes para la desinfeccion del agua, el no tener un caracter residual y requerir
un suministro continuo, aumenta los costos para el tratamiento de aguas como las
de piscina (WHO, 2006). Conforme a los resultados obtenidos y las condiciones de
tratamiento evaluadas en este trabajo, se observa que la presencia de este
compuesto puede favorecer la disminucion de Escherichia coli, particularmente
cuando existe una alta concentracion del microorganismo.

Finalmente como producto de las observaciones realizadas, el efecto que puede
ejercer la irradiacion con luz ultravioleta de manera individual, y en torno a
aplicaciones fotocataliticas en la inactivacion de Escherichia coli, puede entenderse
con base a las propiedades conocidas de la luz UV-A y UV-C para generar efectos
deletéreos en los microorganismos. Son innumerables los trabajos que reportan su
eficiencia para la inactivacion de gran variedad de microorganismos patdégenos,
incluyendo bacterias, protozoos y virus (Pigeot et al., 2012); especialmente por su
capacidad de penetracion en medios poco turbios como el agua de piscinas.
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8. CONCLUSIONES

Producto del analisis microbioldgico realizado al agua de piscina objeto de estudio
en este trabajo, se determina que aunque esta no evidencia un riesgo de
contaminacion bioldgica por microorganismos patdgenos de origen fecal; presenta
cierto nivel de deterioro en su calidad, con la presencia de coliformes totales en baja
concentracion, y un contenido abundante de microorganismos aerobios mesofilos.
Esto demarca la importancia de llevar a cabo un mejor control y vigilancia del
meétodo de desinfeccion aplicado al agua.

A nivel de los factores fisicoquimicos contemplados para el andlisis del agua de
piscina muestreada en este trabajo, se identificd que esta posee un nivel de pH que
se encuentra por encima de los valores considerados como ideales para el
mantenimiento de estas aguas, asi como un bajo potencial ORP; lo que puede
repercutir en la eficiencia alcanzada para la desinfeccién del agua en procesos
como la cloracion. A su vez se resalta que una concentracion elevada de cloro como
la encontrada, constituye un riesgo quimico importante por los efectos adversos a
la salud que este compuesto puede generar; lo que demanda un mayor control en
el proceso de dosificacion de este compuesto.

En funcidén de las condiciones de reaccion empleadas para la evaluacion del sistema
fotocatalitico nano-TiOz2/ energia visible, no es factible identificar la contribucion del
TiOzen la reduccién de Escherichia coli en agua de piscina; por lo que se considera
que la presencia de acido oxalico y sulfato ferroso como aditivos en el proceso, no
logran ejercer un efecto que promueva una mejora en la actividad de este
catalizador en el espectro visible.

Se identifica que los sietes factores evaluados en el proceso fotocatalitico presentan
un efecto significativo en la reduccion de Escherichia coli en agua de piscina. Este
proceso se vio favorecido a bajas concentraciones del inoculo bacteriano, un nivel
bajo de pH, ausencia de aire, bajas concentraciones de hierro y oxalico, presencia
de ozono, y en menor grado por un mayor tiempo de exposicion.

Entre los factores evaluados, la concentracion del indculo es el que presenta un
mayor efecto en la reduccién de Escherichia coli en agua de piscina. Es posible
precisar una relacién evidentemente directa entre la concentracién del inoculo
microbiano y su influencia en la eficiencia lograda en el proceso de inactivacion.
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El &cido oxalico y el sulfato ferroso en el proceso de fotocatélisis, contribuyen de
forma considerable en la reduccion poblacional de microorganismos como
Escherichia coli en aguas de piscina, tanto por las caracteristicas intrinsecas de
estos compuestos que afectan por diferentes vias la estructura, la fisiologia y el
metabolismo bacteriano; como por la posibilidad que sugiere su participacion en
reacciones asistidas por la luz en el espectro visible, que dan lugar a la formacion
de complejos foto-quimicamente activos, y con ello la generacidén de especies con
elevado potencial de 6xido-reduccion, que favorecen la perdida de la viabilidad
celular. Sin embargo, se consideran necesarios ensayos adicionales que permitan
conocer con mas detalle la calidad de este proceso, para determinar la viabilidad de
su aplicacion en la reduccién de microrganismos patdogenos de origen fecal en
aguas de piscina.
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9. RECOMENDACIONES

Resulta pertinente la aplicacion de métodos que permitan confirmar e identificar la
presencia de especies oxidantes y/o reductoras generadas en presencia de oxalico,
sulfato de hierro y luz visible durante el proceso, para que pueda establecerse con
mayor certeza el efecto que estas tienen en la inactivacién de los microorganismos.

