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Resumen

El proceso de interés fue la fotocatalisis heterogénea con TiO,. Se elaboraron peliculas con
el TiO, sinterizadas a diferentes temperaturas, por la técnica sol-gel/sedimentacion. Se
realizd una caracterizacion fisica mediante: XRD, SEM, barrido UV-Vis y EDS. Por XRD
se encontrd para peliculas sol-gel la fase cristalina anatasa con planos (101), (004), (200),
(105) y (211) el control TiO, USP presento las fases anatasa y rutilo. La mayor formacion
de agregados se observd en peliculas control TiO, USP. Para peliculas sol-gel el gap vario
de 3.2 a 3.2 eV y para el control fue de 3.1 eV. Los porcentaje de los compuestos en las
peliculas varid con la temperatura de sinterizado. Se evaluaron los tratamientos
fotocataliticos frente a E. coli con las peliculas sinterizadas a diferentes temperaturas,
encontrando la mayor inactivacion (70.87%) con las sinterizadas a 450°C . Se realizé una
seleccion de las mejores condiciones de operacion del material de reactor (pyrex-cuarzo) y
la fuente de luz (UV-Vis) donde se obtuvo la mayor inactivacion con la combinacion
pyrex/UV (p 0.028 y <0.0001). Se realizaron curvas de inactivacion fotocatalitica con
diferentes concentraciones del microorganismo, logrando reducciones de hasta 6 6rdenes
de magnitud. Se desarrollé un protocolo para la modificacion de las peliculas de TiO; con
diferentes compuestos, urea, tiourea y sulfato de cobre, utilizando lamparas fluorescentes;
donde la modificacion con CuSO4 (Ti: 0.03; Cu: 0.0018; S: 0.00051 moles) permitid
obtener porcentajes hasta del 99.95 % de inactivacion de E.coli a los 360 minutos. Se
comparé la efectividad del tratamiento fotocatalitico con respecto a la desinfeccion con
NaClO, encontrando 99.95 % de inactivacion de E. coli a los 30 minutos. La toxicidad de
los tratamientos se evalué con los organismos Lactuca sativa e Hydra attenuata, siendo
este Ultimo el mé&s sensible frente a los tratamientos evaluados. Se retaron los sistemas a
aguas crudas sin tratar, encontrando 100% y 85% de inactivacion de E. coli con
fotocatélisis en peliculas modificadas y fotocatélisis por sol-gel, respectivamente.

Palabras clave: Fotocatélisis, TiO,, E. coli, sol-gel, CuSO,.

15



Abstract

Photocatalysis heterogenous with TiO2 was the process. TiO, films were prepared by sol-
gel/sedimentation (TIP/TiO, USP) and were annealing at different temperatures. Later, the
films were characterized by XRD, SEM, UV-Vis scanning and EDS. The XRD of the films
TIP/TiO, USP showed anatase as the only crystallographic phase with planes (101), (004),
(200), (105) y (211), control films with TiO2 USP showed anatase and rutile phases; the
same control had the highest aggregates formation. The gap values for films TIP/TiO,USP
and control were 31-3.2 and 3.1 eV, respectively. The percentages of compounds in the
films varied according to the annealing temperature. Photocatalytic treatments included
films annealing at different temperatures and E. coli as answer; the greatest percentage to
inactivation (70.87%) was with the films annealing to 450 °C. The best conditions of
reactor and light source were selected from pyrex/quartz and UV/visible spectrum,
respectively; highest inactivation was achieved pyrex/UV (p 0.028 and <0.0001).
inactivation curves were carried out with different concentration of E. coli, reduction were
achieved up 6 magnitude orders. One modification protocol was carried out with different
compounds ( urea, thiourea and copper sulphate) and fluorescent light; modification with
CuSOQq (Ti: 0.03; Cu: 0.0018; S: 0.00051 moles) yield 99.95 % E. coli inactivation in 360
minutes. The effectiveness of the photocatalitic treatment was compared with NaClO
disinfection, this one showing up to 99.95% E.coli inactivation at 30 minutes. The toxicity
of the treatment was evaluated with the use of Lactuca sativa e Hydra attenuate organisms,
the most sensitive to the treatments was Hydra attenuate. The photocatalytic systems were
put to test in waste water; it was found that 100% and 85% of E .coli inactivation with
modified films and sol-gel films respectively.

Key words: Photocatalysis, TiO,, E. coli, sol-gel, CuSOs,.
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1. Alcance y definicion del problema de Investigacion

El rio Bogota recorre aproximadamente 336 Km, desde su nacimiento en la poblacion de
Villapinzon hasta su desembocadura en el rio Magdalena (CAR, 2006). En sus origenes la
calidad hidrica es buena en cuanto a carga microbiana, contaminacion por procesos de
eutrificacion, pero conforme se acerca a los municipios de la cuenca alta, la calidad
empieza a disminuir, por gran cantidad de agentes contaminantes de origen quimico y

bioldgico que son vertidos en su cause (CAR, 2009).

La Corporacion Auténoma Regional (CAR) ha mostrado la importancia de la
recuperacion del rio Bogota, iniciando diferentes obras que involucran la
descontaminacion y tratamiento de aguas residuales que son conducidas a este. Las fuentes
domeésticas, las actividades industriales, las comerciales y las agricolas conforman este tipo
de aguas residuales, que aportan de manera significativa diferentes compuestos

inorganicos, organicos y microorganismos de origen fecal (Alarcon et. Al., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que la calidad del agua se
puede evaluar a través de diversos microorganismos que son indicadores de contaminacion
fecal debido a que estos conservan una relacion directa con microorganismos patdgenos
que se pueden encontrar en aguas residuales dificiles de identificar y cuantificar (Campos.,
et al. 2008). Escherichia coli es una de las bacterias claves para establecer parametros
microbioldgicos de calidad de agua, siendo un indicador de contaminacion fecal, ya que
cumple con diferentes caracteristicas, como hacer parte de la carga intestinalde organismos
sanos, estar presente cuando hay patdgenos intestinales lo estan y siendo un agente es facil

de cuantificar (Campos., et al. 2008; Camacho et al., 2009).

Esta bacteria se encuentra en el tracto intestinal de animales de sangre caliente;
adicionalmente, presenta diversas serotipos que son patdgenas y son causantes de diversas

infecciones desarrolladas en el hombre (Nataro y Kaper, 1998).

La presencia de E. coli, como agente indicador de otros patdgenos de origen fecal, puede

limitar el uso de aguas residuales provenientes de plantas de tratamiento que son vertidas a
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cuencas que utilizan poblaciones aledafas; ya que este tipo de agua es usada para sistemas
de regadio y para fines agricolas (Castillo et al., 2003). En el caso de Colombia para aguas
de uso agricola (con restricciones) con tratamiento convencional, la presencia de
coliformes totales no puede exceder 20000 NMP/100 ml, y para frutas que se consuman
con cascara y hortalizas de tallo corto este valor se restringe a 5000 NMP/100 ml para estos

mismo microorganismo y a 1000 NMP/100 ml para coliformes fecales (CAR, 2006).

Estudios previos realizados a lo largo del rio Bogota reportaron la presencia de coliformes
totales por encima de los pardmetros establecidos por la CAR (2006) para agua con uso
agricola; por lo tanto se deben implementar métodos para reducir la presencia de este tipo
de microorganismos, ya que E. coli se relaciona directamente con otros patogenos, y es
una bacteria que permite evaluar la eficiencia de un proceso o un tratamiento en sistemas

de desinfeccion.

Dentro de las alternativas en tratamientos para la desinfeccion de agua se encuentran los
procesos de oxidacion avanzada (POAS), los cuales representan una opcién novedosa para
la eliminacion de compuestos organicos e inorganicos de una manera eficiente. Asi mismo
presentan caracteristicas que favorecen la descontaminacion tales como: el tiempo reducido
en la inactivacion de microorganismos, la menor generacion de lodos, menor efecto
residual toxicolégico, mineralizacion completa de compuestos, tratamiento de
contaminantes en baja concentracién, la minima formacién de subproductos que permiten
permiten el uso de luz solar como fuente de energia (Urkiaga et al., 2011; Aqua Latina,
2010).

Los POAs son procesos de desinfeccion y se definen como “procesos fisicoquimicos que
producen cambios profundos en la estructura quimica de un contaminante o
microorganismo” (Aqua latina, 2010), en donde se da la formacion de diferentes especies
reactivas, con poder oxidante y reductor, siendo de especial interés los radicales hidroxilo
(OH®), los cuales tienen un potencial de oxidacion de 2.8 V y una velocidad de reaccion
entre 10"° 0 10n? | superior a la velocidad de otros especies (Jaramillo y Taborda, 2006).
Los POAs se pueden dividir en dos clases: los procesos en los que se necesita una

excitacion foténica dentro de los cuales se encuentran la fotdlisis, ozonizacidon
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fotocatalitica (Os/ UV), Fotofenton (Fe;'/H,0./UV), H,0,/UV y fotocatalisis (TiO»/UV,
TiO,/UV/O3, TiO,/UV/Fenton) y los procesos en los que no se requiere una excitacion
fotonica como la ozonizacion (O3/H,0), Fenton (Fe,/H,0,) y oxidacion electroquimica; y
(Garcés et al., 2004).

A su vez , para los procesos con la excitacion fotonica se definen dos tipos de procesos: la
fotocatalisis homogénea, en la cual se presenta un consumo del oxidante (tipo fentén); vy la
fotocatalisis heterogénea, en la que el se usa un semiconductor fotocatalitico que “se
mantienen activo durante largos periodos de tiempo” (Ede, 2006). En esta Ultima se permite
la recuperacion del material, lo cual permite su manipulacion y la optimizacion del
proceso en cuanto a la produccidn de radicales OH°, mejorando asi la degradacion de
compuestos tanto organicos como inorganicos (Sarria, 2005). Por otro lado se espera que
con este tipo de procesos de desinfeccion haya una reduccion microorganismos de al

menos dos 6rdenes de magnitud.

Debido a la posibilidad de funcionalizacion y/o modificacion del TiO,, recientemente gran
parte de la investigacion basica en el area de la fotocatéalisis se ha centrado en la posibilidad
de que la foto-excitacion se lleve a cabo con radiacion visible acufiando, de esta manera, el
término de fotocatalisis de segunda generacion, fotocatalisis/VIS (visible) o fotocatélisis
solar, debido a la posibilidad de llevar a cabo procesos de fotocatalisis usando la radiacion
electromagnética proveniente del sol. De esta manera, la sintesis de TiO, meso y nano-
estructurado y el dopamiento de TiO, con materiales no metalicos, con metales de
transicién o con gases nobles abre la posibilidad de optimizar las caracteristicas del TiO, y
hacer mas eficiente el proceso de fotocatalisis lo cual puede permitir su desarrollo a gran
escala con plantas de tratamiento a gran escala en las que la luz solar sera la fuente
principal de radiacion disminuyendo de esta manera los costos operativos de la tecnologia y
estableciéndose como una alternativa en procesos de desinfeccion dentro del concepto de

tecnologia limpia y segura.
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2.Marco Teorico

2.1. Generalidades de los semiconductores

La descripcion mecénico-cuéntica de las propiedades dpticas y electronicas de los sélidos
cristalinos se hace mediante la teoria de la estructura electronica de bandas del material. A
partir de esta estructura de bandas, que no es otra cosa que la relacion de dispersion entre la
energia de un electrén (aproximacion uni-electrénica) que se propaga en el interior del
solido cristalino y su correspondiente vector de onda y es fuertemente dependiente de la
estructura cristalina del material, se definen conceptos bésicos tales como: Bandas de
energia, brecha de energia prohibida, pares electron-hueco, diagrama simplificado de

energia.

