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INTRODUCCION

El agua potable es el agua apta para el consumo humano; es decir, el agua que
puede beberse directamente o usarse para lavar y/o preparar alimentos sin
riesgo alguno para la salud. El agua es sumamente abundante en nuestro
planeta, y dado que es el solvente universal, a menudo contiene numerosos
elementos y sustancias disueltas en ella, que pueden (o0 no) ser detectadas a
simple vista. Estas sustancias modifican su sabor, color y olor, representando asi
un peligro potencial para el cuerpo humano. En los ultimos 50 afios, la extraccion
de agua de los rios y lagos ha aumentado cuatro veces ®. Si a ello se le suma,
gue la poblacion mundial aumenta a una velocidad de 200.000 personas al dia,
el problema tiende a empeorar 2. La salud del ser humano se ve afectada por
las condiciones del agua, saneamiento e higiene. La deficiencia en este servicio

deja numerosos casos de epidemias o intoxicaciones masivas.

El Ministerio de Salud estim6 que, para el departamento de Santander, el 10,2%
de la poblacion utilizé agua de bajo o nulo tratamiento y el 0,6% agua cruda o
tomada directamente de la fuente 3. En municipios como Lebrija (con una
poblacion de 39.398 habitantes) # existe un alto impacto en las corrientes
hidricas, debido a la recepcion de aguas residuales domésticas e industriales del
Area Metropolitana de Bucaramanga y otros municipios en la cuenca del rio
Lebrija °. Con este proyecto se busca continuar el estudio de una alternativa de

potabilizacion del agua, el cual se enfoca en eliminar la bacteria E. coli (ya que

1 GIORDAN, André y SOUCHON. (OEl), Organizacién de Estados Iberoamericanos, de La
educacion ambiental: guia practica, Sevilla, 1995.

2 UNESCO. Programa de educacién sobre problemas ambientales en las ciudades,
Departamento de Urbanismo, Vivienda y Medio Ambiente del Gobierno Vasco: Los Libros de la
Catarata, 1995.

3 MINISTERIO DE SALUD Y PROTECCION SOCIAL. Informe Nacional de Calidad del Agua para
Consumo Humano (INCA). Bogot4, D.C., 2016.

4 DANE. Proyecciones de poblacién municipales por area, 2005.

5 CORPORACION AUTONOMA REGIONAL PARA LA DEFENSA DE LA MESETA DE
BUCARAMANGA., «Informe Estado de los Recursos Naturales.,» 2018, pp. 6-38.
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se encuentra en el agua de consumo y es causante de enfermedades
gastrointestinales en las personas) ¢, mediante la fotocatdlisis con el TiO2 7. En
estudios anteriores realizados en el CICAT, se ha demostrado que se elimina la
bacteria mediante esta metodologia, ahora se va a continuar con este analisis
incluyendo sales inorganicas como carbonato de plomo y cloruro de niquel, ya
gue iones de plomo y niquel se encuentran en el agua de consumo de la vereda
santa rosa del municipio de Lebrija. Con estas sales, se busca determinar si
afecta al proceso de desinfeccion del agua contaminada con el E. coli (si actian
como un inhibidor o genera cambios afectando el proceso). Por lo tanto, se
quiere aportar en la busqueda de una alternativa de potabilizacion que sea
efectiva, rapida, facil de manipular y controlar en sectores rurales que carecen

de agua apta para el consumo humano.

El incremento sobreviniente de poblacion conllevard a mayor concentracion de
coliformes totales y fecales, por ello aumentara el riesgo de desmejorar la calidad
de agua que se consumira en la poblacion si no se toman medidas preventivas
y correctivas. Los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales,
definidos como bacterias presentes en el intestino de animales de sangre
caliente y humanos (también conocidos como coliformes termo tolerantes);
aproximadamente el 95 % del grupo de los coliformes presentes en heces

fecales estan formados por Escherichia coli.

En Colombia, la calidad del agua potable se rige por la resolucion 2115 de 2007,

expedida por el Ministerio de La Proteccion Social y el Ministerio de Ambiente,

6 ARDILA BARAJAS, Martha Janeth. Evaluacion de la eficiencia de la planta de tratamiento para
la potabilizacion de agua del municipio de Lebrija (Santander). Tesis doctoral. Bucaramanga:
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica, 2011. 54 p.

7 DUARTE MANTILLA, Maria Mercedes y FERNANDEZ CRISTANCHO, Eyleen Vanessa.
Evaluacion de la efectividad del TiO2 con Ag en la Fotodesinfeccién de agua utilizando un
colector parabdlico compuesto (CPC), Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bucaramanga:
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de
Ingenieria Quimica, 2012.
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Vivienda y Desarrollo Territorial 8. En el anexo A se especifican los valores
maximos aceptables para elementos, compuestos quimicos y mezclas
permitidos para el agua de consumo humano; los cuales se cotejaron con los
analisis de las muestras de agua provenientes de la Vereda de Santa Rosa del
municipio de Lebrija-Santander y realizados por el laboratorio de aguas y suelos
del centro de estudio e investigacion ambientales (CEIAM-UIS) (Ver Anexo B),
en donde se puede observar una alta concentracién de metales de Plomo y
Niquel sobrepasando el limite permitido por la resolucion.

En este sentido, el agua potable es aquella que, por cumplir las caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiolégicas, en las condiciones sefialadas en el decreto
1575 de 2007 y demas normas que la reglamenten, es apta para consumo
humano °. A pesar que los métodos convencionales (bioldgicos, quimicos y
fisicos) para el tratamiento de agua potable son de bajo costo y de facil
aplicacion, presentan desventajas y limitaciones en la eficiencia de la remocion
de contaminantes ° 1. Se han desarrollo metodologias de descontaminacion
gue tienen en cuenta factores fundamentales como la naturaleza y propiedades
fisicoquimicas del sistema, la factibilidad de reutilizacion, la economia, la eficacia
de los procesos y su rango de aplicacion. Entre éstas metodologias se

encuentran los Procesos Avanzados de Oxidacion (PAOSs), los cuales han sido

8 MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL Y MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y
DESARROLLO TERRITORIAL, de Caracteristicas Quimicas que tienen reconocido efecto
adverso en la salud humana, resolucion 2115 del 2007.

9 DOMENECH, Xavier y JARDIM, Wilson y LITTER, Marta. de “Procesos avanzados de oxidacién
para la eliminaciéon de contaminantes”, 2004.

10 MARIANI, Melisa Lourdes. Degradaciéon de mezclas de contaminantes en agua utilizando el
proceso avanzado de oxidacion que emplea la combinacién de radiacion ultravioleta y perdxido
de hidrégeno. Tesis Doctora en Tecnologia Quimica. Argentina: Universidad Nacional del Litoral,
2014.

1 FORERO, Jorge Enrique y ORTIZ, Olga Patricia y RIOS, Fabian. Aplicacién de procesos de
oxidacion avanzada como tratamiento de fenol en aguas residuales industriales de refineria. Vol.,
N° 3 (2005); 99-100 p.
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utilizados con éxito en la remocion de numerosos contaminantes 2 13, debido a
sus fuertes caracteristicas oxidativas que le confieren ventajas como: la
transformacion quimica de la fase del contaminante, que puede en ocasiones
llegar a la mineralizacion completa CO2, H2O e iones o acidos inorganicos; el
tratamiento de compuestos refractarios y el tratamiento de contaminantes en
bajas concentraciones, de igual forma, el mejoramiento de las propiedades
organolépticas del agua tratada, la eliminacién de efectos sobre la salud de
desinfectantes como el cloro y su utilidad en procesos de desinfeccion. Una de
las PAOs que ha sido ampliamente estudiada es la fotocatalisis heterogénea, la
cual se basa en el proceso de absorcion directa o indirecta de energia radiante
(visible o UV) por un fotocatalizador heterogéneo (semiconductor de banda
ancha). Este proceso ocurre en la region interfacial entre solido excitado y
solucion. En estas reacciones intervienen las especies reactivas oxidantes
(ROS): radicales hidroxilos (OH"), radicales superéxidos (O2") y perdxido de

hidrégeno (H202), componentes activos que provocan el efecto bactericida.

