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RESUMEN

TITULO: ANALISIS DE LA FOTODESINFECCION DE AGUA CONTAMINADA CON COLIFORMES
MEDIANTE TiOz INMOVILIZADO SOBRE UN TEXTIL A ESCALA LABORATORIO’

AUTOR: LAURA JULIANA CUERVO ARIAS Y SILVIA JULIANA NINO PARRA™

PALABRAS CLAVES: FOTOCATALISIS, E. COLI, ENTEROBACTER AEROGENES, TIEMPO DE
DESINFECCION

DESCRIPCION:

En el sector rural del municipio de Lebrija, mas del 50% de sus habitantes no cuentan con un sistema
de agua potable, lo que pone en riesgo su salud por recurrir a fuentes hidricas contaminadas con
microorganismos patégenos, como los coliformes totales. El Centro de Investigacién en Catalisis
(CICAT) reconoce que esta situacion requiere de mecanismos de desinfeccién efectivos y faciles de
aplicar en sectores con poca o ninguna infraestructura de potabilizacion. Por ello, esta investigacion
evalla la eficiencia de la fotocatalisis heterogénea en la desinfeccion de agua contaminada con E.
coli y Enterobacter aerogenes, teniendo en cuenta su fase de crecimiento y la relacién de
concentracion inicial de ambas bacterias mas resistentes al estrés oxidativo, utilizando TiO2 P-25
Degussa inmovilizado en textiles de algodén de 3x3cm, en reactores de 50mL y radiacién solar
simulada mediante el Suntest CPC+ATLAS. Los resultados obtenidos demuestran que la fase de
crecimiento mas resistente al estrés oxidativo es la fase estacionaria en ambas bacterias, en la cual
se alcanzé la desinfeccion completa en un tiempo de 2h para E. coli y 3h para Enterobacter
aerogenes, sin reactivacion bacteriana 24h después de finalizada la reaccion; ademas, se logré la
desinfeccién simultanea y sin reactivacion de las bacterias en cada relacién de concentracion en un
tiempo de 2h. Finalmente, la fase de crecimiento y el tipo de bacteria tienen un efecto sobre el tiempo
de desinfeccion, mientras que las relaciones de concentracidon no afectan este tiempo. De esto se
concluye que el proceso de fotocatélisis es eficiente en la remocion simultanea de Escherichia coli 'y
Enterobacter aerogenes.

* Trabajo de grado
* Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Luz Marina
Ballesteros Rueda, PhD. Electroquimica ciencia y tecnologia. Codirector: Victor Gabriel Baldovino
Medrano. Profesor.
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ABSTRACT

TITLE: ANALYSIS OF PHTODESINFECTION OF WATER CONTAMINATED WITH COLIFORMES
THROUGH TiO2 INMOVILIZEED ON A TEXTIL TO LABORATORY SCALE"

AUTHOR: LAURA JULIANA CUERVO ARIAS Y SILVIA JULIANA NINO PARRA™.

KEYWORDS: PHOTOCATALISIS, E. COLI, ENTEROBACTER AEROGENES, DISINFECTION
TIME

DESCRIPTION:

In the rural sector of the municipality of Lebrija, more than 50% of its inhabitants do not have a potable
water system, which puts their health at risk by resorting to water sources contaminated with
pathogenic microorganisms, such as total coliforms. The Catalysis Research Center (CICAT)
recognizes that this situation requires effective and easy-to-apply disinfection mechanisms in sectors
with little or no water treatment infrastructure. Therefore, this research evaluates the efficiency of
heterogeneous photocatalysis in the disinfection of water contaminated with E. coli and Enterobacter
aerogenes, taking into account its growth phase and the initial concentration ratio of bacteria more
resistant to oxidative stress, using TiO2 P-25 Degussa immobilized in 3x3cm cotton textiles, in 50mL
reactors and simulated solar radiation using the Suntest CPC + ATLAS. The results detected that the
growth phase most resistant to oxidative stress is the stationary phase in both bacteria, in which
complete disinfection is controlled in a time of 2h for E. coli and 3h for Enterobacter aerogenes,
without bacterial reactivation 24h after the reaction is over; In addition, the simultaneous disinfection
and without reactivation of the bacteria in each concentration ratio was achieved in a time of 2h.
Finally, the growth phase and the type of bacteria have an effect on disinfection time, while
concentration ratios do not affect this time. This concludes that the photocatalysis process is efficient
in the simultaneous removal of Escherichia coli and Enterobacter aerogenes.

* Bachelor Thesis
" Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Luz Marina
Ballesteros Rueda, PhD. Electroquimica ciencia y tecnologia.
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INTRODUCCION

En Colombia, el Ministerio de Salud! en el 2015 estimé que, en cuanto a la calidad
del agua suministrada a la poblacién nacional (48.2 millones de habitantes?), el
12.7% de los habitantes utilizaron agua baja en tratamiento o proteccion y el 6.0%
se sirvieron de agua cruda. Para el mismo afio, en el departamento de Santander,
10.2% de la poblacién utiliz6 agua de bajo o nulo tratamiento y el 0.6% agua cruda

o0 tomada directamente de la fuente.

A pesar del bajo porcentaje de utilizacion de agua cruda reportado para este
departamento, en municipios como Lebrija (con una poblacion total de 39398
habitantes®), las cifras del sistema de agua potable muestran una cobertura total
cercana al 68% que corresponde al 98% en el sector urbano y 41% en el rural, cifra
muy por debajo del promedio nacional. Debido a lo anterior, las personas del sector
rural se ven obligadas a tomar el agua principalmente de aljibes, nacientes y
quebradas cercanas, y a conducirla a través de ductos y mangueras hasta sus
viviendas®. El problema de cobertura y el alto impacto que existe sobre las corrientes
hidricas de Lebrija provocado por la recepcion de aguas residuales domésticas e

industriales del Area Metropolitana de Bucaramanga y otros municipios menores del

1 MINISTERIO DE SALUD Y PROTECCION SOCIAL. INSTITUCION DE SALUD. Estado de la
vigilancia de la calidad del agua para consumo humano (V informe). Bogota, D.C, 2015. p. 5-170.

2 DANE. Estimaciones de poblacién 1985 - 2005 y proyecciones de poblacién 2005 - 2020 total
departamental por é&rea. [en linea]. DANE,2005 [Citado 15 sep, 2018]. Disponible en:
https://www.dane.gov.coffiles/.../poblacion/...20/Municipal_area_1985-2020.xIs.

3 DANE. Colombia. Proyecciones de poblacion municipales por area. [en linea]. DANE, 2005 [Citado
15 sep, 2018]. Disponible en:
https://www.dane.gov.coffiles/.../poblacion/...20/ProyeccionMunicipios2005_2020.xIs.

4 LEBRIJA, CONCEJO MUNICIPAL DE LEBRIJA. Acuerdo N.° 009. (29, mayo, 2016). Por el cual se
Adopta el plan de desarrollo del Municipio de Lebrija, para el periodo 2016 - 2019 y se dictan otras
disposiciones. Plan de Desarrollo 2016 - 2019. Ambiente, Vida y Desarrollo. Lebrija, 2, junio, 2016.
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area de la jurisdiccion de la Corporacion Autonoma Regional para la Defensa de la
Meseta de Bucaramanga (CDMB)?®, representan riesgos de contaminacion y graves

afectaciones a la salud de las familias de esta poblacion®.

La calidad del agua potable en el pais se rige por la Resolucién 2115 de 2007 del
Ministerio de la Proteccién Social y Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial’, donde se especifican los valores limites de contaminantes inorganicos y
se presenta la concentracion de coliformes totales y Escherichia coli (E. coli) como
indicadores de contaminacion microbiolégica. En este sentido, el agua potable es
aquella que, por cumplir las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiol6gicas, en
las condiciones sefialadas en el decreto 1575 de 2007 y demdas normas que la

reglamenten, es apta para consumo humano®.

Los coliformes totales y E. coli son las bacterias mas utilizadas como indicador de
la calidad de agua potable, debido a que se encuentran con mayor frecuencia y
permanecen por mas tiempo en el agua como contaminantes microbiol6gicos,
ademas de comportarse como patégenos en los sistemas de desinfeccion®l®. Los
coliformes totales son bacilos gram negativos, anaerobios facultativos, no

esporulados y fermentadores de lactosa a 35°C; en los cuales se clasifican en cuatro

5 CORPORACION AUTONOMA REGIONAL PARA LA DEFENSA DE LA MESETA DE
BUCARAMANGA. Informe Estado de los Recursos Naturales. Bucaramanga: 2018. p. 6-38

6 LEBRIJA, CONCEJO MUNICIPAL DE LEBRIJA. Op. Cit.

7 COLOMBIA, MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA
Y DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucion N.° 2115. (22, junio, 2007). Por medio de la cual se
sefialan caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para
la calidad del agua para consumo humano. Bogota.