Con el fin de introducir dichos conceptos béasicos en la fisica de materiales, en la figura 1 se
muestra la estructura electrénica de bandas de un material tipico (ZnSe, con estructura
cristalina zincblenda). Se puede observar que existen ciertos intervalos de energia que el
electron puede adquirir (las bandas permitidas), mientras que existen otros intervalos de
energia que, independientemente del valor del vector de onda que tenga (el eje horizontal),
el electrén no puede adquirir (las bandas prohibidas). La banda menos negativa, en la que el
electron esta ligado al ndcleo, se define como la banda de valencia, y la banda de menor
energia positiva, en la que el electron no esté ligado al ndcleo, se define como la banda de
conduccidn. El valor de energia menos negativo de la banda de valencia se designa con Ev
y el menor valor de energia de la banda de conduccién se denota como Ec. La diferencia de
energia Eg = Ec — Ev se conoce como la brecha de energia prohibida o simplemente el gap
de energia, por su nombre en inglés: energy band gap. En funcion del valor de la brecha de
energia, los sélidos cristalinos se pueden clasificar en: i) aislantes, cuando el valor de la
brecha de energia es del orden de entre 3.5 eV y 6 eV, ii) conductores, cuando Eg es menor
de 1 eV, iii) semiconductores, cuando el valor de la brecha de energia esta entre 1 eV y 3.5
eV. A su vez los semiconductores con 2 eV < Eg < 3.5 eV se conocen como
semiconductores de banda ancha (wide band gap semiconductors).

20



En el estado base del material (T = OK) todos los materiales se comportan como aislantes,
de modo que todos los electrones del material, siguiendo el principio de exclusion de Pauli,
tienen energias que corresponden a las bandas de valencia y no hay ningan electrén con una
energia que corresponda a las bandas de conduccion. A medida que se aumenta la
temperatura, de acuerdo a la funcion de probabilidades de Fermi-Dirac, algunos electrones
pueden adquirir la suficiente energia como para que se puedan desligar del nucleo y, por lo
tanto, su energia corresponde a un estado dentro de la banda de conduccion, denotado
generalmente como e. Cuando el electron se desliga del nucleo, se genera un atomo
ionizado y, por lo tanto, se observa la ausencia de un enlace covalente, asociado a la
ausencia de un electrén en la banda de valencia, que se puede modelar como una pseudo-
particula con carga positiva llamada un hueco y, generalmente, denotado como h*. De esta
manera, cuando un electron en la banda de valencia recibe energia del medio, por ejemplo
por la absorcion de un foton de cierta longitud de onda, y pasa (desde el punto de vista

energeético) a la banda de conduccion se habla de la generacion de un par electron-hueco.

InSe

Banda de conduccion

e e

/ \ 1< '/ |[Bandade valencia

Energia (eV)

Vector de Onda (k)

Figura 1. Estructura electrénica de bandas del ZnSe. Sobre esta relacion de dispersién (tipica) se definen
algunos conceptos importantes correspondientes a la fisica de semiconductores (Salcedo-Reyes, 2008).
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Se llama un semiconductor de gap directo cuando a Ec y Ev les corresponde un mismo
valor de vector de onda, mientras que un semiconductor de gap indirecto es un

semiconductor en el los valore de Ec y Ev no estan en el mismo valor del vector de onda.

Dado que las principales propiedades O6pticas y electronicas de los semiconductores
dependen principalmente de los valores especificos de Ec y Ev, frecuentemente la
estructura electronica de bandas de un semiconductor es simplificada por medio del
diagrama simplificado de bandas, como se muestra en la figura 2. El eje vertical representa
un eje de energia y las bandas de valencia y conduccion se integran respecto al vector de
onda. En la figura 2 se muestra, ademas, el proceso de generacién de un par electron-hueco
cuando un fotdén, de energia hv > Eg, interactia con el semiconductor, donde h es la

constante de planck y ves la frecuencia.

r 3
o~ el e | Banda de conduccion
] i nv
D | N IEg
) h'
Ev -
i =70 7
/ e = i /
/ \\ <~/ | Banda devalencia
/ N\ =
< e

Figura 2. Diagrama simplificado de energia de un semiconductor. Se muestra el proceso de absorcion de un
foton de energia hvy la generacion de un par electron-hueco.

2.2. Caracteristicas del TiO,

Desde el punto de vista estructural el TiO, presenta, principalmente, dos fases: la fase
anatasa (tetragonal, a = 3.7842 A, ¢ = 9.5146 A) (figura 3) y la fase Rutilo (tetragonal, a =
45845 A, ¢ = 2.9533 A) (figura 4), siendo la fase anatasa la mas estable. Se ha encontrado,
ademas, que en la fase anatasa la conversion de energia es mas eficiente que en la fase
rutilo (Mo, S. D. y Ching, W. Y. (1995).

El TiO, es un semiconductor altamente idnico, es decir no covalente, en el cudl las fuerzas
electrostaticas atractivas entre el cation (Ti**) y el anién (0%) determinan la estabilidad del
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cristal, en el sentido de que el sistema tiende a maximizar el nUmero de primeros vecinos de
carga opuesta minimizando la energia de la estructura. En la fase anatasa, el Ti (nimero de
oxidacion +4) tiende a tener 6 iones vecinos de O (numero de oxidacién -2) y, ademas,
tiende a repeler a los iones de Ti de modo que tiene 4 a&tomos de Ti segundos vecinos. A su
vez, cada ion de O, debido a que tiene menor nimero de oxidacion, esta rodeado de 3 iones
de Ti primeros vecinos (figura 3b). Debido a que en fase anatasa del TiO, hay una
transferencia de carga neta entre el Ti y el O, los enlaces i6nicos ecuatorial y acimutal son
ligeramente diferentes. En la figura 4 se muestra la configuracion atomica correspondiente
a la fase rutilo.

Célculos tetricos de la estructura electronica de bandas (Burdet et al., 1987), muestran que
el TiO; en fase anatasa es un semiconductor de gap indirecto con un valor del gap de
energia de (3.18 - 2.20) eV, mientras que en la fase rutilo es un semiconductor de gap
directo con un valor del gap de 3.0 eV (tabla 1). A diferencia de otros semiconductores de
banda ancha, el TiO, es muy estable en el estado foto-excitado (generacion de par electron-
hueco) y la recombinacion se lleva a cobo lentamente, lo que lo hace muy apropiado como

foto-catalizador.

[010]

a)

Figura 3. Estructura atomica del TiO, en fase anatasa. a) Las lineas verdes representan la celda unitaria y las
lineas negras representan los enlaces ionicos y se muestran, ademas, las principales direcciones
cristalogréficas. b) Detalle de la estructura atomica donde se muestra un atomo de Ti** rodeado por seis
4tomos de O en la estructura anatasa.

23



Figura 4. Estructura atémica del TiO, en fase rutilo. a) Las lineas verdes representan la celda unitaria y las
lineas negras representan los enlaces ionicos y se muestran, ademas, las principales direcciones
cristalogréficas. b) Detalle de la estructura atémica donde se muestra un 4tomo de Ti** rodeado por seis
4tomos de O en la estructura rutilo.

No obstante, por ser un semiconductor de gap indirecto, la fase anatasa presenta una mayor
actividad fotocatalitica y absorbe radiacion de mayor longitud de onda. Se ha reportado, sin
embargo, la actividad fotocatalitica/\VVIS de TiO; en fase rutilo dopado con V, Cr, 0 N (Lu
et al., 2004). En la tabla 1 se resumen las principales propiedades fisicas de las fases

anatasa y rutilo del TiO,.

Tabla 1. Propiedades principales de las fases anatasa y rutilo del TiO..

Rutilo Anatasa
3.0 (Asahi, 2001) 3.18 (Asahi, 2001)
Eg (eV)
3.03 (Tang, 1995) 3.2 (Tang, 1995)
Indice de refraccion n 2.60 2.48
Punto de fusion (°C) 1850 1855
Densidad (g/cm®) 4.27 3.89

En el caso del semiconductor TiO, su E4 cae dentro del espectro de luz ultravioleta, y
dependiendo de la estructura cristalografica que predomine, ya sea rutilo o anatasa, hay una

leve variacion de esta energia o longitud de onda, siendo de 3.0 eV y 3.2 eV
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respectivamente (Ohno et al., 2004); las cuales son las minimas o suficientes energias para
que se de la excitacion y formacion de pares e/h* (Zhao et al., 2008; Kaariinen et al.,
2009).

2.3. Sintesis del TiO,

El compuesto TiO; se sintetiza a partir de diferentes técnicas que comprenden métodos en
fase vapor o métodos en solucién. Dentro de los métodos en fase vapor hay diferentes
técnicas reportadas, siendo la oxidacion en llama es la mas frecuente por los bajos costos en

produccion.

En esta hay una “combustion del oxigeno (O,) a partir de la mezcla de hidrogeno (Hz) y
tetracloruro de titanio (TiCly)”, los tiempos en llama definen el tamafio de la particula.
Otros métodos en fase vapor son: plasma, haz de electrones, laser y aerosoles. Los métodos
en solucién son menos utilizados debido a sus altos costos, sin embargo se aplica en casos
mas especificos de experimentacion en donde el material requiere de una alta

caracterizacion (Candal et al., 2004).

Diferentes casas comerciales son distribuidores de este compuesto, la cuales lo producen
con caracteristicas diferentes en cuanto a didmetro de las particulas individuales como
agregados y superficie especifica. El TiO, Degussa P-25 es el méas reportado en procesos
fotocataliticos; se utilizan el TiO, de casas comerciales como Aldrich, Merck, Fischer,
Fluka y Hombikat.

Dentro de las aplicaciones de TiO, esta la posibilidad de su uso en la degradacion foto
asistida de moléculas organicas e inactivacion de microorganismos y estructuras de
resistencia, ya que sus propiedades de semiconductor permiten que bajo la irradiacion de
luz UV se de la formacion de pares electron-hueco (e/h*) en la superficie del compuesto, lo
cuales reaccionan con agua y oxigeno llevando a la produccion de especies radicales. En
este mecanismo los electrones (e) reaccionan con el oxigeno y de esta manera producen

aniones superoxidos (O,*") y los huecos (h*) reaccionan con el agua produciendo radicales
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hidroxilos (OH*) que se encargaran de degradar los compuestos organicos (Diebold, 2003;
Hafizah y Sopyan, 2009; Alrousan et al., 2009). Adicionalmente, otras especies reactivas se
generan a partir de estas reacciones como perxido de hidrogeno (H,O;) o ion hidrégeno
(H") (Sobczynski y Dobosz, 2001).