Existen diversos materiales econOmicamente asequibles con propiedades
idoneas para actuar como fotocatalizadores, entre estos, ZnO, CdS, 6xidos de
hierro, WO3, ZnS y TiOg; este ultimo es uno de los mas estudiados hasta el
momento debido a que presenta una elevada estabilidad quimica que lo hace
apto para trabajar en un amplio rango de pH al mismo tiempo que es capaz de
producir transiciones electronicas por absorcion de luz en el ultravioleta cercano
(UV-A) ** En la Gltima década, el CENTRO DE INVESTIGACION EN CATALISIS
(CICAT), de la Universidad Industrial de Santander (UIS), ha estudiado la

eficiencia del proceso de fotocatdlisis heterogénea en la desinfeccion de agua

12 AUTIN, Olivier y HART, Julie y MACADAM, Jitka. Comparison of UV/H202 and UV/TiO2 for
the degradation of metaldehyde: Kinetics and the impact of background organics. En: Water
Research, Vol., N° 46 (2012); 5655-5662 p.

13 RUAN, Xin-Chao y Al, Rui y JIN, Xiao y ZENG, Qing-Fu. Water, Air, & Soil Pollution. En:
Photodegradation of Tri (2-chloroethyl) Phosphate in Aqueous Solution by UV/H202, Vol., N°
(2013); 224 p.

14 ZHANG, Beibei; FENG, Jianfang y GONG, Tingting. Evaluation of DBPs formation from SMPs
exposed to chlorine, chloramine and ozone. En: Journal of Water and Health, Vol., N° 15 (2017);
185-195 p.

16



con carga organica simulada en un reactor CPC, utilizando como contaminante
la cepa E. ColiATCC 11229y como catalizador, TiO2 P-25 Degussa inmovilizado
en fibras textiles. Los resultados obtenidos por el CICAT en el afio 2017 indicaron
gue la inmovilizacién del TiO2 en las fibras textiles permite la descontaminacién
de mayores volimenes de agua con una cantidad minima de catalizador, esto
debido a la posibilidad de reusar los textiles en diferentes reacciones de
desinfeccion, asi mismo, se evidencid6 una mayor disminucion de la
concentracion bacteriana en pruebas para el TiO2 inmovilizado respecto al TiO>
suspendido en los primeros minutos de reaccion *°. Estos resultados son
coherentes con los obtenidos por Rincon, et al., ¢ en el afio 2014, debido a que
en este estudio se confirma que la presencia de TiO; acelera el efecto de accion
de la luz y la inactivacion bacteriana (E. Coli) sin recuperacion durante 24 h

posteriores a la interrupcion de la exposicion a la radiacion solar.

Los resultados obtenidos hasta el momento por el CICAT muestran que se tiene
una matriz de agua pura, contaminada unicamente con la bacteria E. coli, sin
embargo, la realidad es diferente hay otras sustancias presentes en el agua,
como impurezas, metales solubles, particulas, materia organica y otros

microorganismos.

Es por esto que en el presente proyecto de investigacion se plantea el analisis
de los efectos de sales inorganicas, que para el caso particular de este trabajo
se enfoco6 en que sobrepasan la norma en el agua para consumo del sector rural
del municipio de Lebrija, Santander, ya que es importante determinar la influencia
de estas sales para continuar con el estudio detallado de los efectos que tienen

los diferentes agentes contaminantes sobre el proceso de fotocatalisis

15 CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando.
Fotodesinfeccion de agua contaminada mediante TiO2 inmovilizado sobre fibras textiles en un
reactor Cpc. Bucaramanga, 2017, Tesis Doctoral. Universidad industrial de Santander. Facultad
de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica

16 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Field solar E. coli inactivation in the absence
and presence of TiO2: is UV solar dose an appropriate parameter for standardization of water
solar disinfection. En: Journals & Books sciencedirect, Vol., N° 77 (635-648, 2004); 635-648 p
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heterogénea para su aplicacion real a futuro en el tratamiento de agua en

sectores con poca o ninguna infraestructura de potabilizacion.

Buena parte de la fracciéon inorganica esta en forma soluble, aunque también es
significativa la parte insoluble que se presenta en forma de particulas en
suspensién. Por su impacto ambiental son mas relevantes las especies solubles
dado que en esta forma las sustancias son mas moviles y su alcance téxico es
mayor . Cuando se desea cuantificar el nimero de bacterias presentes en
multiples muestras, los procedimientos de rutina suelen consumir mucho tiempo.
En ese periodo las muestras podrian sufrir modificaciones en su poblacién. En
el presente trabajo se evalla una alternativa para cuantificar bacterias
cultivables de forma masiva y rapida. Las bacterias se incuban el tiempo
necesario, se cuentan el niumero de colonias presentes en la dilucion y se calcula
el numero de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL) para cada
muestra. La metodologia se denomina "Goteo por Sellado en Placa Masivo"
(GSPM) o “Recuento de bacterias por Microgota”, y ha sido aplicada para
cuantificar exitosamente microorganismos provenientes de diferentes muestras
de laboratorio, por ejemplo, de cultivos liquidos, muestras clinicas (como
exudados y secreciones) y bacterias presentes en la rizosfera de plantas de
maiz. Sin embargo, la metodologia se aplica para contabilizar masivamente a
bacterias de cualquier otra procedencia 8. Teniendo en cuenta los trabajos
desarrollados anteriormente en el tema se determind que la fase de crecimiento

de E. Coli més resistente al estrés oxidativo es la fase estacionaria *°, dato que

17 CORRAL LUGO, Andrés; MORALES GARCIA, Yolanda Elizabeth; PAZOS ROJAS, Laura
Abisai y RAMIREZ VALVERDE, Araceli. Cuantificacién de bacterias cultivables mediante el
método de “Goteo en Placa por Sellado (o estampado) Masivo. En: Revista Colombiana de
Biotecnologia, Vol., N° 14 ( 2012); 147-156 p.

18 QUISTIAN GARCIA, Hylary. La Microbiologia, es el estudio de los organismos microscopicos,
deriva de 3 palabras griegas: mikros (pequefio), bios (vida) y logos (ciencia) que conjuntamente
significan el estudio de la vida microscépica, 2014.

19 ACOSTA, Sebastian y BARENO, Leidy Carolina. Estudio de estrategias para el aumento de la
vida atil de textiles fotobactericidas TiO2/algoddn utilizados en la desinfeccion de aguas
contaminadas con E. coli. Bucaramanga, 2020, Trabajo de grado. Universidad industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica
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se tomo debido a que los objetivos del proyecto se enfocan a estudiar el efecto
de desinfeccion de E.coli en su fase estacionaria.

Las sales utilizadas fueron Acetato de plomo (ll) y Cloruro de Niquel (Il). La sal
de plomo es un compuesto quimico cristalino de color blanco. Se obtiene
tratando litargirio (6xido de plomo (II) o PbO) con acido acético. Al igual que otros
compuestos plumbeos, es una sustancia muy téxica ademas es soluble en agua
y glicerina. Con agua, forma el trihidrato, Pb (CH3COO)2-3H20, que es una
sustancia cristalina monoclinica eflorescente de color blanco o incoloro. La
sustancia se usa como reactivo para generar otros compuestos de plomo y como
fijador para algunos tintes. En bajas concentraciones, es el principal ingrediente
activo en una variada gama de tintes de pelo. También se utiliza como mordiente

en impresion y tinte textil y como desecante en pinturas y barnices.

La sal de niquel anhidra es amarilla, pero el hidrato méas conocido, NiClz- 6H>0,
es verde. Muy raras veces se lo encuentra en la naturaleza. Se utiliza como
colorante de la ceramica, para la fabricacion de catalizadores de niquel y para el
niquelado galvanico. En general es la fuente mas importante de niquel para la

sintesis quimica, finalmente las sales de niquel son carcinogénicas.

Estas sales estan presentes en el agua del rio de Lebrija debido a los altos
indices de contaminacién que recaen en la mala asistencia técnica de los
operarios de las plantas de tratamiento de agua y el deterioro en la

infraestructura de las mismas 2°.

Por lo cual con el presente trabajo se busca evidenciar, ¢ si las sales de (Acetato
de plomo (II) y Cloruro de Niquel (1)) inhiben o favorecen el proceso fotocatalitico
de desinfeccion de aguas (sintéticas) contaminadas con E. coli utilizando el TiO2

inmovilizado sobre fibras textiles?

20 ALVARADO RIOS, Valesca. En 80% de los municipios de Santander se consume agua
contaminada, 2017.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de sales inorganicas (Acetato de plomo (ll) y Cloruro de Niquel
(i) en el proceso fotocatalitico de desinfeccion de aguas (sintéticas)
contaminadas con E. coli, en su fase estacionaria, utilizando TiO2> como

catalizador.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la influencia de la concentracion de cada sal inorganica sobre la

eficiencia del proceso fotocatalitico de desinfeccion de E. coli.