8 COLOMBIA, MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL. Decreto Namero 1575. (9, mayo, 2007).
Por el cual se establece el Sistema para la Proteccion y Control de la Calidad del Agua para Consumo
Humano. Bogota

9 Remocion de agentes patégenos.

10 pjaAZ DELGADO, Carlos, et al. Agua potable para comunidades rurales, reliso y tratamientos
avanzados de aguas residuales domésticas. Capitulo 20. Indicadores de contaminacion fecal en
aguas. México D.F: RIPDA-CYTED, 2003. p. 224 - 229.
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géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter!?, siendo las bacterias
mas comunes entre ellos E. coli y Enterobacter aerogenes, segun Mora et, al.'?,
Estos ultimos tres géneros provienen generalmente del ambiente (fuentes de agua,
vegetacion y suelos) y en pocas proporciones del tracto intestinal de los animales
de sangre caliente, y su presencia en corrientes de agua tratada sugiere fallas en la
eficacia del tratamiento y la integridad del sistema de distribucién. Por otro lado, la
bacteria E. coli, se caracteriza por ser estrictamente intestinal y ser un indicador de

la presencia de contaminacion fecal en el suministro de ésta.!3

A pesar de que los métodos convencionales (bioldgicos, quimicos y fisicos) para el
tratamiento de agua potable son de bajo costo y de facil aplicaciéon, presentan
desventajas y limitaciones en la eficiencia de la remocién de contaminantes'*. En
métodos quimicos como la cloracion, se presentan reacciones con especies
organicas en donde se forman subproductos de desinfeccién (DBPs por sus siglas
en inglés: Disinfection by-products) como los trihalometanos, los cuales implican
riesgos mutagénicos y cancerigenos®®. Por otro lado, métodos fisicos como el
SODIS (Solar Disinfection), poseen limitaciones en los tiempos de radiacion (6h en
promedio), volumen de agua tratada usando botellas PET (1,5 - 2L) %y la
reactivacion de los microorganismos (MOs) después de la exposicion a la

11 ROBERT PULLES, Marlen. Microorganismos indicadores de la calidad del agua potable en cuba.
En: Revista CENIC. Ciencias Biologicas. 2014. vol. 45, no. 1, p. 25-36

12 MORA, Darner, et al. El grupo coliforme: importancia como indicador sanitario en los
abastecimientos de aguas de consumo humano. En: Tecnologia en marcha. 1990. vol. 10, no. 1, p.
68-77.

13 ROBERT PULLES, Marlen. Op. Cit.

14 LOURDES MARIANI, Melisa. Degradacion de mezclas de contaminantes en agua utilizando el
proceso avanzado de oxidacion que emplea la combinacién de radiacion ultravioleta y peréxido de
hidrégeno. Tesis Doctora en Tecnologia Quimica. Argentina: Universidad Nacional del Litoral.
Facultad de Ingenieria Quimica, 2014.

15 ZHANG, Beibei, et al. Evaluation of DBPs formation from SMPs exposed to chlorine, chloramine
and ozone. En: Journal of Water and Health. Abr, 2017. vol. 15, no. 2, p. 185-195

16 POLO LOPEZ, M.l, et al. Elimination of water pathogens with solar radiation using an automated
seqguential batch CPC reactor. En: Journal of Hazardous Materials. Nov, 2011. vol. 196. p. 16-21
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radiacion!’ 18, Esto ha impulsado el desarrollo de nuevas metodologias de
descontaminacion!® que tengan en cuenta factores fundamentales como la
naturaleza y propiedades fisicoquimicas del agua, la factibilidad de reutilizacion, la

economia, la eficiencia de los procesos y su rango de aplicacion?.

Entre estas metodologias se encuentran los Procesos Avanzados de Oxidacion
(PAOSs), los cuales han sido utilizados con éxito en la remocidon de numerosos
contaminantes y se encuentran incluidos dentro de los procesos de oxidacion
quimica mas efectivos para el tratamiento de agua?! y procesos de desinfeccion??23,
Estas tecnologias se basan en procesos fisicoquimicos capaces de generar la
transformacién quimica de la fase del contaminante y en ocasiones llegar a la
mineralizacion completa (COz2, H20 e iones o acidos inorganicos), ademas de lograr
el mejoramiento de las propiedades organolépticas del agua tratada y la eliminacién
de efectos sobre la salud de desinfectantes como el cloro. Unos de los PAOs que
han sido estudiados recientemente y que han demostrado su efectividad en la
desactivacion de los MOs, son la fotocatélisis homogénea y heterogénea. Estos
procesos se caracterizan por la utilizaciéon conjunta de la radiacion ultravioleta y un

fotocatalizador, inmovilizado en diferentes sustratos o suspendido en solucion

17 GIRALDO, Sonia Azucena; RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Desinfeccion de
agua por fotocatalisis. Aspectos Basicos. En: Solar Safe Water. p. 203-226

18 ROJAS HIGUERA, Naydd, et al. Evaluacion de tres métodos para la inactivacion de coliformes y
Escherichia coli presentes en agua residual doméstica, empleada para riego. En: Universitas
Scientiarum. 2010. vol. 15, no. 2, p. 139 -149

19 Término que hace referencia a la remocién general de contaminantes: agentes pat6genos,
productos quimicos, basura, entre otros.

20 FORERO, Jorge Enrique; ORTIZ, Olga Patricia y RIOS, Fabian. Aplicacién de procesos de
oxidacién avanzada como tratamiento de fenol en aguas residuales industriales de refineria. En:
Ciencia, Tecnologia y Futuro. Jun, 2005. vol. 3, no. 1, p. 97-109.

21 ACEVEDO ZABALETA, Jose Daniel. Proceso fotocatdlitico como alternativa para la potabilizacion
de agua. Trabajo de investigacién para optar al titulo de Magister en Ingenieria. Medellin:
Universidad EAFIT. Escuela de Ingenieria. Departamento de Ingenieria de Procesos, 2012

22 OURDES MARIANI, Melisa. Op. Cit.

23 DOMENECH, Xavier; JARDIM, Wilson F. y LITTER, Marta |. Procesos avanzados de oxidacion
para la eliminacion de contaminantes. En: ResearchGate. Ene, 2004
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acuosa, para lograr la generacién de especies transitorias poderosas que poseen
alta efectividad para la oxidacién de contaminantes.

En la fotocatalisis heterogénea se presenta la absorcion directa o indirecta de
energia radiante (visible o UV) por el fotocatalizador heterogéneo (semiconductor)
y las reacciones de destruccion o de remocion de los contaminantes tienen lugar en
la regién interfacial entre el sélido excitado y la solucién?*. En estas reacciones
intervienen las especies reactivas oxidantes (ROS por su siglas en inglés): radicales
hidroxilos (OHe¢), radicales superdxidos (Oz+) y peréxido de hidrégeno (H202),
componentes activos que tiene un efecto bactericida, debido a que generan un dafio
parcial sobre la permeabilidad de la membrana externa, seguido por un dafio a nivel
de pared y en la membrana citoplasmatica causando lisis?® que impide a los MOs
llevar a cabo sus funciones vitales y por lo tanto les causan la muerte 26 27 28, Sin
embargo, en el proceso de fotocatélisis se puede presentar el fenébmeno de
recombinacibn de las parejas electron-hueco, responsable de impedir las

reacciones que involucran la formacién de ROS?°.

Algunos materiales econémicamente asequibles con propiedades idéneas para
actuar como fotocatalizadores son ZnO, CdS, 6xidos de hierro, WOs, ZnS y TiO2.

Este ultimo es uno de los méas estudiados debido a que presenta una elevada

24 |bid.

25 Proceso de ruptura de la membrana celular.

26 ROJAS HIGUERA, Naydu, et al.

Op. Cit.2” VELASCO, Edwing; MORENO, Andrea L. y GIRALDO, Sonia A. Efecto de la presencia de
sales inorganicas sobre la inactivacién fotocatalitica de E. coli en agua. En: Ingenieria y Ciencia. Mar,
2013. vol. 9, no. 17, p.193-208

28 MANESS, Pin-Ching, et al. Bactericidal Activity of Photocatalytic TiO> Reaction: toward an
Understanding of Its Killing Mechanism. En: Applied and Environmental Microbiology. Sep, 1999. vol.
65, no. 9, p. 4094-4098

29 DUARTE MANTILLA, Maria Mercedes y FERNANDEZ CRISTANCHO, Eyleen Vanessa.
Evaluacion de la efectividad del TiO2 con Ag en la Fotodesinfeccion 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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estabilidad quimica siendo apto para trabajar en un amplio rango de pH. Ademas,
presenta resistencia a la corrosion quimica y a la fotocorrosién. Cabe resaltar que
este material es activo en la region ultravioleta cercana (UV-A) puesto que su salto
de banda (band gap, en inglés), se encuentra entre 3.02-3.23 eV, por este motivo el
TiO2 puede aprovechar cerca de un 5% de la intensidad del espectro de radiacion
solar (A<400nm) y asi producir transiciones electronicas por absorcion de
radiacion3! para la generacion de pares electron-hueco que posteriormente se
recombinan en procesos de transferencia de carga interfacial (oxidativos o

reductivos) en las reacciones de fotodesinfeccion.

Diferentes estudios han reportado la desinfeccion de MOs mediante la utilizacion de
TiO2 en suspension (fotocatalisis homogénea) 32 33 34 Sin embargo, estudios
comparativos de desinfeccion de MOs mediante la utilizacion de TiO2 suspendido e
inmovilizado, confirman una mayor tasa de desinfeccion para el TiO2 inmovilizado®
36, Ademas, se reconocen desventajas en el manejo de suspensiones, aglomeracion
y segregacion del catalizador, asi como la necesidad de incorporar una etapa

adicional de separacion para la limpieza y recuperacion del catalizador cuando se

30 DOMENECH, Xavier; JARDIM, Wilson F. y LITTER, Marta I. Op. Cit.

31 ACEVEDO ZABALETA, Jose Daniel. Op. Cit.

32 MORENO, Andrea; BALLESTEROS, 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. Oct 2019

33 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Effect of pH, inorganic ions, organic matter and
H202 on E. coli K12 photocatalytic inactivation by TiO2. Implications in solar water disinfection. En:
Applied Catalysis B: Environmental. Abr, 2004. vol. 51, p. 283 - 302

34 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Solar Photolytic and Photocatalytic Disinfection
of Water at Laboratory anf Field Scale. Effect of the Chemical Composition of Water and Study of the
Postirradiation Events. En: Journal of Solar Energy Engineering. Feb, 2007. vol. 129, p. 100-110.