Es recomendable un mayor control de variables como el pH. Se sugiere mantener
estable este factor durante las reacciones fotocataliticas, asi como su monitoreo.
También resulta oportuno evaluar el efecto del 4cido oxalico y el sulfato ferroso a
concentraciones mas bajas; asi como utilizar titulos bacterianos altos que permitan
detectar en mayor grado el comportamiento de los microorganismos, bajo diferentes
condiciones de reaccion.

Se considera prudente abordar para el estudio de estos experimentos, un menor
namero de variables a fin de tener un mayor control de las mismas, y con ello una
inferencia mas precisa de los resultados. A su vez resulta conveniente, emplear
disefios experimentales que permitan contemplar de mejor forma las interacciones
entre cada una de las variables involucradas al proceso, y su efecto en los
tratamientos; aminorando los sesgos que puedan generarse, y facilitar asi un mejor
andlisis.
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10.GLOSARIO

Aditivo: elemento o sustancia que se afiade a otro u otra para aumentar o mejorar
cualidades.

Bactericida: sustancia o agente fisico que es capaz de destruir las bacterias.

Desinfeccion: proceso de destruccion o inactivacion de microorganismos
patdgenos como bacterias, virus y protozoos; ya sea por medios fisicos, quimicos,
0 mecanicos.

Energia de banda prohibida: energia que debe recibir un electrén de la banda de
valencia para ser excitado a un estado libre, y poder participar en la conduccion
(banda de conduccion).

Efecto deletéreo: mortifero o venenoso.

Fotocatalisis: reaccion catalitica que involucra la absorcion de luz por parte de
un catalizador o sustrato. Es la aceleracion de la velocidad de una fotorreaccién en
presencia de un catalizador.

Fotoquimica: sub-disciplina de la quimica que estudia las interacciones entre
atomos, moléculas y la luz. Abarca las transformaciones quimicas provocadas o
catalizadas por la emisién o absorcién de luz visible o radiacion ultravioleta. Una
molécula en su estado fundamental puede absorber un quantum de energia
luminica, esto produce una transicion electrénica, en el que una molécula pasa a un
estado de mayor energia o estado excitado, resultando mas reactiva que en su
estado fundamental.

Foto-sensibilizacion: generacion mediante absorcion de luz, del estado excitado
de un foto-sensibilizador, de manera que éste durante el tiempo de vida de su
estado excitado, es capaz de ceder o transferir su exceso de energia a otra molécula
presente en el medio circundante, obteniéndose un estado excitado de la misma.

Nanotecnologia: area de la ciencia que abarca el analisis, sintesis, disefio,
manipulacion y aplicacion de materiales, dispositivos, y sistemas a través del control
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de la materia a nanoescala, asi como el aprovechamiento de fendmenos y
propiedades de la materia a ese nivel.

Nanomaterial: materiales fabricados en los que al menos una de sus dimensiones
se encuentra en escala de tamafo entre 1 y 100 nanémetros.

Nanocatalizador: sustancia o material con propiedades cataliticas que
tiene al menos una dimensién a nanoescala, ya sea externa o en términos de
las estructuras internas.

Potencial de 6xido reduccidn: es una medida de la actividad de los electrones. El
potencial redox se mide en milivoltios o voltios. Un valor positivo es indicativo de un
ambiente que favorece las reacciones de oxidacién y un valor negativo es indicativo
de un ambiente altamente reductor.

Oxido —reduccion: reaccién quimica en la que uno o mas electrones se transfieren
entre los reactivos, provocando un cambio en sus estados de oxidacion.

Reaccion Fenton: reaccion de oxidacién en la cual son producidas especies
radicales altamente reactivas (radicales hidroxilo), en presencia de peroxido de
hidrogeno y metales de transicion como catalizadores (generalmente hierro); en
condiciones acidas, y de presion y temperatura ambiente.

Semiconductores: Elementos que se comportan como conductores o aislantes
dependiendo de factores como el campo eléctrico, la presion, la radiacion, entre
otros. Con capacidad de conducir la electricidad mejor que un aislante bajo
determinadas condiciones, pero en menor grado que los elementos conductores
(metales).
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ANEXOS

Anexo 1. Resultado determinacién de cloro en muestra de agua de piscina.