Determinar la influencia de la mezcla de dos sales inorganicas en distinta
proporcion, sobre la eficiencia del proceso fotocatalitico de desinfeccion de E.

coli.
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2. METODOLOGIA

El proyecto consta de dos etapas fundamentales para dar respuesta a los 2
objetivos especificos propuestos mostradas en la Figura 1. La primera etapa
consistio en la fotodesinfeccion de agua contaminada con E. coli, utilizando la
sal de manera individual para la modificacién de la matriz de agua y en la
segunda etapa se usO la mezcla de las dos sales para modificar la matriz de
agua que se empled en el proceso fotocatalitico de desinfeccion.

Figura 1 Fases metodoldgicas del proyecto

PRUEBAS DE
ACTIVIDADES DESINFECCION DE E.COLI
PREVIAS CON ACETATO DE PLOMO

Y CLORURO DE NIQUEL

Inmovilizacién del
catalizador (TiOz2) en las

- fibras textiles 0 ETAPA 1:

~ Fotodesinfeccion de cada sal
en distinta concentracion
e Reactivaciéon de Escherichia v
coli

e ETAPA 2:
g Fotodesinfeccion de la mezcla

Preparacién de Escherichia o
; de las dos sales en distinta
coli para las pruebas de .
proporcion

fotodesinfeccién con sales
inorganicas

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ACTIVIDADES PREVIAS

2.1.1 Inmovilizacion del catalizador (TiO,) en las fibras textiles. Inicialmente
se cortaron las telas (3x3cm) y se filetearon para evitar pérdidas de fibras al
momento de la inmovilizacién del TiO2, el textil usado fue tela 100%algodon
super 7, esta tela estd compuesta por celulosa en un 91% y el porcentaje restante
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se compone de materiales nitrogenados, cera, minerales y agua 2. Los textiles
se pesaron por triplicado en la balanza (Pioneer, OHAUS CORP, legibilidad de
0.0001g), y se lavaron en una solucién 0,2 molar de NaOH 22 100% (Merck) para
remover particulas suspendidas en la tela, como polvo, se usé 1 agitador
magnético a 6000 rpm en la agitadora magnética (Age Velp Scientifica) posterior
a esto se lavaron con agua destilada para remover el NaOH de las telas %3, luego
se llevaron al horno (Precision, Thermo Scientific, Paffor 40X) en donde se
secaron a 100°C por 1 hora, para ser pesadas nuevamente por triplicado.

En simultdneo se prepar6 una solucion 0,4 g de TiO2 comercial Degussa P-25
por litro de agua destilada 2* esta se llevo al Ultra Turrax (IKA T25 Digital) a 4000
rpom por 35 minutos, con el fin de homogenizar la solucion y evitar
aglomeraciones de las particulas del catalizador, y se regulo el pH a 2,8 con el
medidor de pH (Hanna HI 5522) afiadiendo gotas de 1 mL de HCI fumante 37%
(Merck) paulatinamente, seguidamente se realizo el proceso de inmersion de las
telas en la solucion del catalizador en una pecera (21x21x15 cm) con un agitador
magnético a 6000 rpm por 1 hora y fotoactivada con una lampara de luz negra a
20W, con el fin de mejorar la capacidad de adherencia del catalizador en las telas
25 posterior a este procedimiento se llevaron los textiles a un proceso de secado
por 1 hora en el horno a 100°C. Para garantizar el tiempo de secado se subio

rapidamente la temperatura a 120°C, sacando las telas por unos segundos y

2! RIELLO, Giorgio y PARTTHASARATHI, Prasannan. The spinning world: a global history of
cotton textiles. Oxford: Oxford University, 2001. 261-190 p.

22 CABALLERO ESPARZA, Monica Patricia y MARTINEZ RUGELES, Deisy Milena. Incremento
de la vida util de fibras textiles modificadas con TiO2 en la desinfeccion de aguas contaminadas
con e. coli en un reactor captador parabdlico compuesto. Bucaramanga: Universidad industrial
de Santander, 2017. 32 p.

2 VELASCO ROZO, Edwing Alexander. Estudio de la inmovilizacion de tio2 en poliéster
funcionalizado para el desarrollo de textiles fotobactericidas. Bucaramanga, 2014, Trabajo de
maestria. Universidad industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela
De Ing. Quimica. 36-43 p.

24 CUERVO ARIAS, Laura Juliana y NINO PARRA, Silvia Juliana. Andlisis de la fotodesinfeccion
de agua contaminada con coliformes mediante TiO2 inmovilizado sobre un textil a escala
laboratorio. Bucaramanga, 2019, Trabajo de grado. Universidad industrial de Santander.
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica, 27-39 p.

%5 |bid.
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llevandolas nuevamente al horno para generar un choque térmico (curado). Este
procedimiento mejora la adherencia de las particulas de TiO2 en los textiles 26,
para finalizar se llevan las telas al bafio de ultrasonido (Ultrasonic Cleaner Elma
E120H) durante 15 minutos con agua destilada para remover particulas de TiO>
débilmente adheridas a las telas, luego de dejarlas secar se pesan por triplicado
para evaluar la cantidad de catalizador inmovilizado por diferencias de pesos
(Ver Anexo C).

2.1.2 Reactivaciéon de Escherichia coli. Se tomo la cepa E. Coli ATCC 11229
preservada a -70°C en el ultra congelador frezzer (Thermo Scientific 88000
Series) ubicado en el centro de investigacion de enfermedades tropicales,
CINTROP, del cual se procedio a la reactivacion de la bacteria en el medio agar
Plate Cound (Oxoid) previamente servido en cajas de Petri (vidrio) a 20 ml cada
uno Yy esterilizado en el autoclave (All American 75X) a 121°C y 15 Psi durante
15 minutos, se siembra el microrganismo por agotamiento y se lleva al horno
(Precision, Thermo Scientific, Paffor 40X) a 37°C por 24h (Ver Anexo D).

2.1.3 Preparacion de Escherichia coli paralas pruebas de fotodesinfeccion
con sales inorganicas. Se prepar6 el pre-indculo en tubos de centrifuga de
polipropileno previamente llenados con 13 ml de solucidn salina esterilizada y
con el Asa bacteriologica se tomaron unidades formadoras de colonia
reactivabas y se diluyd en la solucion, ésta se agitd en el vortex (V1 plus
BOECO), y se determiné la densidad Optica con el espectrofotometro de
ultravioleta visible (Hewlett-Packard modelo 8453) a una longitud de onda de
600nm. La solucion debe alcanzar un valor de absorbancia de 0,13;
correspondiente a la escala 0,5 de Mc Farland equivalente a una concentracion

inicial de 108 Unidades Formadoras de Colonia/ mililitro (UFC/ml) 27, En

2% CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando.
Fotodesinfeccion de agua contaminada mediante TiO2 inmovilizado sobre fibras textiles en un
reactor Cpc. Bucaramanga, 2017, Tesis Doctoral. Universidad industrial de Santander. Facultad
de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica, 24 p.

27 MEDICINA & LABORATORIO. Programa de Educacion Médica Contintla Certificada. En:
Edimeco, Apéndice 2, Medios, reactivos y control de calidad. Vol., 15, N° (11-12, 2009); 549-588

p.
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simultaneo se preparé 50ml de caldo de cultivo compuesto por 10g/L triptona
(Oxoid), 10g/L NaCl (Merck) y 5g/L extracto de levadura (Oxoid), con agua
destilada, y posteriormente esterilizada, del cual se vertié 4,5 ml en un matraz de
Erlenmeyer y 0,5 ml del pre- indculo, esta se dejo en la incubadora (Shaker
Unimax 1010) por 18h a 37°C y a 150 rpm.