35 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. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander.
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica, 2017

36 CAl, Yanling; STROMME, Maria y WELCH, Ken. Disinfection Kinetics and Contribution of Reactive
Oxygen Species When Eliminating Bacteria with TiO2 Induced Photocatalysis. En: Journal of
Biomaterials and Nanobiotechnology. 2014. vol. 5, no. 3, p. 200-209
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utiliza en suspension®” 2, Esto ha promovido el estudio de la fotocatdlisis
heterogénea y el desarrollo de técnicas para la fijacion del TiO2 como el método sol-
gel, sol-gel combinado e inmersion dip coating®®, ademas de la utilizacion de
sustratos como vidrio?°, cuarzo y metales*! para soportar el TiO2. De esta manera,
se ha reportado igualmente la desinfeccion total y sin reactivacion de coliformes

totales utilizando TiO2 inmovilizado en laminas de vidrio*2.

En la Ultima década, el Centro de Investigacion en Catélisis (CICAT), de la
Universidad Industrial de Santander (UIS), ha estudiado la eficiencia del proceso de
fotocatdlisis heterogénea en la desinfeccion de agua destilada con carga organica
simulada, utilizando como contaminante la cepa E. coli ATCC 11229 y como
catalizador, TiO2 P-25 Degussa. Los resultados obtenidos por el CICAT en el afio
2017 confirman que las pruebas con TiO2 inmovilizado sobre fibras textiles de
algodon presentan una mayor disminucion de la concentracién bacteriana que para
el TiO2 suspendido en los primeros minutos de reaccion, ademas de alcanzar la
descontaminacion de mayores voliumenes de agua, esto debido a la posibilidad de
reusar los textiles en diferentes reacciones de desinfeccion*® . En ese mismo afio,
se report6 que la concentracién Gptima de catalizador en la suspensién, que impide
la lixiviacién en la fotodesinfeccion, es de 0,4 gTiO2/LH20% .

87 |bid.

38 ACEVEDO ZABALETA, Jose Daniel. Op. Cit.

39 |bid

40 ROJAS HIGUERA, Naydd, et al. Op. Cit.

41 ACEVEDO ZABALETA, Jose Daniel. Op. Cit.

42 bid

% AMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando. Op. Cit.
44 CABALLERO ESPARZA, Ménica Patricia y MARTINEZ RUGELES, Deisy Milena. Incremento de
la vida util de fibras textiles modificadas con TiO:z en la desinfeccion de aguas contaminadas con E.
coli en un reactor captador parabdlico compuesto. Trabajo de grado Ingeniero Quimico.
Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela
de Ingenieria Quimica, 2017
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En la préactica, la aplicacion de los métodos de tratamiento de agua debe tener en
cuenta fundamentalmente la naturaleza y las propiedades fisicoquimicas de las
aguas o efluentes a tratar*®. Asi mismo, la sensibilidad y resistencia de las bacterias
al estrés oxidativo depende de la naturaleza del agua*® y en gran medida de las
caracteristicas morfologicas y estructurales que poseen los MOs en sus diferentes
fases de crecimiento?’. En este sentido, desde el CICAT se reconoce la necesidad
e importancia de continuar con el estudio detallado de los efectos producidos por
otros agentes contaminantes en la fotodesinfeccion. Por tal motivo, en el presente
proyecto se desea conocer ¢cual es el efecto en el porcentaje de desinfeccién de la
presencia simultdnea de MOs que se encuentran en su fase de crecimiento mas
resistente al estrés oxidativo y que estan presentes en el agua de consumo de un
sector rural de Lebrija, Santander, utilizando un proceso de fotocatélisis

heterogénea con TiOzinmovilizado en un textil?

45 DOMENECH, Xavier; JARDIM, Wilson F. y LITTER, Marta I. Op. Cit.
46 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Op. Clt. )
47 MORENO, Andrea; BALLESTEROS, Luz Marina y CASTRO LOPEZ, Camilo. Op. Cit.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la presencia de coliformes en el agua sobre el proceso de

fotodesinfeccion mediante el uso de TiO2 inmovilizado en un textil a escala

laboratorio

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la fase de crecimiento mas resistente de cada uno de los

microorganismos al estrés oxidativo
2. Determinar el efecto de la relaciéon de concentraciones de los microorganismos

presentes en el agua contaminada sobre el proceso de fotodesinfeccién con TiO2

inmovilizado sobre textiles
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2. DESCRIPCION METODOLOGICA

El proyecto de investigacion se desarrolld6 en dos fases metodologicas:
Fotodesinfeccién de cada uno de los MOs y Fotodesinfeccién simultanea de los
MOs, las cuales dan cumplimiento a los objetivos planteados y son ejecutadas
mediante la realizacion de unas actividades preliminares y una revision de la

literatura. A continuacién, en la Figura 1 se presenta la descripcion las actividades.

Figura 1. Diagrama de las etapas secuenciales del proyecto
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2.1 ACTIVIDADES PRELIMINARES

2.1.1 Identificacion de contaminantes en el agua disponible para consumo. Se
determind el punto geogréfico especifico para la toma de muestra de agua mediante
el reconocimiento de la estructura de captacion y distribucién en las veredas del
municipio de Lebrija, teniendo en cuenta la informacién suministrada por la

Secretaria de Salud y sus habitantes. De esta forma, se realiz6 un andlisis de
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parametros fisicoquimicos y microbiolégicos establecidos por la Resolucion 21154,
para una muestra de agua proveniente del punto seleccionado y se identificaron los

MOs que se utilizaron en las pruebas del proyecto de investigacion.

2.1.2 Conservacion de los microorganismos. Seleccionados los MOs, se realizd
la conservacion de las cepas microbioldgicas (otorgadas por la Escuela de
Microbiologia de la UIS). Este proceso inicio con el aislamiento de las colonias de
la cepa inicial en agar Plate Count (Oxoid) y su incubacién por 18h a 37°C en la
incubadora (Blamis Heidolph). Después, se inocularon las nuevas colonias en el
medio cultivo Luria Bertani (LB), compuesto por 10g/L triptona (Oxoid), 10g/L NaCl
(Merck) y 5g/L extracto de levadura (Oxoid), y se incubaron por 18h a 37°C. Por
altimo, se depositaron en tubos Eppendorf volumenes iguales del medio de cultivo
inoculado y de glicerol al 50% vl/v, y se preservaron a -70°C en el ultracongelador
(Thermo Scientific 88000 Series) ubicado en el Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales, CINTROP.

2.1.3 Preparacion del in6culo. Para establecer la concentracion inicial de bacterias
en las pruebas de las fases de fotodesinfeccion de los microrganismos, primero se
realiz6 la reactivacion de las bacterias utilizando el volumen de uno de los tubos
Eppendorf conservados. Este se sembro por estria en agar Plate Count y se llevé a
incubacion por 18h a 37°C. Posteriormente, las colonias de la bacteria reactivada
en el agar Plate Count se inocularon en un volumen de 10mL de solucién salina
estéril, y se agitd con un vortex (V1 plus BOECO). Finalmente, se realizé la medicién
por triplicado de la densidad 6ptica (absorbancia) de esta ultima solucion utilizando

un espectrofotometro (Hewlett-Packard modelo 8453) operado a una longitud de

48 COLOMBIA, MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL MINISTERIO DE AMBIENTE,
VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL Op. Cit.
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onda de 625nm*°. En este Ultimo paso se debe alcanzar un valor de absorbancia de
0.13 ABS, el cual representa la densidad Optica estandar del patron 0.5 de la escala
de Mc Farland y equivale a una concentracion bacteriana de 108 UFC/mL %0,
concentracion que se establecié como la inicial para cada una de las pruebas de
fotodesinfeccion. Una vez alcanzado el valor deseado de absorbancia, se le
denomind a esta solucién pre-inéculo. Por ultimo, para obtener el inéculo de las
pruebas, se vertié 1mL del pre-inéculo en 9mL de medio de cultivo LB estéril y estos
10mL se llevaron a incubacion por 18h a 37°C y 150rpm. Este procedimiento se

puede encontrar en detalle en el Anexo A.

2.1.4 Estudio del comportamiento de crecimiento de los microorganismos.
Para estudiar el comportamiento de crecimiento de los MOs se realiz6 una curva de
crecimiento de las bacterias seleccionadas como representantes de los coliformes
totales®! 52, Este procedimiento comenzé tomando 10mL del in6culo, los cuales se
vertieron en 90mL de medio de cultivo LB estéril; a partir de ese momento inicié el
tiempo de crecimiento del MO a estudiar y se extendié hasta observar una

estabilizaciéon de la solucién bacteriana.