2.4. Fotocatalisis heterogénea

Como se mencionod en el numeral 2.1 el TiO, se usa en procesos fotocataliticos por sus
propiedades como semiconductor, en donde se da una excitacion primaria, provocada por la
fuente de luz generadora de fotones con una energia que iguala o supera el valor de la Eg,
trayendo como consecuencia la liberacion un electron (e'sc) a la banda de conduccion (BC)
y la formacion de un hueco (h'gy) en la banda de valencia (BV), este par electron-hueco
reducen y oxidan un adsorbato, como consecuencia se forma un “donador de electron
oxidado y un aceptor de electron reducido” (Diebold, 2003) proceso que ocurre en la
superficie del catalizador (figura 5) sin conducir a un cambio en la estructura del material.
La reaccion del catalizador TiO,, en medio acuoso, irradiado con una fuente de luz UV se
detalla a continuacion con las formulas (1), (2), (3) (4), (5) y (6):

TiO, + hv=> TiO, (e7h*) Q)
TiOx(h*) + H,0 > TiO, +OH+ H* @)
0, +€& > Ti0, + 0, 3)
0, + H" SHO", (4)
0,° + HO®%, = 0, + H,0; (5)
TiOu(€) + H,0, > TiO, + OH- +OH° (6)
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En donde la reaccion (1) representa la superficie del material irradiado por una fuente de
luz y la formacion de los pares e’/h* sin cambio en el material; y las siguientes reacciones
representan la interaccion de las especies formadas con especies circundantes, llevando a la

formacion de radicales (Addamo et al., 2008; Srinivasan y Somasundaram, 2003).

0,
Banda clc Conduccic’m S [ _stados mas
i [}
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Figura 5. Superficie del semiconductor TiO, con absorcion directa de fotones con energia igual o superior a
la banda ancha de energia prohibida, band gap (Candal et al, 2001; Grupo Tar, 2011).

2.5. Elaboracion de peliculas

Se ha evaluado la elaboracién de peliculas de TiO, con diferentes métodos, con el fin de
encontrar mayor eficiencia en el proceso fotocatalitico. De esta manera se ha reportado que
la elaboracion de peliculas de TiO, sobre un soporte o sustrato permite una mejor
manipulacion del material, involucrando en este tipo de procesos precipitacion, métodos
difusivos, métodos fisicos 0 métodos quimicos que involucran agentes ligantes como sol-
gel (Granda et al., 2007).

Este ultimo método es uno de los més reportados en la literatura por su facil manipulacion,

bajos costos, y por proporcionar mejores propiedades Opticas al material, generando

27



peliculas homogéneas y delgadas, cuyo espesor varia dependiendo del precursor y TiO,
empleados, reportado entre 120 y 158 nm ( Sonawane et al., 2002; Hamid y Rahman,
2003; Mai et al., 2009). Esta técnica consiste en la formacion de un sol (estado liquido) a
un gel (estado solido). En este caso el primer paso involucra la formacion de un sol, por la
reaccion de la mezcla de TiO, USP-acido nitrico (el cual baja el pH del material alrededor
de 1.3)-agua (como solvente), con la mezcla del precursor ortotitanato de tetraisopropilo,
un solvente (CH3-CH,-OH) y un catalizador (H,O;) que actia como agente que previene la

precipitacion y la condensacion de ciertos materiales (Terabe et al., 1994).

El paso siguiente involucra la deposicion de la reaccion en un soporte adecuado, seguido
de la evaporacion de un solvente y otros compuestos para la formacion del gel y la
solidificacion de la pelicula, asi como la pir6lisis de residuos orgénicos, y la cristalizacion
de la red inorganica Ti-O-Ti; finalmente el material seco se somete a un tratamiento
térmico para la cristalizacion del material lo cual favorecera la formacién de planos propios
de la superficie cristalogréafica (Innocenzi et al., 2008). Diversos estudios han mostrado que
esta técnica proporciona mayor eficiencia en el proceso fotocatalitico, puesto que permite la
cristalizacion o transformaciéon del TiO, debido a la presencia de un precursor en la
mayoria de los casos amorfo, el cual proporciona una estructura deseada (Terabe et al.,
1994).

Previo a la formacidn de la pelicula, el sustrato en el cual se realiza la deposicion de la red,
debe pasar por un proceso de limpieza que garantice la remocion de residuos organicos o
sustancias que afecten el proceso de fijacion, los lavados previos se reportan con diferentes
sustancias, dentro de las mas comunes son el etanol y la acetona (Barati et al., 2009).

Seguido a esto el sustrato, en este caso cuarzo (SiO,), debe pasar por un proceso adicional
que permita la formacién de una superficie hidrofilica. Esto se realiza a través de procesos
agresivos como lo son el paso por una solucion pirafia (proporcion 3:1 de acido sulfurico y
peréxido de hidrégeno). Esto garantiza la mayor proporcion de grupos silano del SiOy,
conduciendo a un cambio a carga negativa del sustrato, lo que permite la interaccion del
TiO, cargado positivamente, conllevando finalmente a la mejor adherencia del compuesto

hacia el sustrato por la atraccion de ambos (Mirji et al., 2006; Pizen et al., 2002). El
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proceso de lavado, la formacion de la superficie hidrofilica y la formacion de sol gel se

resume en la figura 6.

Lavadode sustratos Agua-etanol-acetona-agua
Superficie hidrofilica — 3:1 -3 H,50,:H,0,
delsustrato

Control Sol-gel Control precursor
Tio, USP TIP
Mezcla A: Agua desionizada — Mezcla A: Agua desionizada — Mezcla B: Etanol Absoluto-
Ti0, UsP-Acido nitrico Ti0, UsP-Acido nitrico Peroxido de hidrégeno,
Mezcla B: Etanol Absoluto- ortotitanato de Tetraisipropil
Perdxido de hidrédgeno, (TIP)
ortotitanato de Tetraisipropil
(TIP)
1!
& " 4
Crecimiento
2 ciclos = 50°C por 4 horas
sinterizado
350°C-450°C-550°C-650°C

Figura 6. Esquema de formacién de peliculas a partir de técnica sol-gel y controles de la misma.

2.6. Peliculas de TiO, modificadas

Investigaciones recientes se han enfocado en la modificacion o dopaje de TiO,, con el fin
de hacer uso con fuentes de luz dentro del espectro visible como fuente de energia,
concediéndole mejores propiedades fisicas al material. Estos procesos consisten en la
adicion de atomos de elementos no metalicos, como de nitrégeno (N), azufre (S), y
metalicos como cobre (Cu) (entre muchos otros), siendo estos frecuentemente reportados
en este tipo de semiconductores (Rockafellow et al., 2009; Rengifo y Pulgarin, 2010;
Karunakaran et al., 2010). En el caso de los metales, estos se puedan difundir por la red de
TiO,, incrustandose dentro de esta, lo cual permite la formacion de un nuevo nivel de
energia entre la banda de valencia y la banda de conduccion del semiconductor; asi mismo
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el metal puede actuar como una trampa de electrones evitando la recombinacion de estos
(Zaleska, 2008). Y en el caso de los a&tomos no metales, estos se encargan de conceder
caracteristicas al material puesto que permiten “reducir la banda de energia prohibida” y

generar “vacancias de oxigeno” (Zaleska, 2008).

Dependiendo del tipo de atomos o impurezas introducidos en la red del semiconductor se
puede hablar de un semiconductor de tipo p, cuando los nuevos atomos generan niveles de
energia cercano a la banda de valencia y reciben los electrones proximos a esta, generando
una mayor cantidad de h* en dicha banda; o de los semiconductores de tipo n, en donde los
atomos nuevos se ubican mas cerca a la banda de conduccion y se oxidan permitiendo la

formacion de e en dicha banda (Candal et al., 2004).

La razon para efectuar este tipo de experimentacion esta enfocada en la posibilidad de uso
de energia o longitudes de onda que se encuentren dentro del espectro de luz visible; de
esta manera mejorar la eficiencia con el uso de ld&mparas de luz blanca o luz solar como
fuente de radiacion en tratamientos fotocataliticos (Liu et al., 2005; Liu et al., 2009),
logrando la disminucion de costos de produccion, asi como una facil manipulacion del

proceso.

2.7. Factores que afectan el proceso fotocatalitico

Dentro de los factores que afectan el proceso se ha reportado que el tamafio del cristal y el
area superficial del TiO, influyen de manera significativa la desinfeccion fotocatalitica.
(Suk y Kwak, 2008). Diferentes casas comerciales producen TiO, nanoparticulado, con
tamafios de particula menores a 100 nm, los cuales permiten obtener una mayor area
superficial, siendo esta caracteristica importante puesto que genera una mayor area de
contacto entre las especies generadas en un proceso fotocatalitico con las moléculas que se
pretende degradar (Hashimoto et al., 2007; Tian et al., 2009; Candal et al., 2001).
Adicionalmente, para la optimizacion de este tipo de procesos es necesario tener en cuenta
parametros como oxigeno, temperatura, tiempo de catalisis, energia de fuente de radiacion,
pH, asi como los compuestos organico e inorganicos y cantidad de estos (Diebold, 2003;
Hafizah & Sopyan, 2009).
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La presencia del oxigeno es necesaria, debido a que hay una reaccion directa del e* con
este, formado en la banda de conduccion que lleva la formacion de diferentes especies
reactivas de este compuesto, que finalmente permiten la degradacién o descomposicion de
compuestos (Srinivasan y Somasundaram, 2003).

La temperatura es importante en el momento en el que se realiza la calcinacion o
sinterizado del TiO, sobre un determinado sustrato, puesto que esta favorecera la formacion
de la estructura cristalogréafica rutilo o anatasa, siendo esta Gltima metaestable, por lo tanto
su transformacién ademas de depender de la temperatura dependera del grado de impurezas
del polvo, tamafio de grano, area superficial, tamafio de la particula, asi como de la técnica
de crecimiento que se emplee y el uso de diferentes precursores (Mathews et al., 2009;
Gennari y Pasquevich, 1997).

El tiempo de fotocatalisis dependera del tipo de compuesto o material a degradar, o de los
microorganismos a inactivar, asi como el volumen en el que se encuentren. La inactivacion
de estos estd directamente relacionado con el aumento de tiempos de irradiacion sobre el
catalizador (Mathews et al., 2009; Lonnen et al., 2005).

Como se describi6 en el numeral 2.5 para la formacion de pares e/h* en la superficie del
semiconductor TiO; se requiere de una energia suficiente o superior a la banda gap ya sea
de 3 0 3.2 eV, dependiendo de la estructura cristalogréfica en la que se encuentre, por lo
tanto se necesita de una irradiacion de tipo UV, que en el caso de material modificados o
dopados cambia a irradiacion de tipo visible (Ohtani, 2010).

El punto isoeléctrico del TiO, es 6.5 por lo tanto pH por debajo de este valor, cargan el
compuesto positivamente, teniendo a los h* fotogenerados como especie dominante o con
mayor “poder oxidativo” (Manrique, 2006), lo cual permitira la atraccién de compuestos o
microorganismo de carga opuesta facilitando su descomposicion e inactivacion (Cohen-
Yaniv et al., 2008). Mientras que bajo condiciones de alcalinidad la superficie del TiO, se
carga negativamente proporcionando repulsion entre ambos (Rincén y Pulgarin, 2004).
Finalmente la cantidad de materia organica afecta negativamente el proceso en cuanto a la
inactivacién de microorganismos, puesto que hay una competencia de ambos hacia las

especies formadas en la superficie del catalizador (Rincén y Pulgarin, 2004).