Concentracion de cloro registrada > 5 ppm a un valor de pH de 7.8
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Anexo 2. Resultado analisis microbiologico de agua de piscina.

A. Crecimiento abundante de microorganismos aerobios mesdfilos, B. presencia de
coliformes totales en baja concentracion (1 UFC/ 100mL), y ausencia de crecimiento
de bacterias coliformes fecales (Escherichia coli).

A. Agar SPC (Replicas Aerobios mesofilos). B. Agar ENDO (Replicas coliformes totales y
Eschenchia coli).
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Anexo 3. Resultados reduccién de microorganismos patdogenos (Escherichia col
CDBB-B- 1010) por fotocatélisis nano TiO2/Energia visible.

Disminucion de Escherichia coli en la muestra tratada, a partir del conteo en placa.
Inactivacion considerable de la bacteria en los 8 ensayos realizados, con una mayor
reduccion en los tratamientos evaluados a un nivel bajo de concentracion del inoculo
(T1, T4, T5,T6,y T7).
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Anexo 4. Resultados tratamientos control (Escherichia coli CDBB-B- 1010).

Inactivacion equivalente de Escherichia coli en los controles 1 (Luz UV) y 3 (Luz UV-
TiOz2). Disminucion moderada de la cuenta microbiana en el control 4 (4cido oxalico
y Fe, en ausencia de luz). Control 2 (TiOz, luz visible, ausencia de Fe y acido oxalico)
no se aprecia un efecto considerable en la reduccién. Control 5 (acido oxalico, Fe,
luz visible, y ausencia de TiO2) disminucion considerable del microorganismo.

C1

c2

Cc4
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Anexo 5. Valores normalizados mediante la determinacién del logaritmo natural (Ln)
de los resultados de la cuenta microbiana referentes a Escherichia coli. Resultados

tratamiento fotocatalitico nano- TiO2/ energia visible.

Diseio experimental 27 (Tratamiento fotocatalitico nano TiO2/ energia visible)

TRATAMIENTO
1 4
2 1
3 4
4 1
5 1
6 1
7 1
8 1

1pH  Aireacion

L

Variable de

respuesta
Ozono Tiempo Oxélico Fe Indculo Ln UFC/ml

0
0
40
9,03
816
1 821
6.9
731
1 803
534
449
4 368
0

o e [ o B R Y s Y

40
869
8,07
1 93

<10
<10
<10
84 X107
35 X109
37 X109
10 X10°
15 X10°
31 X109
21 X10
9X10
4X10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
60 X107
32 X109
11 X10°
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Anexo 6. Valores normalizados mediante la determinacidn del logaritmo natural (Ln)
de los resultados de la cuenta microbiana referentes a Escherichia coli. Resultados
tratamientos control.

Variable de respuesta

Control Ln UFC/mL
0 =10
0 =10
1 0 <10
13,78 arx104
9,74 17X10°
2 13,27 58 X104
0 =10
0 =10
3 0 =10
93 11 X103
9,47 13 X103
4 11,51 10 X104
5,39 22 X10
6,88 9 X10
5 6,34 57 X10
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Anexo 7. Analisis de varianza (ANOVA) en la reduccion de Escherichia coli en agua
de piscina tratada por fotocatalisis nano TiO2/ energia visible.

La técnica ANOVA compara las medias de Y (variable dependiente) asociadas a los
distintos niveles del factor (X1, X2,..., Xn). Para ello se compara una medida de la
variacion entre diferentes niveles (MS-factor) con una medida de la variacion dentro
de cada nivel (MS-error). Si el MS-factor es significativamente mayor que el MS-
error, se concluye que las medias asociadas a diferentes niveles del factor (variable
independiente) son distintas. Esto significa que el factor influye significativamente
sobre la variable dependiente Y (Analisis de varianza ANOVA
http://www.uoc.edu/in3/emath/docs/ANOVA.pdf citado 30 de noviembre de 2015).