Con muestras de 100uL de medio de cultivo LB inoculado se realizaron diluciones
seriadas en tubos Eppendorf con 900uL de solucién salina estéril y se sembraron
en agar Plate Count por la técnica de microgota; es decir, de cada tubo Eppendorf
se sembraron 3 gotas de 10uL y se incubaron a 37°C por 18 a 24h. Finalmente, se
realiz6 un conteo de las colonias bacterianas, se registrd, se calcul6 la cantidad de

UFC/mL, como se puede observar en el ANEXO B1, y se graficaron los resultados

49 WIEGAND, Irith; HILPERT, Kai y HANCOCK, Robert E W. Agar and broth dilution methods to
determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial substances. En: Nature
Protocols. 2008. vol.3, no.2, p.163 - 175

50 UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA, Edimeco. Apéndice 2: Medios, reactivos y control de calidad. En:
Medicina & Laboratorio. 2009. vol. 15, no. 11-12

51 ROBERT PULLES, Marlen. Op. Cit.

52 MORA, Darner, et al. Op. Cit.
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en relacion de UFC/mL, respecto al tiempo de crecimiento de los MOs. El
procedimiento en detalle se encuentra en el ANEXO C.

2.1.5 Inmovilizaciéon de TiOzen los textiles. La inmovilizacion del TiO2 en textiles
de algoddn de 3x3cm se realizé siguiendo el procedimiento de Caballero y Martinez
53, en el que se establecié la concentracion éptima de TiO2 en suspension, las
etapas del proceso de inmovilizacion, el tiempo de inmersion y la relacion entre el

volumen de suspension de TiO2y el area de los textiles.

Inicialmente, se establecio la cantidad de textiles teniendo en cuenta que estos se
debian usar una Unica vez. Posteriormente, cada textil se peso por triplicado en la
balanza (Pioneer, OHAUS CORP, legibilidad de 0.0001g) y se lavé en una solucién
0.2M de NaOH para retirar los aditivos utilizados en la fabricacion de los textiles que
pueden afectar la inmovilizacién. Este lavado se realizé tres veces durante dos
minutos, y, al finalizar los textiles se enjuagaron con abundante agua destilada para
retirar el NaOH sobrante, se secaron en el horno (Paffor 40X) a 100°C durante 1hy

Se pesaron nuevamente.

Por otro lado, la suspensién de TiO2 en agua destilada se preparé con base en la
relacion establecida por Caballero y Martinez %4, quienes inmovilizaron dos textiles
de 0.14 m2 en 20L de suspension 0.4g de TiO2/L, de lo cual resulta que por cada
textil de 3x3cm (9x10* m?) se requiere un volumen de 65mL. La suspension de TiOz,
se homogeneiz6 en el Ultra Turrax (IKA T25 Digital) por 30 minutos a 4000 rpm, se
midié y reguld el pH a un valor de 3 en el medidor de pH (Hanna HI 5522)
adicionando una solucién de acido clorhidrico fumante (Merck) al 13% en peso. Los

calculos de la solucion de acido preparada se encuentran en el Anexo B2.

53 CABALLERO ESPARZA, Mo6nica Patricia y MARTINEZ RUGELES, Deisy Milena. Op. Clt.
54 |bid.
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Alcanzado el pH de 3 en la suspension, se realiz6 la inmersion de los textiles en una
pecera de 21x21x15cm por 1h en agitacién y con fotoactivacién (usando una
lampara de luz negra a 20W), lo que permite aumentar la fuerza de adhesion entre
el TiOz2 y el textil 5. Luego, se secaron los textiles a 100 °C durante 1h, se
sometieron a choque térmico por 10min a 120°C en el horno y se les realiz6 un bafio
ultrasonico (Ultrasonic Cleaner EIma E120H) durante 15 min con el fin de retirar las
particulas de TiO2 débilmente adheridas. Luego, se reajusto el pH de la suspension
de TiO2 utilizado y se repitio el procedimiento de inmersién con fotoactivacion,
secado, choque térmico y ultrasonido en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Finalmente, se secaron los textiles al aire libre y se pesaron por
triplicado para conocer el peso de TiO2 adherido en cada uno de ellos. La

inmovilizacidn se puede revisar en detalle en el Anexo D.

2.2 FOTODESINFECCION DEL AGUA CONTAMINADA CON COLIFORMES

2.2.1 Fotodesinfeccién de cada uno de los microorganismos. La variable en
estas pruebas fue la fase de crecimiento de cada MO. Esta variacion se realizé con
el fin de conocer la fase mas resistente al estrés oxidativo generado por el proceso
fotocatalitico. Cada fase de crecimiento se evalué de forma individual en una prueba
gue se llevd a cabo en cuatro reactores (frascos de borosilicato de 50mL) dentro de
un simulador de radiacion solar SUNTEST (CPC + ATLAS) ubicado en el laboratorio
de fotocatdlisis del CICAT y en el cual se llevd a cabo las reacciones de
oxidoreduccion. La configuracion de los reactores se puede observar en la Figura
2.

% VELASCO ROZO, Edwing Alexander. Estudio de la inmovilizacién de TiO2 en poliéster
funcionalizado para el desarrollo de textiles fotobactericidas. Trabajo de investigacién para optar al
titulo de Magister en Ingenieria Quimica. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander.
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica, 2014
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El primer paso consistié en la preparacion de 5mL de inéculo para afiadirlos en
45mL de medio de cultivo LB estéril, con el objetivo de dar inicio al tiempo de
crecimiento y obtener la solucidén bacteriana del MO en las fases a evaluar. Para
preparar esta solucion bacteriana, se tom6 una muestra del medio de cultivo
inoculado en el tiempo correspondiente a cada fase, 4 volumenes de 1mL en 4 tubos
Eppendorf, los cuales se centrifugaron (Labnet Prism Microcentrifuge) a 3100rpm
durante 15 min para formar un pellet de la bacteria. Después, se retird el
sobrenadante de cada tubo, se afiadié 1mL de solucién salina estéril y se agitd en
el vortex para homogeneizar. Estos cuatro pasos se repitieron una vez mas para
obtener 1mL de solucion bacteriana que se inocul6 en los 49mL de agua destilada

en cada reactor.

Figura 2. Reactores para las pruebas de desinfeccion con 49mL de agua
destiladay 1mL de solucién bacteriana. (a, b) Proceso fotocatalitico con textil
inmovilizado. (c) Proceso SODIS. (d) Proceso en oscuridad con textil

inmovilizado.

Inmediatamente después de hacer la inoculacion y el montaje de los 4 reactores se

realizaron 10 tomas durante en el tiempo que se dio la reaccion para cada bacteria.
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Adicionalmente, y como control de la eficiencia del proceso, finalizado el tiempo de
reaccion se tomé una muestra de 1mL de cada reactor en tubos Eppendorf, se
cubrié con papel aluminio para simular la oscuridad, y se incub6 por 24h a 37°C y
150rpm. Con este volumen se realizé la ultima toma muestra. Finalmente, cada
toma se sembrd por triplicado mediante la técnica de microgota (descrita en el
Anexo E) en cajas de Petri con agar Plate Count, se incub6 por 18 a 24h, para luego
realizar el conteo de las colonias bacterianas, registrar los datos y calcular la

cantidad de UFC/mL (Anexo B1) en cada muestra durante el tiempo de reaccion.

2.2.2 Fotodesinfeccion simultanea de los microorganismos. Para estudiar el
efecto de la presencia simultanea de los MOs sobre el proceso de fotodesinfeccion,
se establecié como variable, la relacion de concentracion inicial de cada bacteria,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el andlisis microbioldgico realizado
a la muestra de agua veredal y la fase mas resistente al estrés oxidativo reportada
en la fotodesinfeccién de cada MO (Inciso 3.2.1). De esta manera, se evaluaron 3
relaciones de concentracion inicial MO1:MO2 manteniendo una concentracion

inicial total de 1x107 UFC/mL en el medio de reaccion.

Estas pruebas se realizaron siguiendo la metodologia de las pruebas de
fotodesinfeccion para cada MO. Sin embargo, en este caso, las tomas realizadas,
se sembraron por microgota tanto en agar Plate Count como en agar Cromogénico
(Oxxoid: Chromogenic Coliform Agar), lo que permitié observar los porcentajes de
desinfeccion total e individual de las bacterias, debido a la diferente coloracion que

se observa en el agar Cromogénico para cada MO.

El procedimiento detallado de las pruebas de fotodesinfeccion se presenta en el
ANEXO F.
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3. RESULTADOS

3.1 ACTIVIDADES PRELIMINARES

3.1.1 Identificacion de contaminantes en el agua disponible para consumo. De
los resultados obtenidos del andlisis de los pardmetros fisicoquimicos vy
microbiolégicos evaluados en la muestra de agua proveniente del punto de
captacion y distribucion ubicado en la vereda de Santa Rosa, Lebrija, se resalta que
el agua contiene OUFC/100mL de E. coli y 140UFC/100mL de coliformes totales®®,
es decir, por encima del valor maximo aceptable segun la Resolucién 2115 de 2007
de OUFC/100mL>" (ver en detalle todo el andlisis en el ANEXO G) De esta manera,
teniendo en cuenta el andlisis y la Resolucion se seleccionaron dos bacterias para
la investigacion, E. coli (bacteria que ha sido estudiada previamente en procesos de
fotodesinfeccion desde el CICAT), y Enterobacter aerogenes como representante

de los coliformes totales®8 %°

3.1.2 Estudio del comportamiento microbiolégico. En la y 4 se observan las
curvas de crecimiento obtenidas para las bacterias Enterobacter aerogenes y E.
coli, las cuales se llevaron a cabo en un tiempo de 32h (17 muestras) y 25h (16
muestras), respectivamente. Los resultados obtenidos se representan a través de
graficas cuya variable independiente es el tiempo de crecimiento del MO (Eje X) y
variable dependiente corresponde a la concentracién de las bacterias en UFC/mL

(Eje Y, escala logaritmica).