2.8. Procesos fotocataliticos que involucran inactivacion de Escherichia coli
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E. coli es una bacteria Gram negativa, movil, facultativa, taxonOmicamente es una
Enterobacteria y hace parte del grupo de coliformes totales, sub-grupo coliformes fecales;
se encuentra en el intestino de animales de sangre caliente, haciendo parte de la carga
intestinal normal de este. Esta y otras bacterias como Clostridium perfringens o
Enterococcus faecalis, se caracterizan por ser indicadores de contaminacion fecal de agua,
ya que su presencia informa una contaminacién fecal resiente, antigua o contaminacién por
heces de animales homotermos, respectivamente. Las principales fuentes de contaminacion
son la escorrentia agricola, las descargas de aguas residuales e infiltracion de materia fecal
de animales domésticos o salvajes. Normalmente se encuentran en el tracto intestinal de
animales de sangre caliente sin causar algin tipo de dafio (Washtenaw County
Environmental Health, 2004). Sin embargo, algunos serotipos si son patdgenos
conformando el grupo de E. coli verotoxigénicos (ECVT), haciendo parte de este grupo el
serotipo altamente virulento 0157:H7 (EHEC), cepas enterotoxigénica ETEC, cepas
eneteropatdgena (EPEC) y cepas enetroinvasivas (EIEC) (Madigan et al., 2003); estos
patogenos son considerados emergentes y causan graves patologias en el ser humano, “los
rumiantes son el principal reservorio”. Diferentes investigaciones se han enfocado en el
estudio y aislamiento de estos microorganismos, principalmente en la carne de ganado
vacuno, importante via de transmisién; adicionalmente, se ha reportado su aislamiento en
otros animales domésticos (cerdos, gatos y perros), asi como en productos lacteos,
vegetales y agua (Mora et al., 2003; Margall et al., 1997). EIl agua constituye un vehiculo
importante de transmisién, se ha documentado la presencia del serotipo E. coli O157:H7 en
este tipo de recurso, siendo introducido por el riego en cultivos con agua contaminada con
heces del ganado o0 que estuvo en contacto previo con superficie contaminadas (Ethan et al.,
2002)

Muchas de las investigaciones que involucran procesos fotocataliticos con TiO, se han
focalizado en la inactivacion de E. coli, debido a su funcion como indicador de patdgenos
que se encuentran en recursos hidricos. Diversos autores reportan la importancia de
procesos que involucren luz UV, asi como la presencia de un catalizador a la hora de actuar
frente a este microorganismo (Kim y Kwak 2009; Rincén y Pulgarin., 2003). La luz UV es
de gran importancia, ya que la pirimidina del ADN absorbe esta luz y forma dimeros de

pirimidina, cambiando asi la estructura del ADN e interfiriendo con su duplicacion, lo que
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puede ocasionar su muerte “ (Li et al., 2003) Sin embargo, este tipo de procedimientos es
mas Util cuando se combina con procesos cataliticos, dado que los costos disminuyen
significativamente, siempre y cuando se haga uso de fuentes de energia que se encuentren
dentro del espectro visible o se haga uso de fuentes naturales como lo es la luz solar
(Gelover et al., 2006).

La literatura reporta que los efectos de inactivacion varian de acuerdo a la intensidad de la
luz proporcionada, se reporta que una intensidad 1000 W/m? proporciona un flujo mayor de
fotones, que en presencia del catalizador TiO, conduce al aumento de radicales como
OH?°, y llevan a la inactivacién de microorganismos como E. coli en menores tiempos de
exposicién; a diferencia de intensidades de 400 W/m? en donde estos tiempos de
exposicion aumentan; sin ser esto una relacion lineal entre la intensidad de la luz y la
inactivacion de la bacteria (Rincon y Pulgarin, 2004). De forma adicional se ha reportado
que la desinfeccion con procesos que solo involucran fotolisis proporcionan menor

inactivacién que procesos fotocataliticos (Kim & Kwak, 2009).

Rincén y Pulgarin (2003) reportan la inactivacion de una cepa de E. coli usando TiO,
Degusa P-25 y luz UV como fuente de radiacion en agua residual; en el estudio variaron
algunas condiciones del tratamiento (irradiacion, intensidad de la luz, concentracién y

temperatura) encontrando efectos muy positivos en el proceso de inactivacion.

Por otro lado, se reporta la desinfeccion del agua, con un tratamiento fotocatalitico a partir
de peliculas de TiO, en agua superficiales, encontrando una reduccién hasta de 100% de E.
coli después del tratamiento, sin embargo resaltan que la presencia de contenido organico e
inorganico en este tipo de agua reduce las tasas de desinfeccién del microorganismo
(Alrousan et al., 2009).

Asi mismo, diversos estudios mencionan la luz solar como fuente de radiacion en
tratamientos fotocataliticos con TiO,, reportando que este material mejora la eficiencia en

procesos de desinfeccién de E. coli en aguas superficiales (Salih, 2002).

33



2.9. Desinfeccion por método quimico con cloro

Actualmente, los procesos de desinfeccidn en el tratamiento de aguas residuales, asi como
la desinfeccion que se realiza en tuberias que conducen agua potable involucran
principalmente compuestos clorados como “gas de cloro, soluciones de hipoclorito y
compuestos clorinados en forma sélida o liquida” (EPA, 1999). El uso de este tipo de
desinfectantes estd relacionado directamente con los bajos costos que estos ofrecen, la
eliminacion efectiva de microorganismos patdgenos y su facil manejo. Sin embargo, su uso
también proporciona desventajas que se relacionan directamente con la generacion de
efectos adversos en la salud por la formacion de sub-productos como trihalometanos
(THMs), cuando hay contacto del producto con materia organica; ademas genera sabores y
olores poco agradables, cuando los niveles son altos. La literatura reporta que este tipo de
desinfectante no es efectivo en la inactivacion Giardia y Cryptosporidium, cuando se
aplican dosis bajas. A pesar de esto es el método mas popular y de acceso mas facil
(Drinking —water ORG, 2008) (Solsona y Méndez, 2002).

2.10. Toxicidad en cuerpos de agua: bioensayos

La toxicidad o efecto toxico es una medida de la contaminacion provocada por la
combinacidn de diferentes sustancias quimicas nocivas que se encuentren en un medio, las
cuales afectan las propiedades fisicas o quimicas del mismo desencadenado consecuencias
sobre un ecosistema. Para realizar la medicion de esta toxicidad o potencial toxico se
reporta ampliamente el uso de bioensayos lo cual incluye una bateria de organismos a
diferentes niveles troficos (Bohorquez y Campos, 2007); esto con el fin de establecer
criterios de calidad de aguas y evaluar la sensibilidad relativa de organismos acuéticos, y
posiblemente predecir el “impacto en animales, vegetales y el hombre” (Garcia et al.,
2009).

Dentro de los organismos empleados en bioensayos se encuentran Lactuca sativa,
Selenastrum capricornatum (vegetales), Hydra attenuata, Daphnia magna (animales),
Vibrio fischeri (bacteria), entre otros.

Dependiendo del organismo evaluado, se determina al final del bioensayo, una
concentracion letal (CLsp), la cual hace referencia a la concentracion a la que el 50% de la
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poblacion muere (H. attenuata, D. magna); concentracion inhibitoria, que es la
concentracion a la cual se inhibe la germinacion o crecimiento de la semilla (L. sativa, S.
capricornatum); o concentracion efectiva la cual, en el caso de la bacteria, se define como
la concentracion a la cual se produce una reduccion de luminiscencia (Vibrio fischeri)
(Garcia et al., 2011).

Para la realizacion de estos bioensayos se deben cumplir con ciertas condiciones, diferentes
dependiendo del organismo, lo cual va a garantizar la reproducibilidad del proceso. Cada

ensayo es avalado por la EPA.

De acuerdo a lo encontrado en la literatura, en cuanto a bioensayos con el organismo D.
magna en exposicion al compuesto TiO, no presenta toxicidad con particulas del
compuesto con tamafios por encima de 100 nm, sin embargo con particulas de menor
tamafo se presenta toxicidad del organismo, generando la inmovilizacion de este; la causa
de este efecto es la posible penetracién de particulas dentro de la célula (EPA, 2007; Kim
etal., 2010).
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3. Formulacion del problema y justificacion

3.1. Formulacién del problema

¢Es efectiva la fotocatalisis con TiO, y la modificacién de este en la inactivacién de
Escherichia coli presente en aguas residuales tratadas y no tratadas ?

3.2. Justificacién

Es necesario lograr establecer pardmetros en un proceso alternativo, como es la fotocatalisis
con TiO,, para la desinfeccion de aguas residuales domésticas pre tratadas y crudas. Con
el fin de optimizar las caracteristicas del mismo y hacer mas eficiente el proceso, lo cual
podra permitir el establecimiento de este tipo de tratamiento como sistema complementario

de desinfeccion.
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4. Objetivo General
Evaluar la fotocatalisis heterogénea con TiO, como sistema desinfeccion para inactivar E.

coli en aguas domésticas tratadas y no tratadas.

4.1 Objetivos Especificos

e Elaborar y caracterizar peliculas de TiO, por medio de la técnica de sol-
gel/sedimentacion, a través de la evaluacion de diferentes temperaturas de
sinterizado del material, como el uso de diferentes reactores y fuentes de luz,

teniendo como respuesta la inactivacion de E. coli ATCC 87309.

e Desarrollar un protocolo para la modificacion de las peliculas de TiO, valorando un

material del reactor y una fuente de radiacion.

e Comparar la efectividad del tratamiento fotocatalitico con respecto a la desinfeccion

quimica de NaClIO.

e Realizar pruebas de toxicidad de las aguas tratadas empleando organismos a dos

niveles troficos: Lactuca sativa e Hydra attenuata.
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5. Metodologia

5.1. Organismo control: Escherichia coli

La cepa utilizada fue E. coli ATCC 8739 la cual se obtuvo del cepario de la Pontificia

Universidad Javeriana, se llevo a cabo la elaboracién del banco de células primarias,

siguiendo la metodologia de Rojas y Sanchez (2009).

5.2. Caracterizacion de agua residual proveniente del sistema de lagunaje PTAR

Subachoque

Se realizd un andlisis microbioldgico, fisico y quimico del agua residual recolectada. Los

parametros que se determinaron se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Pruebas fisicas-quimicas- microbioldgicas en agua residual.

Parametro

Método

Nombre del método y la
referencias

pH (Unidades)

Potenciométrico

Potenciométrico

Temperatura (°C)

Termometria

Termometro

Unidades de color

Espectofotométrico

Espectrofotométrico APHA

Sélidos suspendidos (mg/l) | Gravimétrico APHA, 2000

Sélidos sedimentables Cono Imhoff APHA, 2005

(mll)

DQO Reflujo cerrado Reflujo cerrado, APHA 2005
(mg/l)

Conductividad pSm

Conductimetro

Conductivimetro

Recuentos de E. coli y | Microgota Dohile
coliformes
Recuento heterétrofos Siembra profundidad APHA, 2004
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5.3. Preparacion de peliculas de TiO, técnica sol-gel acoplada a sedimentacion.

Para la elaboracion de las peliculas de TiO, se utilizaron laminas de cuarzo de 20x26 mm.
Estos sustratos se lavaron y pasaron por un proceso de modificacion para volverlos
hidrofilicos.

El lavado de los sustratos consistié en diferentes procesos de sonicado con diferentes
compuestos. Cada proceso de sonicado se realizé por 15 minutos y el orden del protocolo

del lavado de sustratos fue el siguiente: Agua-etanol-acetona-agua (Pedroza et al., 2007).

El proceso de hidrofilizacidn consistid en poner cada sustrato en una solucion 3:1 de acido
sulfurico (H,SQO,4) y peroxido de hidrogeno (H,O;) por 20 minutos. Transcurrido este
tiempo cada sustrato se sometié a un lavado con agua desionizada, para la remocién de
acido. Finalmente las laminas se dejaron secar a temperatura ambiente para su posterior

peso (Pizem et al., 2002).