Response 1 UFC
ANOVA for selected factorial model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Il
p- value
Source Sum of Squares Df Mean Square F value Prob< F
Maodel 350.24 7 50.03 245.10 < 0.0001
A- pH 76.08 1 76.08 372.67 < 0.0001
B- Aireacion 55.24 1 55.24 270.58 < 0.0001
C-Ozono 51.30 1 51.30 251.32 < 0.0001
D- Tiempo 271 1 2.71 13.29 0.0022
E- Oxdlico 3.67 1 3.67 18.00 0.0006
F- Fe 10.28 1 10.28 50.37 < 0.0001
G- InGculo 150.95 1 150.85 735.44 < 0.0001
Pure Error 3.27 16 0.20
Cor Total 353.51 23

El valor F de 245,10 del modelo, implica que el modelo es significativo. Solo hay
oportunidad del 0.01% de que el " valor- F del modelo" pueda ocurrir debido al
ruido.

Los valores de "Prob> F" menores de 0,0500 indican que los términos del modelo
son significativos. En este caso A, B, C, D, E, F, G son los términos del modelo
significativos. Los valores superiores a 0.1000 indican que los términos modelo no
son significativos. Si hay muchos términos en el modelo que resultan insignificantes,
la reduccién de modelo puede mejorar su modelo.
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Desviacién estandar 0.45 R-Cuadrado 0.9908

Media 3.63 Adj R-Cuadrado 0.9867
CV.% 12.43 Pred R-Cuadrado 0.9792
PRESS 7.35 Prediccion adecuada 33.300

El "Pred R-Cuadrado” de 0.9792 es razonable de acuerdo con el "Adj R cuadrado”
de 0.9867.

“La prediccion adecuada" mide la relacion sefial-ruido. Una mayor proporcion de 4
es deseable. Su razon de 33.300 indica una sefial adecuada. Este modelo se puede
utilizar para navegar por el espacio de diseio.

Coefficient | Standard 95% Cl
Factor Stimate | 95% C1Df Error Low High VIF

Intercept 3.63 1 0.092 3.44 3.83 1.00
A- pH 1.78 1 0.092 1.58 1.98 1.00
B- Aireacion| 1.52 1 0.092 1.32 1.71 1.00
C- Ozono -1.46 1 0.092 -1.66 -1.27 1.00
D- Tiempo -0.34 1 0.092 -0.53 -0.14 1.00
E- Oxdlico 0.29 1 0.092 0.20 0.59 1.00
F- Fe 0.65 1 0.092 0.46 0.85 1.00
G- Indculo 251 1 0.092 231 270 1.00

Con la ecuacidn final en términos de factores codificados (A, B, C, D ,E ,F,G) y su
equivalente, la ecuacion final de factores reales (pH, aireacién, ozono, tiempo,
oxalico, Fe, inoculo), se conforma el modelo de regresion lineal multiple con el
ordenamiento secuencial de cada uno de los factores respecto a la expresion
numérica de su efecto sobre la variable dependiente (reduccidn de E. coli expresado
como UFC).

La relacién entre dos o mas variables a partir de ecuaciones se denomina regresion
lineal multiple. Este modelo puede expresarse como:

Yi= Lo+ BiX1+ BoXo+ ...+ LBpXpte€
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donde:
- Ytcorresponde a la variable dependiente
- X1, X2...Xp a las variables independientes
- B, B2...Bp pardmetros que miden la influencia que las variables
independientes tienen sobre el regresando
- Bo es la interseccion o termino constante, y P al numero de parametros
independientes a tener en cuenta en la regresion (Pértega y Pita, 2000).

La ecuacién final en términos de factores codificados:

UFC =
+3.63

+1.78 *A
+1.52 *B
-1.46 *C
-0.34 *D
+0.39 *E
+0.65 *F
+2.51 *G

La ecuacion final en términos de factores reales:

UFC =
+3.63375

+1.78042 * pH
+1.51708 * Aireacion
-1.46208 * Ozono
-0.33625 * Tiempo
+0.39125 * Oxalico
+0.65458 * Fe
+2.50792 * In6culo

Ecuacion 1. Modelo matematico del andlisis de regresion multiple para el
tratamiento fotocatalitico nano/TiOz en la disminucion de Escherichia coli CDBB-B-
1011.

UFC (E. coli )= +3.63375 +1.78042 * pH +1.51708 * Aireacién - 1.46208 * Ozono
-0.33625 *Tiempo +0.39125 * Oxalico +0.65458 * Fe +2.50792 * Inoculo

Fuente: Software Design-Expert® version 8.0.2.
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Anexo 8. Analisis de comparacion de medias entre el tratamiento fotocatalitico
nano TiO2 /energia visible y el grupo de tratamientos control.