Para obtener el inoculo, se vertieron 45 ml de caldo de cultivo al matraz de
Erlenmeyer del pre- indculo y se dejé en la incubadora a las mismas condiciones
del mismo por un tiempo de 24h; tiempo necesario para que E. coli, alcance la
fase de crecimiento mas resistente para llevar a cabo las pruebas de
desinfeccion 28 (Ver Anexo E) .Transcurridas las 24h de crecimiento microbiano,
se retir0 el matraz de la incubadora y se empez0 a purificar la bacteria a fin de
tener el microrganismo mas limpio para las pruebas de inactivacion; luego se
tomo 1 ml de bacteria por tubo de centrifuga de polipropileno de 15 ml, a éstos
se le agrego 1 ml de solucion salina 'y se llevo a la centrifugadora (Scientific LC-
04R) por 15 minutos a 1500 rpm. La bacteria se aglomeroé en el fondo del tubo,
fendmeno conocido como pellet, y se descarto el sobrenadante, a la sustancia
adherida en el fondo se le agregé 1 ml de solucién salina se agito en el vortex
(V1 plus BOECO), y se llevdé nuevamente a la centrifugadora por 15 minutos a
1500 rpm, se descartd el sobrenadante. A esta se le agregd 1 ml de solucion
salina, agitandola nuevamente en el vortex. Una vez finalizado todo el proceso
anterior queda lista la bacteria para ser llevada a las pruebas de desinfeccion

fotocatalitico en los reactores de borosilicato (Ver Anexo F).

28 CUERVO ARIAS, Laura Juliana y NINO PARRA, Silvia Juliana. Andlisis de la fotodesinfeccion
de agua contaminada con coliformes mediante TiO2 inmovilizado sobre un textil a escala
laboratorio. Bucaramanga, 2019, Trabajo de grado. Universidad industrial de Santander.
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica, 39 p.
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2.2 PRUEBAS DE DESINFECCION DE E. COLI CON ACETATO DE
PLOMO Y CLORURO DE NIQUEL

2.2.1 Fotodesinfeccién de cada una de las sales en distinta concentracion

Para determinar la influencia de la concentracién de cada sal inorganica sobre la
eficiencia del proceso fotocatalitico se hizo necesario utilizar niveles de
concentraciones distintos, para ello se tomaron las concentraciones maximas
permitidas de la Resolucion 2115 de 2007 para elementos o compuestos
quimicos ?° teniendo como referencia el informe de agua de consumo del
municipio de Lebrija-Santander (Ver anexo B). En la Tabla 1 se presentan los

dos niveles de concentracion correspondientes a la Etapa 1.

Tabla 1. Concentraciones usadas en la Etapa 1

A. ACETATO DE
PLOMO

0,01 0,05

B. CLORURO DE
NIQUEL

0,02 0,05

Se preparé la sal correspondiente a cada nivel con agua tipo 1 estéril, y se
vertieron 49 ml en 5 frascos de borosilicato previamente esterilizado, los frascos
de borosilicato que actian como reactores Batch o por lotes. Posteriormente se
agrego 1 ml de bacteria a cada frasco. Dos de los frascos fueron usados para la
prueba SODIS, la cual contiene la sal y la bacteria. Los otros dos frascos fueron

utilizados para la prueba de FOTOCATALISIS. En esta prueba se adicioné una

29 MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL, MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y
DESARROLLO TERRITORIAL Op. Cit. 2017.
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tela con el catalizador TiO2 inmovilizado. En el ultimo frasco se hizo la prueba en
OSCURIDAD, la cual incluye la tela con el catalizador TiO2 inmovilizado y este
frasco se envolvié en papel aluminio, como se muestra en la figura 2. Todos los
frascos se llevaron al simulador de radiacion solar SUNTEST (CPC + ATLAS)
ubicado en el laboratorio de fotocatélisis del Centro de Investigaciones en
Catdlisis CICAT del Parque Tecnoldgico UIS Guatiguara, en donde se realizo la
prueba de desinfeccion de E. coli con las sales inorgénicas.

Figura 2. Representacion de los reactores empleados en las pruebas de
desinfeccion. (a, b) Proceso fotocatalitico de desinfeccion con la telainmovilizada
de TiO2. (c, d) Proceso de desinfeccion de luz solar SODIS. (e) Proceso de
desinfeccion con la tela inmovilizada en oscuridad.

| . ‘ T ' -
FOTOCATALISIS A OSCURIDAD

Las pruebas se sometieron a desinfeccion en el suntest por 3 horas de las cuales
en la primera hora se tomaron muestras cada 10 minutos, seguidamente cada
media hora hasta completar las 2 horas y la Ultima se tomé a las 3 horas.
Posterior a esto se procedio a hacer las diluciones en tubos de microcentrifuga
de propileno (Eppendorf™ 0030108051 LoBind) de 1.5ml estéril previamente
preparadas con 0.9ml de solucion salina esterilizada, y se sembro la bacteria por
triplicado segun la técnica de microgota, mediante el uso de una micropipeta de
10 microlitros (Brand Germany Transferpette’s), en cajas de Petri previamente
servidas con agar a 20ml estéril a 37°C (Ver Anexo G).
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Después de sembrar el microorganismo se dejo secar las gotas por 1 hora, luego
se colocaron las cajas petri en el horno a 37°C boca abajo por 18-24 horas,
tiempo en el que son retiradas y se procede a contar las unidades formadoras
de colonia, segun metodologia microgota (Ver anexo H, L).

Finalizada la prueba de desinfeccién fotocatalitica, se dejaron los reactores en
agitacion magnética y se ajustdé la temperatura de la plancha (Age Velp
Scientifica) a 37°C por 24 horas, a fin de determinar si hubo desinfeccion total o
solo parcial de E. coli, mediante la toma de 24 horas. Transcurrido ese tiempo,
se realizaron las diluciones correspondientes y la siembra del microrganismo tal
cual se hizo en cada toma durante la prueba de desinfeccién, y se dejé el Petri

boca abajo en el horno por 16 horas para su respectiva cuantificacion.
2.2.2 Fotodesinfeccion de la mezcla de las dos sales en distinta proporcién

Para determinar la influencia de la mezcla de las dos sales en distinta proporcién
sobre la eficiencia del proceso fotocatalitico se recurre a la misma metodologia
del apartado anterior, en este caso se utilizaron las mismas sales y el nivel de
concentracion se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones usadas en la Etapa 2

Las pruebas de desinfeccion fotocatalitica se llevd acabo siguiendo la
metodologia del apartado anterior, en el anexo | y el Anexo L se presenta el
procedimiento de preparacion de las sales para llegar a las concentraciones,

contempladas en las tablas 1y 2.
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3.RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante las pruebas de desinfeccidén o inactivacion de
Escherichia coli. se representan en forma de gréficas, las cuales en el eje (Y),
indica las Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL)
estandarizadas a la forma C/Co, es decir, el valor de concentracion en UFC/mL
de cada muestra en el tiempo, divido en el valor de concentracion inicial en
UFC/mL. (El cual pertenece alatoma cero correspondiente a 108 UFC/mL, segln
la escala de Mc Farland del patron de turbidez) *°. El eje (X), representa el tiempo
de reaccion en horas (h), la cual para los 5 reactores (Ver Figura 2) de cada

prueba fue de 3 horas.

Por otro lado, en las siguientes figuras se observara la desviacion de los datos
en cada uno de los puntos de cada curva, lo cual indica que aquellos puntos sin
barras de error representan lecturas iguales del numero de colonias observadas
en las gotas de una dilucion. Adicional a esto, en algunas curvas se podra
observar una significativa desviacion que puede atribuirse a la técnica de conteo
empleada, puesto que, para mayores concentraciones de Microorganismo (MO),
no se puede realizar el adecuado conteo del niumero colonias totales en las
diluciones sembradas; esta situacion se presento en los estudios realizados por
Camargo y Oréstegui 3!, en donde se afirma que a mayor cantidad de nimero

de colonias existe una mayor desviacion en los resultados.

Todos estos datos fueron obtenidos por la técnica de microgota realizando la
dilucion de cada muestra y obteniendo el promedio de unidades formadas de
colonia para posteriormente ser compilados en las hojas de calculo y poder

realizar las curvas para el Sodis, Fotdlisis y Oscuridad, cada una con su

30 MEDICINA & LABORATORIO. Programa de Educacion Médica Continda Certificada. En:
Edimeco, Apéndice 2, Medios, reactivos y control de calidad. Vol., 15, N° (11-12, 2009);

31 CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando.
Fotodesinfeccion de agua contaminada mediante TiO2 inmovilizado sobre fibras textiles en un
reactor CPC. Trabajo de grado Ingeniero Quimico.
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respectiva replicar para poder garantizar la veracidad de los resultados obtenidos

y asi disminuir el error presente en este tipo de pruebas.