5.3.1. Preparacion de solucion de TiO, USP y preparacion de precursor amorfo de titanio

La solucién de TiO, USP se obtuvo a partir de una mezcla de 0.5 mg de TiO, USP
(previamente macerado y pasado por un tamiz de apertura de 850 um), 25 ml de agua
desionizada y 360 pl de acido nitrico concentrado al 70 % (HNO3). Esta solucién se llevé al

sonicador por 15 minutos.

El precursor amorfo se obtuvo de la mezcla de: 209 pl de titanio (IV) tetraisopréxido
((C2Hs)2N)4Ti (TIP), 25 ml de etanol absoluto (C,HsOH) y 70 ul de perdxido de hidrégeno
(H20, al 30 % v/v) para un volumen final de aproximadamente 25 ml, el cual se llevé al
sonicador con un volumen de agua de 150 ml, por 15 minutos. ElI TIP se mantuvo en
diferentes viales de 1 ml a 4 °C previo a su uso, en el momento de este, se dejo descongelar

a temperatura ambiente.

Teniendo estas dos soluciones se mezclaron dejando en el fondo la primera solucion y
sobre esta la segunda, posteriormente se llevaron al sonicador por 15 minutos. La solucion
fue utilizada antes de 24 horas de preparacion. Todos los reactivos empleados fueron

mantenidos en refrigeracion previamente y posterior a su uso.
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5.3.2.Crecimiento de peliculas

La formacion de las peliculas se realizé a partir de la mezcla del precursor amorfo TIP/TiO;
USP (sol-gel). El sustrato fue inmerso en la solucion en cajas de Petri de 25 mm; el
crecimiento se llevo a cabo a 50°C por 4 horas. Luego de la evaporacion del solvente,
peroxido y &cidos se agregd una segunda alicuota de la solucion y se llevd de nuevo a 50
°C por 4 h (gel). Seguido a este proceso las peliculas se llevaron a mufla para la calcinacion
o sinterizado del material. Evaluando diferentes temperaturas de sinterizado: 50°C, 350°C,
450°C, 550°C y 650°C. Asi mismo, se realizaron peliculas control de TiO, USP vy el
control TIP teniendo en cuanta las mismas temperaturas de sinterizado. Después de obtener
las peliculas calcinadas se pesaron, de esta forma se obtuvo cuanto TiO; titanio se agregd
(mg TiO,-TIP/SiO,) en cada lamina desde el peso inicial del sustrato y el peso final con la

formacion de la pelicula desde las férmulas (7) y (8):
TiO,-TIP = (SiOy(sustrato) + TiO,-TIP(pelicula)) — SiO, (7)

Pelicula adherida al sustrato = TiO,-TIP/ SiO,  (8)

5.4. Caracterizacion fisica

5.4.1.Microscopia electronica de Barrido
Esta técnica permitié el analisis morfologico de las peliculas o sus caracteristicas

superficiales. Se empled un microscopio electrénico de barrido de emision de campo JEOL
(FESEM) JSM-7401F, con el cual se realizaron micrografias en aumentos de 5000X-
50000X. Este analisis se realizo en el centro de investigaciones y estudios avanzados del
Instituto Politécnico Nacional de México y en el MEB de la Universidad de los Andes
(Bernardi et al., 2001).

5.4.2. Difraccion de rayos X
Para determinar la estructura cristalina de las peliculas previamente elaboras se llevé a cabo

una difraccion de rayos x en un difractometro Siemens D-5000 (CuKalfa =1.5418 A), con

la cual se determind si la pelicula tenia caracteristicas de un material cristalino, asi como
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los planos que predominaban en dicha estructura (Pihosh et al., 2009). Este andlisis se
realiz6 en el Centro de Investigaciones y Estudios avanzados del Instituto Politécnico
Nacional de México. El tamafio del cristal se determind mediante el programa MAUD,
tomando los picos de maxima intensidad para la fase anatasa y rutilo. Los valores obtenidos

fueron expresados en Armstrong.

5.4.3.Barrido UV- Vis
Se empled un espectrofotometro UV-Vis con el fin de determinar la transmitancia y

absorbancia de las peliculas elaboradas, y de esta manera establecer la banda gap del
material (Pihosh et al., 2009). EI montaje consistié de una lampara de tungsteno-halégena
(Newport 6333 lampara Quatz Halogen con espectro continuo entre 240-800 nm), un
monocromador (Acton Research spectral pro 775, port RS3232, rango de 200-1500 nm vy
resolution de 0.1 nm), un tubo multiplicador (Side-on Photo-multiplier tubo Oriel 77342),
suministro de alto voltaje (Oriel 70705 2000 VDC, 2 mA), un amplificador Lock-in (Lock-
in Amplifier Stanford Research SR839), y la interface Labview. Con este montaje se
determind la intensidad inicial del sustrato, sin formacion de peliculas, y una intensidad
final correspondiente a la muestra (peliculas sol-gel y controles sinterizadas a diferentes

controles) como se describe en la formula:

T=—
I' (9

En donde T es la transmitancia, lo es la intensidad inicial e | es la intensidad de la muestra.
Con este valor fue posible encontrar Eg desde la grafica de T versus hv, en donde esta
ultima corresponde a la energia de los fotones o al eje de la energia; con interpolacion de la
region lineal a hv (Mathews, 2009).

5.5. Ensayos de inactivacion para los tratamientos térmicos de las peliculas TiO,/TiP,
TiO,/USP y TiP.

Un inoculo de E. coli fue re-suspendido en agua residual estéril, se dejo en crecimiento
durante 12 horas a 22 °C en agitacion constante a 120 rpm. Posterior a esto se obtuvo una

concentracion conocida de la bacteria, la cual se verifico a través de diluciones seriadas del
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inoculo inicial y siembra de este por microgota en agar Chromocult. El tratamiento
fotocatalitico se llevd a cabo en cajas de petri de 25 mm con una pelicula, previamente
elaborada, sinterizada a diferentes temperaturas, y un suspension de 8 ml de inoculo inicial.
Se dejaron treinta minutos en oscuridad, y posteriormente se encendid la lampara de
mercurio de baja presion (luz UV, pico de méaxima absorcion 254 nm), en agitacion
constante (45 rpm).. Se realiz6 un muestreo a las 6 horas de tratamiento. Se evalu6 la
inactivacion a través de recuento en placa, en agar Chromocult, por microgota (Rojas y
Sanchez, 2009). Adicionalmente se evaluaron las peliculas elaboradas con solo TiO, USP
pertenecientes al estudio de Rojas y Sanchez, 2009 y las crecidas con el precursor amorfo
TiP, las cuales también fueron calcinadas a las mismas temperaturas. Cada tratamiento se
realizd por triplicado y como anélisis estadistico se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) para la comparacion de las temperaturas evaluadas con todas las peliculas
(TIP/TiO, USP, TiO, USP y TIP). El pH fue medido previamente y posteriormente a cada

tratamiento.

5.6. Seleccidn de las condiciones de operacion y curvas de inactivacion fotocatalitica a dos
concentraciones del microorganismo

Se evaluaron 4 tratamientos por medio de un disefio factorial 2% los factores evaluados
fueron la fuente de luz, UV y fluorescente (blanca); y material del reactor, borosilicato
sodico (pyrex) y dioxido de silicio (cuarzo). Los tratamientos y niveles se observan en la
tabla 3. Cada experimento se realizo por triplicado utilizando como fotorreactores vasos de
cuarzo con un volumen de 100 ml de la suspension de E. coli de concentracién conocida
(10°-10° UFC/ ml). Las peliculas evaluadas fueron: TiO, USP y TiOJ/TIP, se colocaron
paralelas a las paredes del vaso suspendidas con un aditamento de fibra y pinzas metalicas
(4 por cada replica) y la iluminacion con la respectiva lAmpara se inicio a los 30 minutos de
adsorcion en oscuridad, la agitacion se mantuvo constante a 45 rpm colocando vasos sobre
un agitador horizontal. Cada tratamiento se expuso a las lamparas por 6 horas al cabo del
cuales se tomo una alicuota para realizar diluciones decimales y estimar el porcentaje de

inactivacién. El pH fue medido previamente y posteriormente a cada tratamiento.
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Tabla 3. Disefio factorial 22

Tratamiento Factor X, Factor X;
Material del reactor Tipo de ldmpara
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Valor numérico equivalente a la convencion
Nivel bajo (-1) Silicato de boro uv

Nivel alto (+1) Dioxido de silicio Fluorescente

El analisis de datos se realizo usando los programas SAS 9.0 ®, Desing Expert 6.0 ® y los
resultados fueron tratados con un modelo empirico, el cual relaciona las respuestas
cuantificadas con los factores evaluados y sus respectivos niveles. Para un disefio de dos

factores el modelo de primer orden fue (ecuacion 1);
y =b, +b;x T D, X, +B1,% %, (10)

Donde vy, corresponde a la variable dependiente; b, es el intercepto, by, by, son los
coeficientes lineales y X; X, son los factores 6 variables independientes. Como variable

dependiente se evaluo la inactivacion de E. coli en porcentaje

5.6.1. Curvas de inactivacion de E. coli en agua residual estéril

A partir de los resultados obtenidos en el factorial, se procedio a realizar las curvas de
inactivaciéon teniendo en cuenta dos concentraciones del microorganismos, las cuales
fueron re inoculadas al agua residual estéril. Las curvas se realizaron tomando muestras
cada 30 minutos por dos horas y después cada dos horas por 14 horas. Adicionalmente se
realizaron controles como la suspension de E. coli bajo luz UV (fotolisis), adsorcion (TiO,
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en la oscuridad elaborado por sol-gel y el control con TiO, USP) y la fotocatalisis con el
control TiO, USP. Todos los controles fueron realizados en altas y bajas cargas de la
bacteria y cada tratamiento se realizd por triplicado. EI pH fue medido previamente y

posteriormente a cada tratamiento.

5.7. Protocolo de modificacion para las peliculas de TiO,

Para realizar este procedimiento se elaboraron las peliculas teniendo en cuenta el mismo

protocolo de lavado y modificacion para volverlos hidrofilicos, descritos en el numeral 5.3.

5.7.1. Protocolos de modificacion con urea y tiourea

Se prepard la mezcla del precursor TIP con TiO, USP, como en el protocolo inicial. La
preparacion consistié en la formacion de dos soluciones. La primera solucion se fabrico a
partir de 0.5 mg deTiO, USP (previamente macerado y pasado por un tamiz de apertura de
850 um), 25 ml de agua desionizada y 360 pl de acido nitrico concentrado. La mezcla de
estos productos se llevé al sonicador por 15 minutos. La segunda solucion se preparé a
partir del siguiente protocolo: 209 pl de titanio (IV) tetraisoproxido ((C2Hs)2N)4Ti, 25 ml
de etanol absoluto y 70 pl de perdxido de hidrogeno (H,0,). Teniendo estas dos soluciones
se mezclaron dejando en el fondo la primera solucién y se llevo al sonicador por 15

minutos.

La solucién de urea se prepar6 a partir de la re-suspension de 2.42 gramos de urea y 2.34
ml de la mezcla de precursores amorfo y cristalino (obtenido previamente) re-suspendidos
25 ml de etanol. Se procedié de igual forma con la tiuorea, bajo las mismas condiciones de
la urea, protocolo modificado de Rockafellow et al., (2009) (denominado Erin por su
nombre). Teniendo estas dos soluciones se procedié a llevarlas a constante y vigorosa
agitacion por 48 horas.