Andlisis de comparacion de medias basado en un modelo lineal general (GML), para
la determinacion de medias con diferencia significativa, a un nivel de confianza del
95% (alfa 0.05).

a. Datos procesados

Observaciones | Tratamiento | Logaritmo natural Ln (UFC/mL)
1 tl 0.00
2 tl 0.00
3 tl 0.00
4 t2 9.03
5 t2 8.16
6 t2 8.21
7 t3 6.90
8 t3 7.31
9 t3 8.03
10 t4 5.34
11 t4 4.49
12 t4 3.68
13 t5 0.00
14 t5 0.00
15 t5 0.00
16 6 0.00
17 6 0.00
18 t6 0.00
19 t7 0.00
20 t7 0.00
21 t7 0.00
22 t8 8.69
23 t8 8.07
24 t8 9.30
25 cl 0.00
26 cl 0.00
27 cl 0.00
28 c2 13.78
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29 c2 9.74
30 c2 13.27
31 c3 0.00
32 c3 0.00
33 c3 0.00
34 c4 9.30
35 c4 9.47
36 c4 1151
37 c5 5.39
38 c5 6.88
39 c5 6.34

Sistema de SAS
El procedimiento GLM
Informacion Nivel Clase
Valores niveles de clase

Tratamientos 13 clt7t6t5t4t3t2tl c5c4c3 c2t8

NUmero de observaciones Leer 39
NUmero de observaciones utilizadas 3

Sistema SAS
El procedimiento GML

El modelo lineal general (GML) permite determinar si las medias de dos o mas
grupos son diferentes. Este modelo puede realizar comparaciones mdultiples entre
las medias de los niveles de los factores, para hallar diferencias significativas.

Diferencia minima significativa (LSD)

Tras la realizacion del analisis de varianza, si este analisis confirma la existencia de
diferencias significativas entre los tratamientos, se procede a investigar que medias
son distintas. El método de comparacion multiple, es empleado para la comparacion
de mas de dos medias de tratamientos. Esta prueba determina la diferencia minima
significativa (LSD), como el valor minimo necesario para considerar diferentes dos
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tratamientos. El proceso consiste en una prueba de hipétesis por parejas basada en
la distribucién t (Lara, 2005).

La minima diferencia significativa (LSD) se expresa como:

Donde:

)
+ —
T

L5D = fr_-.,u:.w—r\y,u'l S (_

- niy nj hacen referencia al nimero de observaciones correspondiente a

cada media

- N -Taelnimero de grados de libertad de la varianza residual
- Ta/2; N-I al valor critico de la distribucion t con N — | grados de libertad
que deja una probabilidad a su derecha igual a a/2.

Variable dependiente: UFC

Fuente DF Suma de Cuadrados Valor | Pr>F
cuadrados medios F
Modelo 12 7.729.439.64 | 644.119.970 | 97.88 | <.000
1 1
Error 26 171.100.667 0.6580795
Correccion 7.900.540.30
total 38 8
UFC
R- cuadrado | Coeficiente de variacion Raiz MSE mediana
0.978343 1.829.928 0.811221 4.433.077
Fuente DF Tipo I SS Cuadrado Valor F | Pr>F
medias
Tratamiento 12 7.729.439.641 644.119.970 97.88 <.0001
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Sistema SAS
El procedimiento GML

Pruebas t (LSD) para UFC

NOTA: Esta prueba no controla la tasa de error por experimento.

Alfa 0.05
Error grados de libertad 26
Error cuadratico medio 0.658079
Valor critico de t 205.553
Minima diferencia
significativa 13.615
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b. Resultado del analisis de comparacion de medias entre el tratamiento fotocatalitico
nano TiOz/energia visible y el grupo de tratamientos control.

Las medias representadas con la misma letra no presentan diferencia significativa.
Las Medias representadas con diferente letra, son significativamente diferentes.

t Agrupamiento Media N Tratamiento

A 12.2633 3 c2
B 10.0933 3 c4
C 8.6867 3 t8
C
C 8.4667 3 t2
C

D C 7.4133 3 t3

D

D 6.2033 3 c5
E 4.5033 3 t4
F 0.0000 3 tl
F
F 0.0000 3 c3
F
F 0.0000 3 t5
F
F 0.0000 3 t6
F
F 0.0000 3 t7
F
F 0.0000 3 cl

Fuente: Programa estadistico SAS (Stadistical Analysis System) version 9.1
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