Figura 3. Inactivacion fotocatalitica de E. coli en Oscuridad, Sodis y con TiO2
suspendido a una concentracién de fotocatalizador de 0,4 (g/L) y una potencia
de radiacion de 250 (W/m?)
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Sodis =<l = Oscuridad Limite de desinfeccion Fotolisis

En la figura 3 se observa que Sodis tiende a alcanzar el limite desinfeccion a las
3 horas; mientras tanto que Fotdlisis, utilizando la tela, alcanzé el limite de
desinfeccion a las 2 horas, mostrado una eficiencia del 100%. De igual forma se
evidencio que utilizando la tela impregnada con el catalizador mejora la rapidez
para lograr la desinfeccion. Ademas, se puede ver que oscuridad no realiza la
fotodesinfeccion durante el tiempo de la prueba identificando un comportamiento
lineal a lo largo de las 3 horas ya que el aluminio que esta alrededor del reactor
impide la radiacion y al no llegar la radiacién al fotocatalizador tampoco se activa
y no se puede realizar el proceso logrando con ello que la bacteria se adapte al

nuevo medio y no muera, manteniéndose alrededor de la concentracién inicial.

Esta figura 3 se tomard como base para compararla con los posteriores 6 niveles
en donde se utiliza la sal de acetato de plomo (Il) y cloruro de niquel (II) a

diferentes concentraciones y finalmente la mezcla de estas sales para comparar
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el efecto de la concentracion en el proceso de fotodesinfeccidn utilizando diéxido

de titanio (TiO2) como catalizador.

Figura 4. Toma 24h después de la prueba de inactivacion fotocatalitica de E. coli
en Oscuridad, Sodis y con TiO2 suspendido a una concentracion de
fotocatalizador de 0,4 (g/L) y una potencia de radiacion de 250 (W/m2)
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Finalmente, en la figura 4 se observa que sucede 24 horas luego del proceso de
fotodesinfeccion el cual tarda 3 horas, se puede apreciar que Sodis que no
alcanza el limite de desinfeccion a las 3 horas entra en una fase estacionaria, es
decir la bacteria se logra adaptar al medio por lo que este crece e indica su
estabilidad en la concentracion final de la desinfeccién, debido a que ya no esta

bajo el efecto de la irradiacion luminica.

Fotdlisis no presenta crecimiento de la bacteria sefialando la alta eficiencia de la
desinfeccion con el fotocatalizador, mientras tanto oscuridad se mantiene
constante sefialando que sin el efecto de este proceso la bacteria no se muere

durante las 27 horas que se realizaron las pruebas.
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Asimismo, la figura 4 se utilizé para compararla con cada nivel y con ello estudiar
gue efecto tenia estas sales 24 horas después de la prueba de inactivacion
fotocatalitica de E. coli en Oscuridad, Sodis y con TiOs>.

3.1 FOTODESINFECCION DE CADA UNA DE LA SALES EN DISTINTA
CONCENTRACION

Figura 5. Inactivacién fotocatalitica de E. Coli en oscuridad, SODIS y con TiO2
suspendido a una concentracién de Sal de plomo a 0,01 mg/L
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En la figura 5 se puede observar que la curva de fotodesinfeccion para el Nivel
1A, la cual corresponde a una baja concentracion de la sal de plomo, presenta
para fotdlisis una disminucion drastica del microorganismo en la primera media
hora de reaccién y un porcentaje de desinfeccion cercano al 50%. Esta
disminucién exponencial de la concentracion bacteriana en los primeros minutos
de reaccion, se le atribuye al proceso fotocatalitico ocurrido en la superficie del
catalizador, generando la liberacion de especies oxidantes altamente

perjudiciales para el microrganismo como consecuencia de las reacciones de
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oxido reduccion 2. A esto se le suma que en los primeros minutos de reaccion
la bacteria entra en una fase de adaptacion al nuevo medio *, ayudando a la

inactivacion del microorganismo en este lapso de tiempo.

Es de resaltar la desinfeccion completa a las 1,5h de reaccion para el proceso
de fotdlisis, lo que indica es que, la sal de plomo a baja concentracién favorece
la inactivacién fotocatalitica de la E. coli, aumentando la eficiencia del proceso.
Este resultado coincide con el observado por Moreno, Ballesteros y castro 3.

En resumen, la presencia de sales inorganicas aumenta la tasa de inactivacion,
probablemente a las interacciones de sus especies disociadas con TiO3, lo que
produce nuevas ROS (especies reactivas oxidantes) con los medios acuosos.
Con tales ROS, pueden degradarse contaminantes e inactivar virus, bacterias y
hongos *. El Acetato de Plomo (Pb (C2H305)), se disocian en medio acuoso en:

Pb(CH;—C00), » Pb** + 3CH,—C00~ Ec.1

Al disociarse el Acetato de Plomo forma iones Pb?*, estos permiten, acelerar el
proceso fotocatalitico de desinfeccion a esa concentracion, caso contrario a lo
observado en la Figura 6 en donde no se logré la desinfeccion total, sino parcial
durante la prueba. Esto debido al aumento de la concentracion de la sal,
sefialando que este aumento desfavorece la desinfeccidon, comportamiento que

se pudo evidenciar en los resultados obtenidos por (Peng et al., 2007).

32 RIZZO, Luigi. Inactivation and injury of total coliform bacteria after primary disinfection of
drinking water by TiO2 photocatalysis. En: Journal of Hazard Materials. Vol., 165, N° (1 - 3, 2009)
48-51 p.

33 ACOSTA, Sebastian y BARENO, Leidy Carolina. Estudio de estrategias para el aumento de la
vida util de textiles fotobactericidas TiO2/algoddn utilizados en la desinfeccion de aguas
contaminadas con E. coli. Bucaramanga, 2020, Trabajo de grado. Universidad industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ing. Quimica

34 MORENO RIOS, Andrea y BALLESTEROS RUEDA, Luz Marinay CASTRO LOPEZ, Camilo.
Influence of process variables on the kinetic parameters of a Langmuir-Hinshelwood expression
for E. coli inactivation during the photocatalytic disinfection of water. En: Separation Science and
Technology, 2019.

35 ZHU, Zhiwei y CAl, Huanhuan y SUN, Da-Wen. Titanium Dioxide (TiO2) hotocatalysis
Technology for Nonthermal Inactivation of Microorganisms in Foods. En: Trends in Food Science
& Technology. Vol., 75, N° (23-35, 2018)
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Ademas, el crecimiento de E. coli puede inhibirse en presencia de Pb?*, teniendo
mayor impacto con una cantidad superior de Pb?*, por lo otro lado, se determin6
que el ion Pb?* ha participado en el metabolismo de las células de E. coli %, por
lo que el ion de Pb*? se convierte, en un sustrato para el microorganismo, ya que
este Ultimo tiende a modificarse internamente para adaptarse al nuevo medio ¥/,
y asi lograr sobrevivir con lo que le rodea, en este caso con la sal de plomo, la

cual la acompainia.

Figura 6. Inactivacion fotocatalitica de E. Coli en oscuridad, SODIS y con TiO2
suspendido a una concentracién de Sal de plomo a 0,05 mg/L
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Para el caso del Nivel 2A (Ver Figura 6) se observa una similitud en las curvas
de desinfeccion tanto para SODIS como Fotdlisis durante las 3 horas de
reaccion, este comportamiento estd relacionado con la formacion de

aglomeraciones del catalizador en el textil, posiblemente a la inmovilizacion no

36 PENG, Liu; LIFANG, Ruan; HONGYU, Xiao; XI, Li; CHAOCAN, Zhang. Estudio sobre el efecto
téxico del ion plomo (1) en Escherichia coli. Investigacion de elementos traza biolégicos, (2007).
115 (2), 195-202.

37 FALCON GONZALEZ, Karina y LOBOS GILABERT, Olga. Efecto antimicrobiano de cepas de
Escherichia coli productoras de bacteriocitas sobre cepas bacterianas resistentes. Talca, 2019.
Tesis Doctoral. Universidad de Talca. Escuela de Tecnologia Médica
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homogénea, del TiO2 sobre la superficie 8. Comportamiento observado por

Duarte, Fernandez *°.

Lo anterior implica que una parte del TiO2 inmovilizado, no se active (efecto de
apantallamiento), atribuido a que los iones de Pb*? blogueen los sitios activos del
catalizador, afectando negativamente la concentracién de pares electron-hueco
foto-generados en la superficie del TiO2 4°, en virtud de lo anterior, no se utilizé
el total de dioxido de titanio en la reaccion, usando una pequefia porcion del
catalizador inmovilizado, esto finalmente puede explicar el comportamiento

similar que presenta Fotdlisis y Sodis para este nivel.