Después de obtener la homogeneidad de las soluciones se realizd el crecimiento de las
peliculas a 50 °C por 4 horas depositando la mima cantidad de solucion por cada sustrato (5

ml).
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El segundo protocolo de dopaje se realizd con modificaciones de Pulgarin y Rengifo
(2010). Se prepard la mezcla de precursores igual que el protocolo inicial, duplicando la
cantidad de cada compuesto para obtener un volumen final mayor. Teniendo la solucion
final se llevé al horno a 100°C, para la obtencién de un polvo a partir de esta mezcla

inicial.

Para la obtencion de la solucién de urea se re-suspendié 0.2 gramos del polvo obtenido
inicial y 0.8 gramos de urea, macerados previamente para la homogenizacion de ambos
polvos, en 25 ml de agua y 25 ml de etanol para un volumen final de 50 ml. Para la
obtencion de la solucion de tiourea se procedié de igual forma. Cada mezcla se llevo al

sonicador por 15 minutos.

Después de obtener la homogeneidad de las mezcla se realizé el crecimiento de las
peliculas a 50 °C por 4 horas depositando la misma cantidad de solucién por cada sustrato
(5 ml)

5.7.2. Protocolo modificacién CuSO,

Como se menciond en el protocolo con urea y tiourea se realizé la mezcla para las peliculas
elaboradas por sol-gel, después de tener esta mezcla lista se llevd a evaporacion a 100°C
por 8 horas. A partir de esta evaporacion se obtuvo un polvo, del cual se tom6 0.2 gramos,
y se macerd con tres cantidades diferentes de CuSO,: 0.05, 0.025 y 0.0375 g; obteniéndose

asi tres polvos con diferentes proporciones molares (tabla 4).

Tabla 4. Proporciones molares del TiO,/TIP modificado con CuSO,.

REACTIVO Moles Ti Moles Cu Moles S
(gramos)

TiO,0.2 0.030 - -
CuS0, 0.05 0.0025 0.00063
CuS0, 0.0375 0.0018 0.00051
CuS0, 0.025 0.0011 0.00032

Después de homogeneizar los diferentes compuestos por maceracion se realizd una re-

suspension en 50 ml de etanol absoluto y agua (proporcién 1:1).
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Se realizé la deposicion de la mezcla en los sustratos previamente lavados y se llevo a 50°C

por 4 horas. Después de tener la pelicula crecida se sinteriz6 a 450°C.

Las peliculas obtenidas por cada protocolo se evaluaron frente a una concentracion
conocida de E. coli, y como fuente de luz se utilizaron dos lamparas de luz blanca, en un
tratamiento inicial de 6 horas. Posteriormente, se determind la inactivacion del
microorganismo. A partir de estos resultados se determind con cual protocolo se logro
mayor inactivacion. Se procedio a la evaluacion en una curva, como se procedio en el
numeral 5.6.1, bajos las mismas condiciones nombradas anteriormente. Adicionalmente se
realizd una caracterizacion fisica de estos nuevos lotes de peliculas, con las técnicas

nombradas en el numeral 5.4.

5.8. Desinfeccién quimica con hipoclorito de sodio

Para comparar la efectividad del tratamiento fotocatalitico respecto a la desinfeccion
quimica con NaClO, se llevé a cabo dos ensayos adicionales a partir de agua residual re-

inoculada con E. coli.

Para el tratamiento con cloro se emple6 NaCIO a 200 ppm. Se partié de una solucién de
cloro al 5.5% (v/v) y se llevo a las ppm establecidas. Para esto se llevaron a 100ml de agua
residual estéril re-inoculada con una concentracion conocida de E. coli como volumen
final. EI tiempo de desinfeccion que se empled fue de 6 horas, como se establecieron en los
protocolos de inactivacion por sol-gel. Después de esto se realizaron las cinéticas de
inactivacion a altas y bajas cargas. Se evaluo la inactividad a través de recuento en placa,
en agar LB, por microgota. EI pH fue medido previamente y posteriormente a cada

tratamiento.

5.9. Bioensayos

Se llevaron cabo dos bioensayos empleando dos organismos, Lactuca sativa e hydra
attenuata. Esto se realizd con el fin de determinar el efecto toxico del agua tratada
previamente con fotocatalisis heterogénea con peliculas elaboradas por sol-gel con

lamparas de luz UV; con las peliculas modificadas con CuSO,4 con lamparas de luz blanca,
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y fotolisis (luz UV), como control. De igual forma se compar0 este efecto toxico con el
producido por los tratamientos de desinfeccion quimica, evaluados previamente, y el agua
residual o efluente producto del sistema de lagunaje de la planta de tratamiento de

Subachoque.

En el caso de L. sativa los ensayos se efectuaron segun Mcinnis (1989) avalado por la
Agencia de proteccion ambiental EPA, evaluando la inhibicion en la germinacion y la

inhibicién en la elongacion de la radicula y del hipoclorito en un periodo de 120 horas
(Clsp 120n).

Los ensayos con H. attenuata se realizaron por el protocolo establecido por Trottier et al.,
(1997) avalado por la Agencia de proteccién ambiental EPA. Se evaluaron el numero de
neonatos (menores de 24 horas) muertos, en un periodo de 96 horas de exposicién al agua
tratada (CLso-g6n)-

Los resultados de toxicidad aguda fueron determinados con el programa estadistico Probit,
si en algunos casos este programa no arroja una Clsp.gen (Hydra attenueta) y Clso 120n
(Lactuca sativa), se reporta como porcentaje de letalidad, en el primer caso, que es la
minima concentracion en la que se empieza a presentar un efecto de letalidad sobre la
poblacion; y en el segundo caso se reporta como porcentaje de inhibicién volumen a
volumen o porcentaje de crecimiento cundo supera el crecimiento del control negativo

(Laboratorio de calidad en aguas y lodos, Pontificia Universidad Javeriana).

5.10. Ensayos de inactivacién muestras no tratadas de cuenca alta, media y baja rio Bogota.

Con el fin de retar el sistema fotocatalitico tanto con peliculas elaboradas por sol-gel bajo
lamparas de luz UV, y modificadas con CuSO, bajo ldmparas de luz blanca, se tomaron tres
muestras puntuales de cuenca alta, media y baja del rio Bogota, Funza (flores del rio), brazo

de salitre el cual no entra a la PTAR salitre, y salto del Tequendama, respectivamente.

A cada muestra se le realizaron analisis microbiol6gicos, fisicos y quimicos y finalmente se
sometieron al proceso fotocatalitico con las peliculas modificadas y no modificadas bajo

dos longitudes de onda diferente, como se mencion¢ anteriormente. El proceso se realizo en
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cajas de petri con 8 ml de muestra, y una pelicula por caja (proceso que se describe en el
numeral 5.3, 5.5, 5.7.2) con un tiempo de tratamiento de 6 horas. Pos-tratamiento se
cuantificaron los coliformes fecales y E. coli, por microgota en agar chromocult, con el fin

de determinar el porcentaje de inactivacion.

6. Resultados y Discusion

6.1.Caracterizacion de Agua residual proveniente del sistema de lagunaje

El rea de estudio fue la planta de tratamiento (PTAR) de agua residual doméstica, ubicada
en el municipio de Subachoque, Cundinamarca, Colombia; adicionalmente, como se
describird méas adelante, se tuvieron en cuenta tres zonas de muestreo diferentes del rio
Bogota con el fin de valorar si las peliculas de TiO, mas efectivas eran funcionales bajo
diferentes cargas de materia organica y sin que el agua hubiese pasado por un sistema de
tratamiento previo.

La PTAR de Subachoque tiene un sistema de pre-tratamiento y tratamiento primario el cual
consta de diferentes rejillas de cribado para la retencién de solidos grandes y basuras de
gran tamarfio, ligado a trampas de arena o des-arenadores, asi como trampas de grasas y
aceites. Después de pasar por esto el agua es dirigida a un sistema bioldgico que consta
diferentes lagunas de estabilizacion, aerdbica, anaerébico y de maduracion, para el
tratamiento de materia organica y eliminacion de patdgenos. Finalmente el agua de la
laguna es directamente vertida a la cuenca alta-media del rio Bogota, en donde la poblacion
aledaria se beneficia del recurso para agricultura.

Las muestras de agua residual fueron recolectadas tomando una alicuota de 3 litros a la
salida de la laguna de maduracion, para probar los diferentes tratamientos fotocataliticos
como sistemas complementarios. Se realizaron dos muestreos: el primero el 25 de febrero
de 2010 y el segundo el 5 de diciembre de 2010, en este ultimo se tomO una muestra
adicional del agua de entrada a la PTAR, sin pasar por ningun tratamiento.

Los parametros que se midieron fueron de tipo: Microbioldgicos, fisicos y quimicos. Los

resultados se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5. Parametros microbiolégicos fisicos y quimicos agua de salida y entrada PTAR Subachoque.

Parametro Resultado Resultado Salida muestreo Unidades
Entrada Salida 1
(5/12/10) Muestre 2 (25/2/10)
(5/12/10)

Heterotrofos 30x10’ 30x10° 27x10° UFC/ml
totales
Coliformes fecales 80x10* 50x10° 72x10° UFC/ml
E. coli 10x10* 30x10* 30x10* UFC/ml
pH 6.75 7.14 8.01
Unidades de color 159 49
Conductividad 0.432 0.435 mS/cm
Oxigeno disuelto 6.1 8.6
Sélidos 0.4 0.1 1.2 ml/L
sedimentables
Sélidos 220 267 117 mg/L
suspendidos
totales
Solidos disueltos 244 206 mg/L
Sélidos totales 405 296 302 mg/L

Se encontraron diferencias entre los recuentos microbioldgicos del agua de entrada y salida
de la PTAR. La poblacion de heterotrofos, fue superior en dos 6rdenes de magnitud con
respecto a los recuento en el agua de salida. En cuanto a la presencia de E. coli y
coliformes fecales, se evidencid que las poblaciones iniciales de los sistemas estaba por
encima de dos o tres 6rdenes de magnitud a los encontrados en el agua de salida. Esta

informacion indicd que el sistema primario y secundario, propios de la PTAR, estan
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disminuyendo la carga de este tipo de microorganismos, no hay una eliminacion total de los
microorganismos, Yy los valores finales en el caso de E. coli estan por encima de 1000
UFC/ 100 ml valor para sistemas convencionales de tratamiento (OMS, 2011).

Los tratamientos posteriores de fotocatalisis se evaluaron con poblaciones mas altas de E.
coli ATCC 8739 con el fin de valorar si dichas concentraciones podrian afectar
negativamente la efectividad de los tratamientos, de manera adicional las muestras sin
algun tipo de tratamiento de las tres zonas del rio Bogota con cargas diferentes de E. coli
también fueron evaluadas sin realizar modificaciones de las cargas.