56 L ABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS DEL CEIAM - UIS. Formato informe de resultados.
Bucaramanga: Yaneth Quintero, 2018

57 COLOMBIA, MINISTERIO DE LA PROTECCION SOCIAL MINISTERIO DE AMBIENTE,
VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL Op. Cit.

58 ROBERT PULLES, Marlen. Op. Cit.

59 MORA, Darner, et al. Op. Cit.
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Enla se pueden observar las 4 fases de crecimiento de la bacteria Enterobacter
aerogenes. La primera es la fase de adaptacion que se da en las primeras 0.7h.
Desde las 0.7h hasta las 5.7h, se encuentra en la fase de crecimiento exponencial.
Terminada esta etapa, la bacteria entra en una transicion de la fase exponencial a
la fase estacionaria por 2h (5.7h a 7.7h). Finalmente, la fase estacionaria se
extiende desde las 7.7h hasta 25.7h y después hasta las 31.7h existe una

disminucién de la concentracion bacteriana y se define como la fase de muerte.

Figura 3. Curva de crecimiento Enterobacter aerogenes.
Curva de crecimiento Enterobacter aerogenes
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Figura 4 se observan las fases de crecimiento de E. coli, la cual inicia con la fase
exponencial que se extiende hasta las 3.8h. Desde alli se da continuacion a la fase

estacionaria hasta las 23h y, por ultimo, la fase de muerte hasta las 25h.

33



Figura 4. Curva de crecimiento Escherichia coli.
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Tomado de: ACOSTA, Sebastian Ricardo y BARENO, Leidy Carolina. Estudio de
estrategias para el aumento de la vida util de textiles fotobactericidas TiO2/algodén

utilizados en la desinfeccién de aguas contaminadas con E. coli.

3.2 FOTODESINFECCION DEL AGUA CONTAMINADA CON COLIFORMES

Los resultados de las pruebas de fotodesinfeccion se representan a través de
graficas cuya variable independiente (Eje X) es el tiempo de reaccion y variable
dependiente (Eje Y) corresponde a C/Co, es decir, la concentracion en UFC/mL de

cada muestra en el tiempo, sobre la concentracion inicial en UFC/mL.

Ademas, en estas pruebas realizadas en las 2 fases metodologicas se llevo a cabo
la comparacion de los resultados obtenidos en los 3 procesos: SODIS (control sin
fotocatalizador), oscuridad (control sin radiacién) y fotocatalisis, como se observara
en las figuras 7 y 8. En donde cada punto en la curva de SODIS y oscuridad, resulta

del promedio del nimero de colonias observadas en 3 gotas sembradas por la

34



técnica de microgota de una de las diluciones de cada muestra; mientras que cada
punto de la curva de fotocatélisis se obtiene del promedio de 6 gotas, es decir, 3
gotas por cada reactor. La configuracion de los reactores se puede observar en la

figura 2.

Por otra parte, en las figuras que se presentaran a continuacion se observara la
desviacion de los datos en cada uno de los puntos de cada curva, lo cual indica que
aguellos puntos sin barras de error representan lecturas iguales del nimero de
colonias observadas en las gotas de una dilucion. Adicional, en algunas curvas se
podra observar una significativa desviacion que puede atribuirse a la técnica de
conteo empleada, puesto que, para mayores concentraciones de MO, no es posible
realizar el adecuado conteo del numero total de colonias en las diluciones
sembradas; esta situacion se presenta también en los estudios realizados por
Camargo y Oréstegui 89, en donde se afirma que a mayor cantidad de nimero de

colonias existe una mayor desviacion en los resultados.

En el Anexo H se encuentran los resultados obtenidos de la fotodesinfeccion
(comparacion de los tres procesos: SODIS, oscuridad y fotocatalisis) de cada fase
de crecimiento de cada MO vy las relaciones de concentracion inicial seleccionadas.

3.2.1 Fotodesinfeccién de cada uno de los microorganismos. Los resultados
obtenidos en estas pruebas se reportan con base en el tiempo transcurrido en el
medio de cultivo desde la inoculacién. Para Enterobacter aerogenes, se
establecieron 4 tiempos: 3,5h (1,92*107 UFC/mL), 6,5h (7,67*10" UFC/mL), 10h
(1,57*108 UFC/mL) y 24h (1,03*108 UFC/mL); los cuales corresponden a las fases
de crecimiento exponencial (F1), transicion de la fase exponencial a fase
estacionaria (F2), estacionaria inicial (F3) y estacionaria final (F4), respectivamente.
Para E. coli: 1h (6,67*10° UFC/mL), 5h (3,50*10" UFC/mL) y 24h (8,33*107 UFC/mL),

60 CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando. Op. Cit.

35



correspondientes a las fases exponencial (F1), estacionaria inicial (F2) y

estacionaria final (F3), respectivamente.

En las Figura 5 y 6 se presenta la comparacion de los resultados obtenidos de la
desinfeccién, mediante el proceso de fotocatalisis, en cada fase de crecimiento
seleccionada de Enterobacter aerogenes y E. coli, respectivamente. En ellas se
puede observar una disminucion significativa de la concentracion bacteriana de
ambos MOs en los primeros minutos de cada fase. Para E. coli, este
comportamiento coincide con el observado por Camargo y Oréstegui® y Rincén y
Pulgarin %2, donde los primeros reportan un porcentaje de desinfeccién cercano al
45% en 10 minutos de reaccion y los segundos reportan un 60% en 20 minutos de
reaccion. Asi mismo, Rizzo®® reporta aproximadamente un 70% de desinfeccion de
Enterobacter aerogenes en los primeros 20min de reaccion. Esta disminucién
exponencial de la concentracion bacteriana en los primeros minutos de reaccion se
atribuye al proceso fotocatalitico ocurrido en la superficie del catalizador que genera
la liberacion de especies oxidantes altamente perjudiciales para el MO como
consecuencia de las reacciones de 6xido reduccion 4. Ademas, en los primeros
minutos de reaccién las bacterias se encuentran en un proceso de adaptacion al

nuevo medio %, lo cual también favorece la desinfeccién en este tiempo.

En el Figura 5 se puede evidenciar que aproximadamente a las 0,2h de reaccion se
ha alcanzado alrededor del 50% de la desinfeccion total en cada una de las fases:
56%, 59%, 64% y 41%, para F1, F2, F3 y F4, respectivamente. Ademas, los datos

61 |bid.

62 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Op. Cit.

63 ACOSTA, Sebastian Ricardo y BARENO, Leidy Carolina. Estudio de estrategias para el aumento
de la vida atil de textiles fotobactericidas TiO2/algodén utilizados en la desinfeccion de aguas
contaminadas con E. coli. Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bucaramanga: Universidad Industrial
de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica, En desarrollo
64 CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando. Op. Cit.
65 RIZZO, Luigi. Inactivation and injury of total coliform bacteria after primary disinfection of drinking
water by TiO2 photocatalysis. En: Journal of Hazard Materials. Sep, 2009. vol. 165, no. 1 - 3, p. 48-
51
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entre las 1.5h y 3h permite corroborar que los MOs en las fases F1 y F4 se han
inactivado completamente a las 1,5h, con una concentracién final de 1,92*10°7
UFC/mL y 1,03*10® UFC/mL; mientras que la fase F2 se inactiva a las 2h con
7,67*107 UFC/mL y la fase F3 a las 3h con 1,57*10® UFC/mL. Lo anterior permite
confirmar que la bacteria Enterobacter aerogenes en la fase 3 o estacionaria, posee
una mayor resistencia al estrés oxidativo del proceso de fotocatalisis debido a que

presentan el mayor tiempo de desinfeccion total.

Figura 5. Influencia de lafase de crecimiento de Enterobacter aerogenes sobre
la desinfeccion fotocatalitica usando un textil inmovilizado con TiOz2y una

potencia de irradiacion de 250 W/m?2,

C/Co

Tiempo (h)
-e»-Fase F1: 3.5h » Fase F2: 6,5h -e-Fase F3: 10h Fase F4: 24h

En la figura 6 se observa un comportamiento caracteristico de cada fase de
crecimiento de E. coli. Para este caso, trascurridas 0.2h de la reaccion, la bacteria
se ha desinfectado en un 75%, 52% y 12% en las fases F1, F2 y F3,
respectivamente, siendo F3 hasta ese momento la mas resistente al estrés

oxidativo. Este comportamiento se mantiene hasta las 2h de reaccién cuando se
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logra la desinfeccion completa de los MOs en F3 con una concentracion final de
8,33*107 UFC/mL, mientras que la desinfeccion completa de F1 se logra desde las
0.8h de reaccién con 6,67*10° UFC/mL (82% de desinfeccion F3) y la desinfeccién
completa de F2 se logra desde las 1.5 h con 3,50*10"" UFC/mL. Es decir, los MOs
en la fase de crecimiento estacionaria final (F3) poseen una mayor resistencia al
estrés oxidativo del proceso de fotocatélisis debido a que presentan el mayor tiempo
de desinfeccion total. Este resultado coincide con el presentado por Moreno,
Ballesteros y Castro %6 para la bacteria E. coli, en donde se observa que, al aumentar
el tiempo de cultivo de 4 a 10 h, es decir, en la fase estacionaria, se produce una
disminucién en la tasa de inactivacion de E. coli respecto a las demas fases de

crecimiento estudiadas.