Figura 7. Inactivacion fotocatalitica de E. Coli en oscuridad, SODIS y con TiO>
suspendido a una concentracion de Sal de Niquel a 0,02 mg/L.
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Evaluacion de la efectividad del TiO2 con Ag en la Fotodesinfeccién de agua utilizando un
colector parabdlico compuesto (CPC), Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bucaramanga:
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de
Ingenieria Quimica, 2012.

39 Ibid

40 CUERVO ARIAS, Laura Juliana y NINO PARRA, Silvia Juliana. Analisis de la fotodesinfeccion
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En el Nivel 1B (Ver Figura 7) se observa desinfeccion paulatina de la
concentracion bacteriana hasta llegar a las 3h, tanto para Sodis como Fotdlisis,
en donde logran la desinfeccién parcial de E. coli, sin embargo, en la (ver Figura
8) que muestra que ocurre 24 horas después del proceso de desinfeccion, sefiala
un incremento de la concentracion bacteriana. Por lo cual, la sal de Niquel inhibe

en el proceso fotocatalitico de desinfeccion.

Figura 8. Toma 24h después de la prueba de inactivacion fotocatalitica de E. coli
en Oscuridad, Sodis y con TiO2 a una concentracion de Sal de Niquel a 0,02
mg/L
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Por otro lado, oscuridad presenta un comportamiento similar al obtenido en la
figura 3, ya que mantiene la concentracion de la bacteria a lo largo del tiempo de
la prueba y posteriormente, 24 horas luego de la desinfeccién como se observa
en la figura 8, demostrando que la bacteria se adapta al medio y no muere en

todo el proceso.

Este comportamiento inhibitorio se debe a que el cloruro de Niquel se disocia en

el agua generando aniones de cloro (Cl~) como se puede ver en la ecuacion 2:

NiCl, > Ni?*+2Cl~ Ec.2
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Los aniones de cloro inhiben el proceso fotocatalitico de desinfeccion bacteriana,
resultado observado por Moreno, Ballesteros y castro %!, los aniones podrian
bloquear los sitios fotoactivos de la superficie del TiO2 que inhiben la adsorcion
de los iones de agua al catalizador, previniendo la foto-generacion de H*Y,

reduciendo asi la produccion de especies oxidantes.

Figura 9. Inactivacion fotocatalitica de E. Coli en oscuridad, SODIS y con TiO>
suspendido a una concentracién de Sal de Niquel a 0,05 mg/L

1,00E+01
9 T

1,00E+00 B egpredfe=fl=<m-=
S JUUE+ Seed R--n g [ EE TP P mmm=—-
<Z: 1,00E-01
=
~ 1,00E-02
=
% 1,00E-03
o)
<  100E-04
=
=) 1,00E-05
=
o>: 1,00E-06
o
5 1,00E-07 _
[9p]

1,00E-08

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
TIEMPO (HORAS)
= =@ = Oscuridad Fotdlisis Sodis - | imite de desinfeccién

En la figura 9 se puede corroborar que la presencia de NiCl,, reduzca la
formacion de las especies reactivas oxidantes (ROS) debido al impedimento en
la generacion de ROS. Para la concentracion de 0,05 ppm de Niquel, sefiala una
disminucién de la  E. coli sin llegar al limite de desinfeccion, debido al aumento
en la concentracion del Cloruro de Niquel, lo que genera la formacion de aniones

cloro, por ende, ocasiona bloqueo en los sitios activos del catalizador.

4 MORENO, Andrea; BALLESTEROS, Luz Marina y CASTRO LOPEZ, Camilo.Influence of
process variables on the kinetic parameters of a Langmuir-Hinshelwoodexpression for E. coli
inactivation during the photocatalytic disinfection of water. En:Separation Science and
Technology. Oct 2019.
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3.2FOTODESINFECCION DE LA MEZCLA DE SALES

En la figura 9 y 23 se muestra un comportamiento para oscuridad de forma lineal
indicando que las sales por si solas a las concentraciones trabajadas no tienen
efecto de desinfeccion sobre el microorganismo como se habia sefialado en los
anteriores niveles sin embargo para fotdlisis tiende a alcanzar el limite de
desinfeccion cercano las 3 horas tardando mas respecto a la figura 3 que es el

parametro de referencia y con la cual comparamos los resultados.

En conclusion, la mezcla de las sales muestra que hace tardar el proceso de
fotodesinfeccion y no alcanza el limite de desinfeccién dejando la bacteria viva 'y
lista para adaptarse al medio como se puede ver en la prueba de las 24 horas
donde crece sefialando que la sal no tiene efecto negativo sobre la bacteria y
esta de adapta al medio permitiéndole mantenerse ya que no se encuentra bajo

el estrés oxidativo.

Figura 9. Efecto de la mezcla de las sales de Acetato de plomo y Cloruro de
Niquel a 0,01 y 0,02 ppm respectivamente sobre el proceso de fotodesinfeccion
de la E. Coli
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Por otro lado, Sodis no logra alcanzar el limite de desinfeccion lo que refuerza la
teoria de que la mezcla de las sales interrumpe el proceso de fotocatalisis lo que
a su vez proporciona un ambiente donde la bacteria se mantiene en una fase

estacionaria.

Ademas, al momento de disociarse las sales en la soluciébn acuosa generan
multiples iones que se ubican en los sitios activos del catalizador disminuyendo
el efecto fotocatalitico sobre cada espacio y conlleva a tardar mas tiempo para
la foto desinfeccién.

Asi mismo cuando el catalizador se desactiva es decir no se le permite el ingreso

de un haz de luz a la bacteria entra en una fase de adaptacion.

Finalmente, oscuridad como en las anteriores figuras presentando un
comportamiento lineal demostrando de que sin la tela impregnada con TiO2 y
estar bajo el efecto de la luz no hay desinfeccion del agua durante las 27 horas

gue re realizo las prueba.

Figura 10. Efecto de la mezcla de las sales de Acetato de plomo y Cloruro de

Niquel a 0,05 ppm para las dos sobre el proceso de fotodesinfeccion de la E. Coli
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Para la figura 10 analizando el comportamiento de la curva con una mezcla de

la sales de carbonato de plomo (Il) y cloruro de niquel (II) con concentraciones
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0,05 ppm, para las dos, podemos observar que al aumentar la concentracién de
las sales no logra alcanzar el limite de desinfeccion y si disminuye el tiempo en
aproximarse a este valor, sin embargo tiene una alta eficiencia logrando un 90%
de desinfeccidn a las 2 horas, en este punto la bacteria se adapta al medio y ya
gue no alcanza la fotodesinfeccién completa la bacteria se mantiene en su fase

estacionaria (ver figura 24).

Cabe resaltar que la sal de Niquel tiene un mayor impacto de inhibicion sobre el
proceso, ya que en la figura 10 se ve un menor efecto debido a que las
concentraciones son iguales en las dos sales, sin embargo, cuando se aumenta

la de niquel decae la desinfeccion o inactivacion del microorganismo.

Finalmente, una hipoétesis obtenida a lo largo del desarrollo del proyecto es que,
si la sal de plomo estuviese en mayor cantidad, podria verse favorecido el

proceso.
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4.CONCLUSIONES

Se analizo el efecto de sales inorganicas en distinta proporcion sobre el proceso
fotocatalitico de desinfeccion de la Escherichia Coli; donde se encontré que:

La sal de plomo (Pb(C2H303)2) favorece la inactivacién del microorganismo a
bajas concentraciones, especificamente a la concentraciéon hallada en la
Resolucion 2115 de Ministerio de Salud Social y Vivienda, por lo que el plomo
en pequefias concentraciones no se involucra en la reaccion y por ende se
llega a la inactivacién de E. coli, ademéas al aumentar la concentracion de

plomo a 0,05 ppm el proceso de fotodesinfeccion se retarda

Al aumentar la concentracion de la sal de plomo a 0,05 ppm, se desfavorece
la inactivacion fotocatalitica, debido a que iones Pb?* se involucran en el
metabolismo de la bacteria lo que provee alimento a ésta y por ende su

crecimiento terminada la prueba de desinfeccion

La presencia de la sal de niquel (NiCl2) disminuye la eficiencia del proceso
fotocatalitico de desinfeccion de la Escherichia Coli; debido a los aniones
cloro que afectan los sitios activos del catalizador, impidiendo su desarrollo y

por ende no logra inactivar el microorganismo

A baja concentracion logra llegar al limite de desinfeccion, pero éste no se
mantiene, al aumentar la concentracion la desinfeccion no llega al limite
porque se aumentan los aniones cloro lo que reduce la actividad fotocatalitico

durante las pruebas de desinfeccion

En la mezcla de las sales se puede evidenciar que

Que las sales no llegan al limite de desinfeccion, ademas hace tardar el

proceso de fotodesinfecciébn en mayor medida a bajas concentraciones

Las muestras de 24 horas después de las pruebas, se evidencia que la

bacteria entra en un ambiente donde se mantiene en una fase estacionaria.
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5. RECOMENDACIONES

Efectuar otro set de experimentos en donde la sal de plomo este a mayor
concentracion que la sal de niquel, ya que una promueva y la otra inhibe logrando
mayor compresion del efecto de estas sales en el proceso de desinfeccion.
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ANEXOS

Anexo A. Valores maximos aceptables para elementos, compuestos
guimicos y mezclas permitidos para el agua de consumo humano, segun
resolucion 2115 de 2007 expedida por los Ministerios de La Proteccion
Social y el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial.