La conductividad no varié entre agua tratada y no tratada, por lo tanto este tipo de aguas se
pueden clasificar para riego de salinidad media, con valores entre 250-750 pmhos/cm
(0.250-0.750mS/cm) (Medrano, 2001); el pH tuvo variaciones en los tres muestreos
realizados, no se encontro similitud entre las dos muestras de agua de salida (7.14-8.01), y
con respecto al agua de entrada este valor es menor (6.75); sin embargo los valores se
encontraron entre el rango establecido por la corporacion auténoma regional (CAR) para
agua de clase II, la cual es para “consumo humano y domestico con tratamiento
convencional, uso agricola con restricciones y uso pecuario”, en donde el tratamiento
convencional enmarca procesos Yy operaciones tales como coagulacién, floculacion,
sedimentacion, filtracion y desinfeccion. A su vez los valores de oxigeno disuelto obtenido
en las muestras fueron de 6.1 y 8.6, los cuales estuvieron por encima del valor minimo (> 4
mg/l) al que deben estar estos tipos de aguas (CAR, 2006). En cuanto al analisis de sélidos
suspendidos, este arrojé valores por encima del valor maximo restrictivo establecido por la
CAR (10 mg/L), en aguas de esta misma clase. Los demés s6lidos no se mencionan en este
acuerdo de la CAR, pero lo que se encontrdé en estudio es que los solidos totales y
sedimentables se encontraron en mayor cantidad; siendo mas altos en el agua de salida del
muestreo 1 que en el agua de muestreo de la salida 2, lo cual puede estar relacionado con la
mayor precipitacion que se did en esta la época del afio. El valor de DBOs fue de 274 mgl/l,
el cual estaba por encima 7 mg/l estipulado (CAR) para agua de uso agricola con
restricciones; este valor se encuentra relacionado con una carga de materia organica alta al
final de los tratamientos aplicados haciendo referencia a un grado alto de contaminacion. El
valor de DQO obtenido en el agua de salida del muestreo 2 fue de 510 mg/l, pardmetro que

no esta estipulado como medida en aguas de esta clase; sin embargo este valor es alto y
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puede estar relacionado con sistemas de tratamiento secundarios, que incluyen lagunas de
estabilizacion con contenido de algas; estos sistemas pueden no ser eficientes en la
remocion de este parametro (Maynard et al., 1999). Las unidades de color disminuyen
enormemente del agua de entrada y salida, estas uUltimas estas por debajo a de las
establecidas en la norma (75 UC) (CAR, 2006). Finalmente el nitrégeno total obtenido fue
de 40 mg/l, valor estuvo por encima de la concentracion de nitratos y nitritos estipulados
en este mismo articulo (10 mg/l). Tanto el fosforo (2.06 mg/l, valor encontrado en agua de
salida), como el nitrgeno, son de dificil remocién y en grandes cantidades pueden tener
efectos tdxicos sobre organismos de vida acudtica y causar eutroficacion del cuerpo de agua
(Kim et al., 2009). De acuerdo con los valores encontrados en agua de salida de la planta de
tratamiento, que es el agua que finalmente es vertida al rio Bogota, al compararse a los
establecidos por la CAR para el rio Bogota, algunos parametros estan por encima del valor
maximo restrictivo para aguas de clase Il por lo tanto, pueden generar riesgos en la salud

publica, limitando por ende su uso en la agricultura.

6.2. Caracterizacion fisica de las peliculas TiO,/TiP, TiO,/USP y TiP

Se realiz6 un proceso o tratamiento quimico que permitié cambiar la superficie del sustrato
y a su vez favorecio la remocion de residuos organicos que pudieran estan adheridos al
sustrato. El tratamiento quimico que se realizd consistid6 en modificar la superficie
hidrofébica del SiO, empleando una mezcla de acido sulfurico concentrado (98% v/v) y
peroxido de hidrdgeno al 30% v/v en una proporcion de 3:1, respectivamente por 20
minutos. Esto permitié convertir a hidrofilica la superficie del sustrato. Esta superficie
adquirié una carga negativa a partir de la formacion de dos radicales hidroxilo (OH") desde
la solucion H,SO,4 y H,0, los cuales se unen por atraccion de cargas al SiO; (sustrato), esto
permitié que la superficie del sustrato adquiriera un mayor nimero de grupos silanoles Si-
OH, los cuales tienden a hidratarse al formar enlaces de hidrégeno con el agua. Esta
superficie hidrofila favorecié el proceso de deposicion del 6xido semiconductor TiO;
cargado positivamente (pH 1.3), puesto que se gener0 atraccion de este hacia el sustrato
(Castarieda et al., 2010; Ben et al., 2003; Mirji et al., 2006).
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Después de obtener un sustrato libre de impurezas de origen organico, asi como una
superficie hidrdfilica, el siguiente paso comprendio la elaboracion de peliculas a través de
la técnica sol-gel acoplada (TIP/TiO, USP) a sedimentacién y dos controles, uno de ellos
del 6xido semiconductor TiO, y el segundo del precursor TIP. La técnica de sedimentacion,
del TiO, protonizado permitié lograr una deposicién de particulas mas homogénea, puesto
que un pH extremo como lo es 1.3 permitié que el proceso estuviera regulado a través de
la disminucion de la velocidad de sedimentacion (Fernandez C.P, 2011).

La técnica sol-gel acoplada a este ofreci6 una gran ventaja en cuanto a la relativa
homogeneidad de la pelicula que se formd. Adicionalmente, definié a la anatasa como
Unica fase cristalografica de las peliculas sinterizadas a diferentes temperaturas. En la
literatura se reporta que los catalizadores que se utilizan en este tipo de procesos definen la
transicion a la fase cristalina del semiconductor TiO, (Jin et al., 2002). Basicamente lo que
ocurrio en el proceso inicialmente fue la hidrolisis del precursor amorfo lo que llevo a la
formacion de redes, en donde los poros que se formaron permitieron la inclusion de la
mezcla de TiO, USP-agua desionizada-acido nitrico (Mejia et al., 2007; Rodriguez y

Matousek, 2004) formando un pelicula homogénea.

6.2.1Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las imagenes MEB a 5000X (figura 7) muestran las peliculas sol-gel/sedimentacion
(TIP/TIO, USP) sinterizadas a diferentes temperaturas. En estas fotografias se pudo
apreciar una capa homogénea del 6xido semidconductor; sin presentarse diferencias
cualitativas en cuanto a la uniformidad de la capa de TiO,, con respecto a las temperaturas
evaluadas.

En el aumento de 25000X (figura 8), se observaron agregados de TiO,, los cuales se
encuentran reportados al realizar esta técnica cuando se utilizan ciertas cantidades de
solvente, puesto que este favorece una mejor polimerizacién del gel permitiendo dicho
aumento de agregados de TiO, (Marin et al., 2007). Las fotografias en este aumento
permitieron determinar que la homogeneidad y uniformidad en la sedimentacion del
material no es tan controlada como se observo a un menor aumento; la uniformidad de la

pelicula puede estar relacionada con la velocidad de sedimentacion del material que puede
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variar segun el pH al que se tenga la solucion, en este caso el pH de 1.3 permitio que el
TiO; se cargara positivamente y genero repulsion de cargas entre el compuesto, por lo tanto
se favorecid un proceso o deposicion mas regular; sin embargo, en la zona de influencia del
sustrato, el cual estuvo cargado negativamente, se favorecié la sedimentacion mas
acelerada lo que condujo a que las particulas de tamafios mayores arrastrar a las mas

pequefias lo cual determind que se generen variaciones superficiales (Fernandez , 2011).

A un aumento de 50000X (figura 9) fue posible apreciar la forma y tamafio de grano; en
donde la primera caracteristica hace referencia a una forma esférica para la mayoria de los

granos y en cuanto a la segunda, este presenta diferentes tamarios en todas las temperaturas.

Las imagenes que se obtuvieron de las peliculas control TiO, USP (figura 10), sinterizadas
a las mismas temperaturas, mostraron que las peliculas calcinadas por encima de 450 °C
presentaron diversas fracturas, las cuales no fueron observadas en las laminas TIP/TiO,
USP; de acuerdo con algunos autores el incremento en la temperatura genera tamafios de
agregados mayores lo cual conduce a la formacién de dichas fracturas (Xu et al., 2004;
Miki et al., 2009). Asi mismo los defectos que se reportaron en estas peliculas pudieron
estar relacionados con diferentes pardmetros experimentales como lo son la humedad
relativa; como describen algunos autores un aumento (80 %) de esta permite la disminucion
de las fracturas de las peliculas, mientras que humedades relativas bajas proporcionan
mayores fracturas; asi mismo la ausencia de compuestos quimicos utilizados en los soles,
como catalizadores, generan la formacion de mayores defectos de la pelicula, como se
describié anteriormente este control se realiz6 en ausencia de un precursor-solvente-
catalizador, los cuales fueron claves para la obtencion de peliculas mas homogéneas.

(Bockmeyer y Lébmann, 2007).

Las peliculas del control TIP que se sinterizaron a las mismas temperaturas mostraron
diferencias claras respecto a las demas peliculas evaluadas. En un aumento de 5000X
(figura 11), se observd la formacion de pequefios agregados amorfos en peliculas
sinterizadas a 50 y 350°C, sin embargo estos agregados a temperaturas superiores, 450,

550 y 650°C no se observaron. En aumentos mayores de 20000X (figura 12), se pudo
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diferenciar capas fragmentadas o fracturadas, lo que hace que la pelicula se vea poco
homogénea.

La literatura reporta que peliculas elaboradas por sol-gel/inmersion usando solo el
precursor, el catalizador y solvente, sin hacer uso de TiO, comercial, presentan
homogeneidad o uniformidad sin algun tipo de fracturas (Hamid y Rahman, 2003), o las
estructuras que se presentan tienen un tamafo regular y pequefio (Sreemany y Sen, 2004);
desde que se cumplan varios ciclos de estos.
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Figura 7. MEB de peliculas elaboradas por la técnica sol-gel, en aumento de 5000X.
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Figura 8. MEB de peliculas elaboradas por la técnica sol-gel/ sedimentacion, en aumento de 25000X.
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Figura 9. MEB de peliculas elaboradas por la técnica sol-gel/sedimentacion, en aumento de 50000X.
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Figura 10. MEB de peliculas elaboradas con el control TiO, USP, en aumento de 25000X.
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Figura 11. MEB de peliculas elaboradas por control con precursor TIP, en aumento de 5000X.
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Figura 12. MEB de peliculas elaboradas por control con precursor TIP, en aumento de 20000X.
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6.2.2.Espectro EDS peliculas elaboradas por sol-gel/sedimentacion

Este tipo de analisis permitio verificar o evidencio que el compuesto TiO, se encontro
sobre el sustrato o en la pelicula formada, en las diferentes temperaturas de sinterizado
evaluadas (tabla 6). Los compuestos presentes con mayor prevalencia fueron el titanio y el
oxigeno, este ultimo en mayor proporcion. En temperaturas bajas (50 y 350 °C) esta
proporcion de oxigeno superd el 90 % de presencia del compuesto, mientras que en las
peliculas sinterizadas a temperaturas superiores presentaron este compuesto en porcentajes
menor, aumentando directamente el porcentaje de titanio. Adicionalmente, este andlisis
proporciond informacion de trazas de otros compuestos que estuvieron presentes en las
peliculas, los cuales posiblemente estuvieron asociados a contaminantes generados en la
técnica de crecimiento o las materias primas utilizadas en el proceso; sin embargo, el
espectro solo evidencio la presencia de carbono (peso no reportado), esto pudo presentarse
por hacer parte de la composicion del precursor usado TIP (Ti[OCH(CHs)2]s. No se
evidencié la presencia de otros elementos; como si es reportado en la literatura, en donde
compuestos propios del sustrato como son el silicio se hacen presentes en este tipo de
andlisis (Mejia et al., 2007), 0 en algunos casos se presentan trazas de potasio o fésforo, en
donde este ultimo se utiliza en la manufactura del TiO, (Folli et al., 2010).