Figura 6. Influencia de la fase de crecimiento de Escherichia coli sobre la
desinfeccion fotocatalitica usando un textil inmovilizado con TiO2 y una
potencia de irradiacion de 250 W/m?2,

0 02 04 06 08 1 12 14 18 18 2
1E+00 ¢ - : : ' : : : : '

1 E-01

1E-02

1E-03

C/Co

1E-04

1 E-05

1E-06

1 E-07

Tiempo (h)

-o-Fase F1: th -e-Fase F2: 5h «-Fase F3: 24h

6 MORENO, Andrea; BALLESTEROS, Luz Marina y CASTRO LOPEZ, Camilo. Op. Cit.
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Los resultados observados en las Figura 5 y 6 confirman que la fase de crecimiento
mas resistente de ambos MOs, es la fase estacionaria. Este comportamiento se
puede explicar teniendo en cuenta que en esta fase las bacterias gram negativas
como E. coli y Enterobacter aerogenes, reorganizan su metabolismo, remodelan la
pared celular y acumulan compuestos de reserva (polifosfato y glucégeno) y
osmoproteccién (trehalosa y glicina betania), debido a que se disminuye la
expresion de la mayoria de los genes necesarios para el crecimiento exponencial y
aumentan aquellos relacionados con la viabilidad celular durante la inanicion 7. Esta
expresion diferencial de genes contribuye a que las células en fase estacionaria
mantengan la viabilidad y muestren mayor resistencia a diversos factores de estres,
como la radiacion ultravioleta, peroxido de hidrégeno, calor, antibidticos vy
concentraciones salinas elevadas®?; lo cual explica la mayor resistencia de E. coliy
Enterobacter aerogenes a los agentes oxidantes producto de los procesos de

fotodesinfeccion cuando se encuentran en su fase de crecimiento estacionaria (F3).

Por otro lado, las Figura 7 y Figura 8 permiten comparar los resultados obtenidos
de los procesos de fotocatélisis, oscuridad y SODIS, para la fase estacionaria F3 de
cada MO, debido a que esta fue la fase de crecimiento més resistente al estrés
oxidativo tanto de Enterobacter aerogenes como de Escherichia coli. En ambas
figuras, se evidencia que las curvas de oscuridad mantienen su concentracion
estable sobre su valor inicial durante el tiempo de reaccién, lo cual permite
corroborar la accion de la energia incidente en la generacién de los pares electron-
hueco responsable de permitir las reacciones de 6xido-reduccién en la superficie
del catalizador. Por lo tanto, en ausencia de agentes oxidantes, la bacteria puede
llegar a presentar una pequefia fase de adaptacién en los primeros minutos de
reaccion para luego sobrevivir a las condiciones de temperatura y falta de nutrientes

sin presentar inactivacion ni crecimiento significativo.

67 RIZZO, Luigi Op. Cit. ) )
68 NAVARRO LLORENS, Juana Maria; TORMO, Antonio y MARTINEZ GARCIA, Esteban. Stationary
phase in gram-negative bacteria. En: FEMS Microbiol. Mar, 2010. vol. 34. p. 476-495
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Figura 7. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes en su fase de
crecimiento estacionaria F3, mediante el proceso de fotocatalisis, SODIS y

oscuridad.
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En la Figura 7 se puede observar que el proceso de SODIS presenta una menor
desinfeccién a lo largo de la reaccion respecto al proceso de fotocatalisis. Ademas,
el proceso de SODIS no alcanza la desinfeccibn completa de Enterobacter
aerogenes en las 3h de reaccion, mientras que en la fotocatélisis se alcanza un
100% de desinfeccion, estos resultados son similares a los reportados por Rizzo®°
donde se alcanza una desinfeccién para coliformes totales entre 91% y 99% a los
60 minutos de reaccion. De este modo, se puede corroborar, como se ha reportado

en estudios previos™ 71 72 73 que la presencia de catalizador disminuye el tiempo de

69 ACOSTA, Sebastian Ricardo y BARENO, Leidy Carolina. Op. Cit.

70 POLO LOPEZ, M.l, et al. Op. Cit.

1 CAMARGO HOLGUIN, Andrea Stephanie y OROSTEGUI CALDERON, Daniel Fernando. Op. Cit.
72 CABALLERO ESPARZA, Ménica Patricia y MARTINEZ RUGELES, Deisy Milena. Op. Cit.

3 RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar. Op. Cit.

40



reaccion necesario para alcanzar la desinfeccion total en comparacion con el tiempo

requerido en técnicas SODIS.

Figura 8. Fotodesinfeccion de E. coli en su fase de crecimiento estacionaria

F3 mediante el proceso de fotocatalisis, fotolisis y oscuridad.
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En la Figura 8 se puede observar que, tanto la desinfeccion para el proceso fotolitico
(SODIS), como el proceso fotocatalitico logran la desinfeccion completa de E. coli a
las 2h de reaccién. Ademas, en los ultimos 30min de reaccién, se puede corroborar
que la utilizacién de TiO2 aumenta el porcentaje de desinfeccidbn comparada con
SODIS.

De estos resultados es importante destacar el efecto favorable sobre la eficiencia
del proceso cuando se utiliza TiOz2, el cual se hace mas notorio al estudiar el
crecimiento microbiano en la Ultima muestra del medio de reaccion, que se realiza

24h después de finalizada la reaccién. En ella, no se presenta reactivacion
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bacteriana por parte del proceso de fotocatalisis, mientras que para los procesos de
oscuridad y SODIS se observaron concentraciones mayores a la inicial (1x107
UFC/mL) para Enterobacter aerogenes y concentraciones significativas de
8x10’UFC/mL y 2x108UFC/mL, respectivamente, para E. coli. Este resultado ha sido
reportado previamente en estudios donde se afirma que a pesar de alcanzar la
desinfeccién completa en SODIS a las 2,5h, se detecta la reactivacion de la bacteria
después de 24h74 [14], confirmando, que el efecto del catalizador va mas alla de la
disminucién del tiempo de reaccion y ausencia de la fase de adaptacion en
comparaciéon con la pruebas SODIS, pues la desinfeccion con textiles
funcionalizados expone un tiempo de muerte efectiva de 24h">.

Por otro lado, se cree que la similitud de las curvas de fotocatélisis y SODIS durante
los primeros minutos de reaccion esta relacionada con varios factores, entre ellos,
el evidenciado por el estudio de Flérez y Suarez’® el cual esta relacionado con la
formacion de aglomeraciones en el textil, debido a la inmovilizacion no homogénea
del TiO2 sobre la superficie. Lo anterior implica que una parte del TiOz inmovilizado
no se active (efecto de apantallamiento) y se afecte negativamente la concentraciéon
de pares electron-hueco fotogenerados en la superficie del catalizador, posibilitando
una mayor recombinacion de los mismos’’, lo cual se ve reflejado finalmente en la

disminucién del porcentaje de desinfeccion.

En la Figura 9 se presenta la desinfeccion de los reactores de fotocatalisis de
Enterobacter aerogenes y E coli en su fase de crecimiento estacionaria F3, la cual
se reportdé como la mas resistente al estrés oxidativo en ambos casos. De acuerdo

con esta figura, se puede afirmar que la aplicacion del proceso de fotocatalisis

74 GIRALDO, Sonia Azucena; RINCON, Angela Guiovana y PULGARIN, Cesar

5 CABALLERO ESPARZA, Mo6nica Patricia y MARTINEZ RUGELES, Deisy Milena

6 RAMIREZ SANTOS, Jesls; CONTRERAS FERRAT, Gabriel y GOMEZ EICHELMANN, M.
Carmen. La fase estacionaria en la bacteria Escherichia coli. En: Revista Latinoamericana de
Microbiologia. Jul-Dic, 2005. vol. 45, no. 3y 4, p. 92 -101

7 DUARTE MANTILLA, Maria Mercedes y FERNANDEZ CRISTANCHO, Eyleen Vanessa.
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heterogénea con TiO2 permite la desinfeccion total de la bacteria sin reactivacion,
en un tiempo de reaccion de 3h para Enterobacter aerogenes, y 2h para E. coli, con

una concentracion inicial de 1x10’ UFC/mL de cada MO.

Figura 9. Efecto del tipo de bacteria en fase estacionaria, sobre el porcentaje
de desinfeccion mediante fotocatélisis con TiOzinmovilizado en un textil auna

potencia de irradiacion de 250 W/m?2,
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En la Figura 9 se observa que durante las primeras 2h de reaccion, E. coli presenta
una mayor resistencia al proceso de fotodesinfeccion con respecto a Enterobacter
aerogenes. Sin embargo, la desinfeccién total de E. coli y Enterobacter aerogenes
se logra a las 2h (8,33*107 UFC/mL) y 3h (1,57*10® UFC/mL) respectivamente, lo
cual permite afirmar que, finalmente el tipo de bacteria mas resistente al estrés
oxidativo es Enterobacter aerogenes. Este hecho se puede explicar al observar el
tiempo de crecimiento en el medio de cultivo de ambas bacterias, puesto que a
pesar de que ambas se encuentran en su fase estacionaria al momento de la prueba
de fotodesinfeccion, Enterobacter aerogenes se inoculé en un tiempo de 10h, es
decir, después del inicio de su fase estacionaria, tiempo en el que las tasas de

crecimiento y muerte celular se igualan y la concentracién bacteriana se mantiene
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constante’®; mientras que la inoculacién de E. coli se realiz6 a las 24h, tiempo en el
que esté finalizando la fase estacionaria y por tanto, la bacteria ha agotado casi por
completo los nutrientes del medio, por lo que la tasa de muerte empieza a aumentar
con respecto a la tasa de crecimiento celular. Esto favorece la desinfeccion debido
a que se disminuye el numero de bacterias viables en el medio de crecimiento de