Elementos, compuestos quimicos

y mezclas de compuestos

quimicos diferentes a los Expresados como Valor ma?imo ?cemabla

plaguicidas y otras sustancias 0

Antimonio Sb 0,02
Arsenico As 0.01
Bario Ba 0.7
ICadmio Cd 0.003
ICianuro libre y disociable CN 0,05
\Cobre Cu 1,0
(Cromo lotal Cr 0.05
Mercurio Hg 0,001
Niquel Ni 0,02
Plomo Pb 0,01
Selenio Se 0,01
Trihalometanos Totales THMs 0.2
Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP) HAP 0,01

Tabla 3. Caracteristicas Quimicas que tienen reconocido efecto adverso en

la salud humana.
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Anexo B. Analisis de las muestras de agua provenientes de la Vereda Santa
Rosa del municipio de Lebrija (Santander), realizado por el Centro de
Estudios e Investigaciones Ambientales (CEIAM) adscrito a la Universidad
Industrial de Santander (UIS).

ANALISIS DE RESULTADOS
Vereda santa Rosa (Punto captacion)
mﬂgﬂ PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO
18-0215 Carbonio OfGaNIC0 | Standard Methods 5310 B mg CIL 10
Absorcion Atomica -
18-0215 *Croma total Standard Methods 3030 Ey mg CriL 0,05
31118

18-0215 sMercurio total Standard Mathods 3112 B mg HgiL =0,0005

Absorcion atomica Standard
18-0215 *Plome Total Methods 3030 E y 3111 B mgiL Pb <0,05
18-0215 **fArsenico total Standard Methods 3114 C mg As /L =0,005
18-0215 **Cadmio Total Standard ?ﬁ”;':'ﬂdf' 3030E, mg Cd /L <0,005

Absorcion atomica Standard
1B-0215 “Nl’quel Total Methods 3030 E W 3i1B g MiflL {D,DE
18-0215 *Selenio fotal Standard Methods 3114 B mg Sefl =0,003
18-0215 wCianurototal | Standard Methods 4300-CN | e =0,010
18-0215 == Coliformes fotales Filiracion membrana UFCHO0 milL 140
18-0215 *E Coli Filtracion membrana UFCH00 miL i}

Tabla 4. Analisis de Resultados de la Vereda Santa Rosa del municipio de

Lebrija (Santander)
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Anexo C. Proceso Inmovilizacidn del catalizador (TiO) en las fibras

textiles.

1. Se cortan las 2. Se pesan por 3. Se secaron las

telas a 3x3 cm triplicado las telas y

telas en el horno a

para ser fileteadas se lavan con NaOH 100°C

6. Se foto-activaron 5. se llevan las 4. Se preparé la

con lamparas de Telas a Inmersién - .
P solucién de TiOz2 y

luz negra por 1 h sujetas con se Homogenizé

7. Las telas se 9. Se dejaron secar las

8. Se llevan las telas a temperatura

secarony se

telas a Ultrasonido ambiente para ser

llevaron a choque pesadas al final

Figura 11. Proceso Inmovilizacién del catalizador (TiO2) en las fibras textiles.
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Anexo D. Reactivacidn de Escherichia coli.

2. Las cepas se

3. Se sirve el agar

1. Se retir6 la cepa llevaron a la
de E. coli del

frezzer a -70°C

en cajas de Petri a
20 ml

nevera del

laboratorio

6. Se observa 5. se lleva el Petri

al horno a 37°C

por 24 horas

crecimiento de 4. Se siembra la

Escherichia coli

-~

Nota: El color

bacteria por

agotamiento

azul es indicativo
de que el
crecimiento es

Escherichia coli

Figura 12. Proceso Reactivacion de Escherichia coli
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Anexo E. Preparacion del pre-inoculo e inoculo de Escherichia coli

1. Se agregan 14
ml de solucién
salina a los tubos

de centrifuaa

2. Se retira una
linea de bacteria
reactivada y se

6. Se prepara el
pre inoculo, con

caldo y bacteria

7. Se deja el pre

inoculo en la
incubadora a 37°C

5. Se prepara el
caldo de cultivo del

cual se retiran 4,5

ml

8. El inoculo se

prepara agregando
45 ml de caldo al

3. Se llevan los

tubos al vortex para

distribuir la bacteria

en el medio

-~

4. Se determina la

concentracién en
el UV-VISy se

retiran 0.5 ml

9. Se dejaalas
mismas condiciones
que el pre inoculo

pero esta vez a 24h

Figura 13. Proceso de Preparacion del pre-inoculo e inoculo de Escherichia coli
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Anexo F. Purificaciéon de Escherichia coli

Tomado de Amezon.com

2. Sellevaala

1. Se agrega 1 ml

3. se descarta el

de caldo del

sobrenadante y se

inoculoy 1 ml se

centrifugadora por
15 minutos a 1500

agrega 1 ml de

solucién salina

-

4. Se repite el

paso 1-3, 2 veces

mas a fin de tener

6. El tubo se agita Escherichia coli

5. se agrega 1 ml
en el vortex de solucién salina

al tubo

7. Selleva el
contenido al reactor
para la prueba de

desinfeccién

Figura 14. Proceso de Purificacion de Escherichia coli
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Anexo G. Prueba de desinfeccion fotocatalitica de Escherichia coli

2. Se llevaron al
SUNTEST por 3
horas con agitacion

1. Se prepararon 3. En cada toma se

los reactores realizan las

segun prueba diluciones

4, Se siembran las
5. Se dejan secar

tltimas 4

6. se llevan los

los Petri por 1 hora L .
P diluciones en Petri

Petri al horno boca

) a temperatura
abajo a 37°C

7. Se observan el
crecimiento de
colonias en las
gotas

igura 15. Proceso Prueba de desinfeccion fotocatalitica de Escherichia coli
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Anexo H. Técnica Micro gota

La técnica Micro gota consiste en llenar cierta cantidad de tubos Eppendorf con
0.9 mL de solucion salina estéril cada uno. Inicialmente, se toma una muestra de
0.1 mL de la solucién a analizar y se afiade al primer tubo (diluciéon 101), luego
de este tubo se toma nuevamente la muestra de 0.1 mL y se afiade al segundo
tubo (dilucion 10?). Este paso se repite hasta alcanzar la dilucion deseada.
Finalmente, de cada dilucién se siembran 3 gotas de 10uL en agar previamente
servido, esta técnica se conoce como micro gota y se usa para disminuir el

volumen de las muestras.

100t

V4 100l 100yl 1004l 1004l

Tubos Eppendor! con 900ul. de solucion salina (0 85%) estérnl

Solucion a analizar

Figura 16. Diluciones Seriadas

Diluciones seradas

Caja do Petr cc
ager plate count

Se siembran por cada dilucion 3 gotas de 10ul an agar piate count

Figura 17. Siembra de la Escherichia Coli por la Técnica de Micro gota
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Después de realizar el conteo del numero de colonias de cada gota en cada
dilucion sembrada por muestra, se realiza la conversion de estos valores a
concentracion de UFC/mL. Este procedimiento se realiza para aquellas gotas en
las que el numero de colonias se encuentre entre 10 y 100.

1. Calcular el promedio del numero de colonias por cada gota (por cada 10uL).
2. Convertir la cantidad de colonias UFC/10uL a UFC/mL.