E. coli.

3.2.2 Fotodesinfeccion simultdnea de los microorganismos. En la

78 RIZZO, Luigi Op. Cit.
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Figura 10 se presentan los resultados de las pruebas de fotocatélisis del medio de
reaccion contaminado simultaneamente con ambos MOs a una concentracion inicial
total de 1x10’ UFC/mL. De esta manera, se observan 3 curvas correspondientes a
cada una de las relaciones de concentracion UFC/mL seleccionadas de
Enterobacter aerogenes y E. coli: 1.4:0.01 (R1), 1.5:0.5 (R2) y 0.5:15 (R3). En el
Anexo H se puede observar la comparacion de los procesos de SODIS, fotocatalisis

y oscuridad de cada una de las relaciones.
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Figura 10. Efecto de la relaciéon de concentracion inicial de ambos
microorganismos en la desinfeccion simultdnea de Enterobacter aerogenes y
E. coli, usando un textil inmovilizado con TiO2 y una potencia de irradiacion
de 250 W/m?,
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Figura 10 se observa una desinfeccion simultdnea del 100% del agua contaminada
con ambos MOs para las tres relaciones, en un tiempo maximo de reaccion de 2h
para cada relacion, es decir, se alcanza la desinfeccion simultanea de los MOs sin
aumentar el tiempo maximo de desinfeccion que se requiere para Enterobacter
aerogenes y E. coli, individualmente. La desinfeccion simultanea total de este tipo
de bacterias también es reportada por Rojas Higuera, et al. " a los 30min de
irradiacion, partiendo de concentraciones iniciales de 10* y 10° UFC/mL,

respectivamente.

Ademas, se observa un comportamiento similar en la desinfeccion simultanea de
los MOs durante las primeras 0.2h de reaccidon para cada una de las relaciones
estudiadas, momento en el cual se reportan porcentajes de desinfeccion del 52%,
46% y 50% para R1, R2 y R3, respectivamente. Sin embargo, después de este
tiempo, la desinfeccion de R1 presenta un comportamiento alejado respecto a las
relaciones R2 y R3. Ademas, un acercamiento entre las 1.5h y 2h de reaccion,
permite observar un menor porcentaje de desinfeccion para R1 y R2. Estos
comportamientos se pueden atribuir a que R1 y R2, poseen una mayor cantidad de
Enterobacter aerogenes y como se evidencié en los resultados obtenidos en la
figura 7, esta bacteria es mas resistente a la fotodesinfeccién que E. coli, lo cual

puede explicar la disminucién en la tasa de inactivacion de los MOs.

79 ROJAS HIGUERA, Naydu, et al.
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4. CONCLUSIONES

La fase de crecimiento de Enterobacter aerogenes y E. coli ATCC 11229 mas
resistente al estrés oxidativo es la fase estacionaria. Se concluye que la fase de
crecimiento representa una variable importante en la eficiencia del proceso de
fotocatélisis heterogénea con TiO2, cuando se estudia el tiempo de desinfeccion
total. Ademas, el tipo de bacteria posee un efecto sobre el porcentaje de

desinfeccién durante la reaccion.

Las relaciones de concentraciones de las bacterias en el medio de reaccion no
tienen un efecto directo sobre el proceso de fotodesinfeccion. Se concluye que la
presencia simultdnea de las bacterias en el medio de reaccion no posee relacion

directa sobre el tiempo de desinfeccion total requerido.

Por otro lado, se concluye que el proceso de fotocatalisis heterogénea demuestra
ser eficiente en la desinfeccion simultdnea de Enterobacter aerogenes y Escherichia
coli, debido a que, independientemente del tipo de bacteria, la fase de crecimiento
o la relacién de concentracidén escogida, no se observé reactivacién bacteriana 24h
después de finalizada la reaccion sin exposicion a la radiacién. Lo cual se resalta
como un avance en el camino hacia la aplicacion de un prototipo de desinfeccion en
los puntos de captacion y distribucion de agua en los sectores rurales que no

cuentan con estructuras de potabilizacion.
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5. RECOMENDACIONES

Tener en cuenta los resultados obtenidos en el andlisis de parametros
fisicoquimicos de la Resolucién 2115 para estudiar el efecto de otros agentes
sobre la desinfeccion y descontaminacion mediante la fotocatalisis heterogénea.
Evaluar la fotodesinfeccion simultdnea de las bacterias presentes en
concentraciones iniciales iguales y mayor a la utilizada en nuestro proyecto
(1x107 UFC/mL).

Establecer la concentracion inicial bacteriana en el medio de reaccion como un

indicador de avance en la eficiencia de la fotocatalisis heterogénea.
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ANEXOS

Anexo A. Procedimiento para la preparacion del in6culo

Retirar las bacterias Sembrar las bacterias en Incubar por 18h a 37°C, para

conservadas en el agar Plate Count por estria. finalizar la reactivacion.
freezer del CINTROP.

Inocular 10mL de solucion Agitar con el vortex para Medir en el
salina estérii con las homogeneizar la solucién. espectrofotdmetro la
bacterias reactivadas. absorbancia de la solucién a
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Se debe alcanzar un valor de absorbancia de 0.13 el cual representa la densidad Gptica
estandar del patrén 0.5 de la escala de Mc Farland y equivale a una concentracion bacteriana
de 108 UFC/mL para ello se debe afiadir colonias o solucién salina estéril segin se necesite.

Incubar los 10mL de
indculo por 18h a 37°C.

Verter 1mL de pre-inéculo
en 9mL de medio de cultivo
LB estéril. para formar el

Una vez alcanzado el 0.13
se le denomina a la
solucion “pre-inéculo”.

Figura 11. Procedimiento para la preparaciéon del in6culo.
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Anexo B. Calculos
1. Concentracion de bacterias UFC/mL

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 nimero
de colonias se encuentre entre 10 y 100.
1. Calcular el promedio del numero de colonias por cada gota (por cada 10pL).
2. Convertir la cantidad de colonias UFC/10uL a UFC/mL.
3. Multiplicar el valor en UFC/mL por el inverso de la dilucién correspondiente.
4. Reportar el valor anterior como la concentracion en unidades formadoras de
colonia de bacteria por mililitro de solucion (UFC/mL) de la respectiva

muestra en el tiempo.

Ejemplo:
En la muestra 2 el recuento de la dilucién 10 es de 6, 8 y 12 colonias en cada gota.

048412 _ 8,67 2= (Ec. 1)
3 10uL
8,67 =< 1000 _ g g7« 1025 (Ec. 2)
10ul 1mlL mL
UFC 1
8,67 x 10—+ —— = 8,67 + 107 (Ec. 3)

La dilucion 10° de la muestra 2 tiene una concentracion de 8.67x107 UFC/mL.

2. Volumen de &cido clorhidrico fumante para regular el pH de la
suspensioén

A continuacion, mediante un ejemplo se presentan los calculos correspondientes a
la cantidad de solucion de acido clorhidrico fumante al 37% necesarios para regular

el pH de la suspension de TiO2 a un valor de 3.
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En este caso, el pH obtenido es 5,9 para 5L de suspension, y se lleva a cabo el

siguiente procedimiento.

1. Calcular la concentracion de iones hidrogeno [H*] de la suspension.

pH = —Log[H"] (Ec. 4)
[H*] = 107PH (Ec. 5)
[H*] = 107PH = 1075 (Ec. 6)
[H*] = 1,25893E — 06mT"’ *5L = 6,29463 * 10~°mol (Ec. 7)

2. Calcular [H*] de la suspensién deseada.
[H] =10PH =103 (Ec. 8)

mol

[H*] = 0,001==« 5L = 0,005mol (Ec. 9)

3. Teniendo en cuenta que la reaccion del &cido clorhidrico es la siguiente, calcular
la cantidad de &cido clorhidrico fumante al 37% necesario para llevar la
suspension a un pH de 3.

HCl -» H* + CI~

A[H*] = HCL = 0,005 — (6,29463E — 06) = 0,00499mol (Ec. 10)

36,59 HCl " 100g H,0 " 1mL Sin
1mol HCI 37gHCl 1149 Sin

0,00499mol HCI * = 0,43mlL (Ec. 11)

4. Sin embargo, por precaucién y facilidad de uso, se recomienda preparar una
solucion de acido clorhidrico al 13%.

3,3966g HC! _
9,189 SIn+16,9477g H,0 *100 =13%p/p (Ec.12)
1mL Sln
9,189 Sln * T11g5n 8,05263mL Slnal 37% (Ec. 13)
16,9477g H,0 * 11";7"20" = 16,9477mL H,0 (Ec. 14)
2

8,05263mL Slnal37% + 16,9477mL H,0 = 25,0003mL Sln al 13 (Ec. 15)
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5. Calcular la cantidad necesaria de acido clorhidrico fumante al 13%.

3659 HCL 19 Hy0
1mol HCl ~ 0,13g HCI

0,00499mol HCI * =1,40g Sln al 13% (Ec. 16)

Se supone gue la densidad es aproximadamente 1g/mL, por lo que se estima que

debemos agregar 1,4mL de solucion de &cido clorhidrico fumante al 13%.
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Anexo C. Procedimiento para la realizacion de la curva de crecimiento de los

microorganismos

Preparar un
in6culo de cada
microoraanismo.

Verter 10mL de inéculo en 90mL
de medio de cultivo LB estéril e
incubar a 37°C y 150rpm.

Iniciar la toma de muestras,
desde el tiempo 0 y sembrar
nor la téenica de microaota.

Marcar e incubar todas las
cajas sembradas a 37°C
por 18 a 24h.

Realizar el recuento de las

bacterias presentes en
cada dilucién sembrada.

Covs on Coeim e CRawasmT somyeens

Graficar los resultados,
para obtener la curva de
crecimiento.

Figura 12. Procedimiento para la realizacion de las curvas de crecimiento.
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Anexo D. Proceso de inmovilizaciéon de textiles con TiO2

Pesar cada textil de 3x3cm,
por triplicado.

LAVADO DE LOS TEXTILES

2

Lavar los textiles en una
solucion de NaOH, al 0.2M,
600rpm para retirar los
aditivos del textil, en tres
soluciones diferentes, cada
una por 2 min.

Secar en el horno a 100°C
por 1hy pesar cada textil por
trinlicado. nuevamente.

PREPARACION
SUSPENSION

Preparar una suspension
0.4gTiO2/L, con base en la
relacion: 65mL por un textil.

Homogeneizar la
suspension en el Ultra
Turrax  por 30min a

pH de Ila
suspensién a un valor 3 con
una solucion de HCI.

Regular el
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e —

Distribuir los textiles de tal
forma que no se rocen entre
ellos y realizar la inmersion.

= < P e
Realizar un bafio ultrasénico
a los textiles durante 15min.

Realizar la inmersion por 1h
en  agitacion 'y con
fotoactivacion.

4 INMOVILIZACION CON TiOz

Secar a 100°C por 1h vy
llevar a choque térmico a
120°C por 10min en el

11 Repetir los pasos de:
- Regulacion del pH de la
suspension.

- Inmersion de los textiles
por 1h con agitacion vy
fotoactivacion.

- Secado y choque térmico.
- Bafio ultrasénico.

Secar los textiles al aire libre

y pesar
triplicado.

cada uno por

Figura 13. Proceso detallado de la inmovilizacién de textiles 3x3cm con TiOz.
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Anexo E. Procedimiento de diluciones seriadas y siembra por microgota

Las diluciones seriadas consisten en llenar cierta cantidad de tubos Eppendorf con
900uL de solucién salina estéril al 0.85% cada uno. Inicialmente, se toma una
muestra de 100uL de la solucién a analizar y se afiade al primer tubo (dilucion 10-
1), luego de este tubo se toma nuevamente una muestra de 100uL y se afiade al
segundo tubo (dilucién 10-?). Este paso se repite hasta alcanzar la diluciéon deseada.
Finalmente, de cada dilucion se siembran 3 gotas de 10uL en agar Plate Count, esta
técnica se conoce como microgota y se usa para disminuir el volumen de las
muestras. En la Figura 14 y Figura 15 se puede observar graficamente el

procedimiento.

1001

100uL 100uL 100uL 1005l

10°! 107 10! 10-* 10"
Tubos Eppendorf con 900ul de solucion salina (0.85%) estéril

Solucion a analizas

Figura 14. Diluciones seriadas.
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| Diluciones seriadas |

YUY

10! 102 1073

Caja de Petri con .-
agar plate count.

10uL

Se slembran por cada dilucién 3 gotas de 10pL en agar plate count

Figura 15. Siembra por técnica de microgota.
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Anexo F. Pruebas de fotodesinfeccion del agua contaminada con coliformes

Preparar un inéculo de
cada microorganismo.

Verter 5mL de in6culo en 45mL
de medio de cultivo LB estéril e
incubar a 37°C y 150rpm.

Tomar en el tiempo
correspondiente a la fase a
evaluar en cada uno de los
microorganismos, cuatro (4)
volimenes de 1mL de medio
de cultivo LB inoculado en
tubos Eppendorf.

Centrifugar a 1300rpm por
15min para formar un pellet
de la bacteria.

sobrenadante,
ImL de soluciéon
salina estéril y agitar

Retirar el
afadir

6

Los pasos 4 y 5 se
repiten una vez mas, y esta
es la solucién bacteriana.

PREPARACION DE LA

SOLUCION BACTERIANA
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9 e e T T e & SDRae aoect

Anadir ImL de la solucién
bacteriana en 49mL de agua
destilada en cada reactor.

Iniciar las pruebas en el
SUNTEST y tomar muestras
correspondientes.

Sembrar cada toma por
microgota, incubar por 18h a
37°C vy realizar el recuento
de los microorganismos para
obtener las gréficas de
fotodesinfeccion.

PRUEBAS DE FOTODESINFECCION DEL AGUA CONTAMINADA CON COLIFORMES

Figura 16. Procedimiento para llevar a cabo las pruebas de desinfecciéon del

agua contaminada con coliformes.
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Anexo G. Informe de resultados. Analisis de agua natural, vereda Santa Rosa,

Lebrija.

Tabla 1. Anélisis de resultados. Vereda Santa Rosa.

ANALISIS DE RESULTADOS
) Vereda Santa Rosa (Punto captacion)
C?_ilBG = PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO
Carbono Standard Methods
18-0215 organico total 5310B mg C/L 10
Absorcion Atémica
- Standard
_ *%
18-0215 Cromo total Methods 3030 E y mg Cr/L <0,05
3111 B
18-0215 | **Mercurio total | SN MENOAS | g g <0,0005
Absorcion atomica
18-0215 **Plomo total Standard Methods mg/L Pb <0,05
3030 Ey 3111 B
. Standard Methods
_ **
18-0215 Arsénico total 3114 C Mg As/L <0,005
. Standard Methods
_ **
18-0215 Cadmio total 3030 E, 3111 B Mg Cd/L <0,005
Absorcion atomica
18-0215 **Niquel total Standard Methods Mg Ni/L <0,05
3030 Ey 3111 B
180215 | **Selenio total | Standard Methods |, o0y <0,003
3114 B
. Standard Methods
_ **
18-0215 Cianuro total 4500-CNE Mg/L CN <0,010
18-0215 **Coliformes Filtracion UEC/100mL 140
totales membrana
18-0215 *E_ col| Filtracion UFC/100mL 0
membrana
18-0215 Mes6filos Filtracion UFC/100mL 11
membrana

Tomado de: Formato informe de resultados [31].
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Anexo H. Curvas de fotodesinfeccién de los microorganismos Enterobacter
aerogenes y E. coli

Figura 17. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes en su fase de

crecimiento exponencial F1, mediante el proceso de fotocatdlisis, SODIS y
oscuridad.

Fotodesinfeccion fase F1: 3h de crecimiento de Enterobacter aerogenes
0 02 04 06 08 1 1.2 14 18 1.8 2
1 E+00 : : : P——— :

1 E-01

1 E-02

1E-08

C/Co

Tiempo (h)

—+=—S0ODIS —%—0Oscuridad —~—Fotocatalisis - - -Limite de desinfeccion
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Figura 18. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes en su transicion de
fase de crecimiento exponencial a estacionaria F2, mediante el proceso de
fotocatdlisis, SODIS y oscuridad.

Fotodesinfeccion fase F2: 6,5h de crecimiento de Enterobacter aerogenes

00 02 04 06 08 10 12 14 186 18 20
1 E+00 o A A A ad A A Py
1E-01
1E-02
o 1E-03
©
(&
1 E-04
1 E-05 fl
1 E-08
1
peld Tiempo (h)
—=-S0DIS —»— Oscuridad —=— Fotocatalisis - - = Limite de desinfeccion

72



Figura 19. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes en su fase de
crecimiento estacionaria F4, mediante el proceso de fotocatélisis, SODIS y

oscuridad.

Fotodesinfeccion fase F4: 24h de crecimiento de Enterobacter aerogenes
0 0.5 1 15 2 25 3
1 E+00 ~+— v —

»

1 E-01
1 E-02
1 E-03
1 E-04

C/Co

1E-05
1 E-06

1E-07

1 E-08

1E-09

Tiempo (h)

—=-8S0DIS —+—Oscuridad —=—Fotocatalisis ---Limite de desinfeccion
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Figura 20. Fotodesinfeccion de E. coli en su fase de crecimiento exponencial
F1, mediante el proceso de fotocatélisis, SODIS y oscuridad.

Fotodesinfeccion fase F1: 1h de crecimiento de Escherichia coli

0 02 04 08 08 1 1.2 16 1.8 2

14
1 E+00 § >

{t
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1 E-04 E

-]
o g —— -+

1 E-05 -
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Figura 21. Fotodesinfeccion de E. coli en su fase de crecimiento estacionaria
F2, mediante el proceso de fotocatélisis, SODIS y oscuridad.
Fotodesinfeccion fase F2: 5h de crecimiento de Escherichia coli

0 0.2 0,4 06 08 1 1.2 14 186 1.8 2
1 E+00
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e
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Figura 22. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes - E. coli en su relacion

R1, mediante el proceso de fotocatalisis, SODIS y oscuridad.

CiCo

Fotodesinfeccion relacion R1 - 1,4:0,01

: 15 2
1E400 Gt — . *

1E-01

1 E-02
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Figura 23. Fotodesinfeccidon de Enterobacter aerogenes - E. coli en su relacion
R2, mediante el proceso de fotocatalisis, SODIS y oscuridad.

Fotodesinfeccion relacion R2 - 1,5:0,5
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Figura 24. Fotodesinfeccion de Enterobacter aerogenes - E. coli en su relacion

R3, mediante el proceso de fotocatalisis, SODIS y oscuridad.

Fotodesinfeccion relacion R3 - 0,5:1,5
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