3. Multiplicar el valor en UFC/mL por el inverso de la dilucion correspondiente.
4. Reportar el valor anterior como la concentracion en unidades formadoras de

Colonia de bacteria por mililitro de soluciéon (UFC/mL) de la respectiva muestra

en el tiempo.

Anexo |. Preparacion de las Sales Inorganicas

1. Se pesa una 2. se agrega la sal al
pequefia cantidad balon aforado para

de sal llegar ala
concentraciéon

3. se afora el balén
de 1000 mL, con la

sal y agua destilada

4. se llenan los

Figura 18. Proceso Preparacién de las Sales Inorgénicas [ feactores con 49

mL del contenido
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Anexo J. Pruebas 24 horas de los niveles 1y 2

Nivel 1A- PRUEBA 24H

1,00E+00
| e S

1,00E-01 g =

]
1,00E-02 1@
[ ]
1,00E-03
®
1,00E-04
[ ]
1,00E-05

1,00E-06 ®
@

Supervivencia Bacteriana C/Co

[ L ]
1,00E-07
0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0 21,0 24,0 27,0

Tiempo (horas)

-=@-- Oscuridad Fotélisis ®--Sodis —@— Limite de desinfeccién

Figura 19. Toma 24h después de la prueba de desinfeccion fotocatalitica de la

E. coli con la Sal de plomo a 0,01 ppm.

Nivel 1B-PRUEBA 24 H
1,00E+01
1,00E+00 (@we® -
1,00E-01 |4
1,00E-02 | ®
1,00E-03 | §
1,00E-04
1,00E-05 | L@
1,00E-06 °
1,00E-07

1,00E-08
0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0 21,0 24,0 27,0

Tiempo (horas)

[ ~o= L ]

Supervivencia Bacteriana C/Co

-=@®--(0scuridad Fotolisis @ --Sodis —@— Limite de desinfeccion

Figura 20. Toma 24h después de la prueba de desinfeccion fotocatalitica de la

E. coli con la Sal de niquel a 0,02 ppm.
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Supervivencia Bacteriana C/Co

Nivel 2A-PRUEBA 24H

1,00E+00 *‘._’

1,00E-01

e S S S
°
1,00E-02

[ ]
1,00E-03 *

1,00E-04 b
1,00E-05

1,00E-06

[ ®
1,00E-07

0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0 21,0 24,0 27,0
Tiempo (horas)

-=@®--Oscuridad Fotolisis ®--Sodis —@— Limite de desinfecciéon

Figura 21. Toma 24h después de la prueba de desinfeccion fotocatalitica de la

E. coli con la Sal de plomo a 0,05 ppm

Supervivencia Bacteriana C/Co

Nivel 2B- PRUEBA 24H
LOOE+00 e o~
1,00E-01

. e
1L00E-02 g o TSmsenl

. .'

1,00E-03
1,00E-04
1,00E-05
1,00E-06
1,00E-07

1,00E-08
0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0 21,0 24,0 27,0

Tiempo (horas)

-=®--0scuridad Fotolisis ®--Sodis —@— Limite de desinfeccién

Figura 22. Toma 24h después de la prueba de desinfeccion fotocatalitica de la

E. coli con la Sal de niquel a 0,05 ppm.
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Anexo K. Pruebas 24 horas de los niveles paralas mezclas 1y 2

Nivel 1AB-PRUEBA 24 H

1,00E+01

1,00E+00 @ oacs=s==———==sss=SSSSESSST
1,00E-01 \.”-. ---------

1,00E-02

1,00E-03 ° °
1,00E-04
1,00E-05
1,00E-06

Supervivencia Bacteriana C/Co

1,00E-07

1,00E-08 @ ®
0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 150 180 21,0 240 27,0

Tiempo (horas)

==@®--Oscuridad Fotolisis ® --Sodis —@— Limite de desinfeccién

Figura 23. Toma 24h para la mezcla de las sales de Acetato de plomo y Cloruro
de Niquel a 0,01 y 0,02 ppm respectivamente.

Nivel 2ZAB- PRUEBA 24 H

LOOE+00 gy
1,00E-01 @ == o e e e -

1,00E-02
1,00E-03 | Yoo o

1,00E-04

Supervivencia Bacteria C/Co

L ]

1,00E-05
1,00E-06
1,00E-07

@ @
1,00E-08

0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0 21,0 24,0 27,0

Tiempo (horas)

—@— Oscuridad Fotolisis ® - - Sodis —@— Limite de desinfeccion

Figura 24. Toma 24h después de la mezcla de sales de Acetato de plomo y
Cloruro de Niquel a 0,05 ppm para las dos.

56



Anexo L. Ecuaciones

Para el desarrollo del proyecto se realizaron varios calculos para poder compilar
todo en las gréficas anexadas anteriormente y se utilizd el programa de Excel
para poder reunir todos los datos y asi tener el soporte de todos los céalculos.

Inicialmente se calculé la concentracion de la bacteria en UFC/mL para ello se
procedio a contar cada gota de cada dilucion por muestra de 10 pL luego se pasé
esa cantidad de colonias UFC/10uL a UFC/mL, posteriormente multiplicar este
valor por el inverso de la dilucion correspondiente, finalmente tenemos este valor
en unidades formadoras de colonia de bacteria por mililitro de solucién (UFC/mL)

para cada muestra en cada uno de sus respectivos niveles.

A continuacion, un ejemplo de la metodologia descrita anteriormente para una

muestra del nivel 1A para la toma 3 en la dilucion 10 se obtuvieron los

siguientes datos 13, 13y 21.

Ec. 3

13+13+21 UFC
—— " =157x10"
3 10 pL

UFC 100pL  1,57x10% UFC
1,57 x 10! o = 20T Ec. 4

10 uL 1mL mL

1,57x10% UFC w1 — 1,57x108 UFC
mL 10-5 mL

Ec.5

Finalmente obtenemos que para el nivel 1A, en la toma 3 de la dilucion 10 se

tiene una concentracion de 1.57x108 UFC/mL dato gue se reune con todos los

demas de cada dilucidén para posteriormente realizar las graficas.

Para la preparaciéon de los materiales que utilizamos durante las pruebas como
lo es el agar, solucion salina, el caldo de cultivo realizamos los siguientes

calculos.
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Para preparar el agar se planeaba con anticipacién cuantos petris se iban a
utilizar por ejemplo para el nivel 1A se prepararon 32 petris para lo cual se le
agrega 20 ml a cada uno y luego con las especificaciones del agar plate count
se tiene como referencia que para preparar 1000ml de agar se le agrega 23,5 g,

se anexa el calculo a continuacion.

32 petris X 20ml =640ml Ec.6

| « 23,5 gde agar plate count
1000ml

640 m = 15,04 g de agar plate count Ec.7

Entonces se procede a pesar los 15,04 g de agar plate count y se diluye en 640
ml de agua destilada para posteriormente ser agitada, sellada, auto clavada y
servido en los respectivos 32 petris que se habian programado anteriormente,

todos estos calculos se realizaron a lo largo de la ejecucion del proyecto.

Adicionalmente para obtener la concentracion de cada nivel correspondiente se

recurrié a la siguiente formula
CiV1=CaV2 Ec. 8

La ecuacion tiene cuatro componentes:
C 1 = concentracion inicial de solucion
V 1 = Volumen inicial de solucién

C 2 = concentracion final de solucién

V 2 = Volumen final de solucion

Entonces se realiz6 el proceso descrito en la metodologia con los balones

aforados.
Por Ejemplo:
Para el nivel 2B en donde se requiere obtener una concentracion de 0,05 % Es

decir 0,00005 % para ello se utiliz6 un balén aforado de 250 ml en la primera

parte, de modo que se calculé la concentracién requerida a 0,25L y la masa de

sal a pesar.
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2 —0,052¢ Ec9

|4 L

M = 0,05% % 0,25 L = 0,0125g NiCI2 Ec.10

Esta cantidad fue afiadida al balon aforado de 250 mL y se agreg6 agua tipo |
hasta llegar al limite sefialado del aforo

Luego se utilizé un bal6n aforado de 1000 ml y se calcul6 el volumen de sal a

agregar segun la Ecuacién 8.

0,00005 %le

V1l = —= 0,001L Ec.11
0,05

Se retiré 0,001L lo que equivale a 1 ml de la solucién preparada en el balon
aforado de 250 ml y se agrego al balon aforado de 1 L, este se llend con agua

tipo | hasta el aforo y asi se llegd a la concentracion del nivel 2B.

59