Tabla 6. Compuestos presentes en las peliculas elaboradas por sol-gel sinterizadas a
diferentes temperaturas.

Temperatura °C Titanio % Oxigeno %
atomico o
atémico
50 3.37 96.63
350 2.62 97.38
450 23.99 76.01
550 22.72 77.28
650 25.79 74.21
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6.2.3. Difraccion de rayos X (XRD)

A partir de este analisis fue posible encontrar que en las peliculas TIP/TiO, USP, en las
diferentes temperaturas de sinterizado, asi como en la temperatura control, la fase anatasa
es predominante (figura 13). Algunos autores reportan que esta fase solo se obtiene con
temperaturas de sinterizado superiores a los 400 °C puesto que esta favorece una mejor
cristalizacion, pero esto claramente no se evidencia en este tipo de peliculas evaluadas (Ge
et al., 2006; Mathews et al., 2009; Acosta et al., 2005). Lo mismo se present6 en la
difraccién obtenida a partir de las peliculas con el control TiO, USP (figura 14), en estas, la
fase anatasa también aparece desde las temperaturas bajas evaluadas (Rojas y Sanchez,
2009; Ge et al., 2006), pero a diferencia de las peliculas TIP/TiO, USP también se presento

la fase rutilo desde temperatura bajas (350 °C).

La fase anatasa en las peliculas TIP/TiO, USP se diferencia con planos tales como (101),
presentdndose este plano con el pico de mayor intensidad en todas las temperaturas
evaluadas; indicando que esta es la “orientacion de crecimiento dominante” en este tipo de
semiconductor, a pesar de que haya diferencias respecto a la técnica de deposicion y
sustrato (Alhomoudi et al., 2007; Negishi y Takeuchi, 2001). Adicionalmente aparecen
picos propios de esta fase como (004), (200), (105) y (211) con intensidades menores, pero
concordantes con los reportados por literatura (Ge et al., 2006). Por otro lado, por estas
mismas peliculas, la fase rutilo no apareci6 en ninguna de las temperaturas evaluadas, en
contraste con lo reportado por Mardare y Rusi (2002), estos autores mencionan que a
temperaturas por encima de 650°C la fase anatasa completa su transformacion a la fase
rutilo; a pesar de esto, otros autores reportan (Kim et al., 2002) que la “temperatura de
transicion de la fase cristalina depende del catalizador utilizado en sol-gel”; que en el caso
de la actual investigacion fue perdxido de hidrégeno (H.O,). Evidentemente este tipo de
técnicas influyen claramente las propiedades de la pelicula, reflejado en la ausencia de
rutilo en las peliculas sinterizadas a temperaturas altas (Jin et al., 2002). Estos reportes son
acordes con los resultados obtenidos por el control TiO, USP (figura 11), el cual presento la
fase rutilo, con menor intensidad, en todos los tratamientos menos el control (50 °C) con

planos caracteristicos propios de dicha fase (110) (101).
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La cristalizacion de la fase rutilo posiblemente puede ser verificada a temperaturas
superiores a 650 °C, lo cual no se realizd en el curso de esta investigacion, por lo tanto se

recomienda en futuros proyectos.

La formacion de un solo tipo de estructura cristalografica, como lo es la anatasa, favorece
los procesos fotocataliticos, puesto que esta reportado que en dicha fase alrededor del nivel
de fermi hay una mayor densidad de estados, la cual incrementa la probabilidad de que los
electrones sean emitidos, de esta manera tanto estos electrones como los huecos formados
reaccionen formando diferentes radicales con alto poder oxidante (Young et al., 2009;
Maness et al., 1999). Puesto que hay una relacion directa de la fase anatasa con la
habilidad de absorber agua (con los h* generados) y formar grupos hidroxilo, asi como su
habilidad en la foto oxidacion del O, a través del e excitado (Kaaridinen et al., 2009;
Diebold, 2003).

La difraccion que se realizé al control TIP no present6 ningun tipo fase cristalogréfica del
material, puesto que es un tipo de precursor amorfo inicialmente solo hay una formacion
de la red tridimensional por parte de precursor, solvente y catalizador sin la inclusién del
TiO, que en este caso es USP (figura 13 y 14) (Mejia et al., 2007).

63



300 1
200 5 g § &g 650°C
100 = 45
0 L A A o -
. : = : = : . , = : .
20 30 40 50 60 70 80
WI s : T
200 : E § 5 b4 5 550°C
100 {
0 4 J shs A AR - B
'-r? ! T T T I ! T ! T
S 400 20 a0 40 50 60 70 30
= 300 ] - = o
T 00 s 3 e5 450°C
S 100 I 4
‘B 0 A o A b N
E I T ] I 1 1 ! I
"_E 300 ?D - an 40 50 B0 70 a0
200 ] = % % 10 - 50°C
100 ] < T4
i — A | A Y -
; , ; : ; ; ; ; ; , ;
3020 30 40 50 B0 70 80
20 Control TIP
10
0
I T T T T Y T T T T T ’ |
20 30 40 50 60 70 &0
Angulo 2o

Figura 13. XRD de peliculas de TiO, elaboradas a partir de la tecnica sol-gel/sedimentacion y sinterizadas a
diferentes temperaturas; con control TIP. TIP.
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Figura 14. XRD de peliculas control con TiO, USP sinterizadas a diferentes temperaturas; con control TIP

(Rojas y Sanchez, 2009).

El tamafio del cristal de las peliculas TIP/TiO, USP se presenta en la tabla 7. No hay un

patrén de tamafio cristal uniforme para las temperaturas evaluadas, el menor tamafio lo

presentaron las peliculas sinterizadas a 650 °C.

Tabla 7. Calculo del tamafio de grano | por el programa MAUD Peliculas TiP/TiO,

Muestra por | Fase Parametros de red Tamario del
tratamientos grano
térmicos a ¢
(angstrom) (angstrom) (nm)
50 Anatasa | 3.7 9.5 361.85
TiO,
450 Anatasa | 3.7 9.5 370.96
TiO,
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650 Anatasa | 3.7 9.5 192.50
TiO,

6.2.4. Barrido UV-Vis

Los valores experimentales de las peliculas con el tratamiento sol-gel presentaron un Eg
entre 3.1 y 3. 23 eV (figura 15a); mientras que las peliculas del tratamiento control con
TiO, USP, presentaron valores de gap que oscilaron entre 3.1 y 3.11 eV (figura 15b); los
valores encontrados fueron similares a los reportados por la literatura (3.0 eV rutilo y 3.2
anatasa) (Zhao et al., 2008). Estos valores de energia corresponden a longitudes de onda
que caen en espectro de luz UV. Lo cual demostro el uso de luz UV como Unica fuente de
energia para la formacion de radicales libres desde su incidencia sobre el solido.

Las peliculas sinterizadas a diferentes temperaturas, por ambos tratamientos, no presentaron
cambios drasticos en cuanto al valor del gap (tabla 8). En cuanto a las peliculas sol-gel
sinterizadas a 450 y 550 °C, comenzaron a transmitir desde 3.1 eV, mientras que en las
demas peliculas este valor estuvo alrededor de 3.2 eV; este ultimo valor concordante con
la literatura para la fase anatasa, y estrechamente relacionado con la difraccion de rayos X

que se realizé para dichas peliculas.

Los valores del gap que se encontraron para el control TiO, USP difieren un poco al
reportado, lo cual pudo estar relacionado con la mezcla de fases cristalograficas (anatasa y

rutilo) que presento la caracterizacion de estas peliculas.

Adicionalmente, estas diferencias en el valor del gap, para ambos tratamientos, pueden
estar asociadas al grosor de la pelicula que depende del proceso de sedimentacion, asi
como de la técnica que se empleo; dicho valor no fue calculado. Los autores que tienen en
cuenta este grosor en los calculos del gap reportan cambios drasticos en Eg cuando son
sinterizados a temperaturas superiores a los 1000 °C (Mechiakha et al., 2010), y en otros
casos a partir de los 600°C, que son las temperaturas en donde hay una transformacion de la

fase anatasa a la fase rutilo; asi como un cambio en el tamafio de grano que conducen a la
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disminucion de este valor (Mathews et al., 2009). En algunas investigaciones que
emplearon la técnica sol-gel/sedimentacion reportaron valores del Gap que superan los 3.5
eV, los cuales difieren un poco de los valores encontrados en el presente estudio. Estos
valores estan asociados con el incremento o disminucion del espesor de la pelicula formada
(110 -150 nm), en donde un espesor mayor genera un disminucion del Gap; a su vez estos
valores estan asociados a los tamafios de granos y a las temperaturas de sinterizado, cuando
hay un incremento del tamafio de grano hay una disminucion de este valor del gap, y
cuando hay un incremento de la temperatura también hay una disminucion de dicho valor
(Gonzalez y Santiago, 2007; Ge et al., 2006).

Tabla 8. Valores de Gap para peliculas elaboradas por sol-gel y control TiO, USP.

Temperatura °C Valor de gap USP | Valor de gap sol-gel
eV eV
50 3.11 3.21
350 3.10 3.23
450 3.10 3.18
550 3.10 3.10
650 3.11 3.18
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Figura 15. Barrido UV-Vis de a: peliculas elaboradas pro la técnica sol-gel/sedimentacion; b:
peliculas con el control TiO, USP.

6.3. Ensayos de inactivacion para la seleccion de la mejor temperatura de sinterizado

El primero ensayo de inactivacion fotocatalitica se llevd a cabo con las laminas sol-
gel/sedimentacion (TIP/TiO, USP). Este ensayo se realizé en dos etapas: la primera con la
peliculas control a 50°C y las sinterizadas a 350°C, y un recuento inicial de E. coli de 12 x
10° UFC/mI; el segundo ensayo se realizé con las peliculas sinterizadas a 450°C, 550°C y
650 °C. Adicionalmente fue realizado un ensayo de fotolisis como control, con un recuento
inicial de E. coli fue de 83 x 10° UFC/mI. Después del proceso de fotocatalisis y fotélisis,
realizado por 6 horas, se determind la inhibicion bacteriana por dichos procesos arrojando
diversos resultados los cuales se presentan en la figura 16.

Se tomd la temperatura inicial y final del reactor después del proceso de fotocatélisis, para
cada ensayo. Esta temperatura no vario entre ensayos, pero si hubo una variacion en cuanto
a inicio del proceso y al final de este. Se registrd para el primer ensayo una temperatura
inicial de 20°C y final de 41°C, y para el segundo ensayo se registré una temperatura
inicial de 21°C y una temperatura final de 45 °C, este aumento de temperatura estuvo

relacionado con el hecho de que este proceso fotocatalitico es de tipo exotérmico
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(Linsebigler et al., 1995). Por otro lado, las temperaturas finales que se alcanzaron en el
reactor, las cuales estuvieron por encima de 40 °C podrian causar la inactivacion de la
bacteria, sin embargo se reporta que el rango maximo de tolerancia de la bacteria es de 44-
46 °C, por lo tanto la inactivacién del microorganismo esta relacionada con otros
pardmetros dentro del proceso fotocatalitico (Michanie, 2003).

Con los resultados obtenidos de inactivacion con las peliculas TIP/TiO, USP se realiz6 un
analisis de varianza para determinar las diferencias entre las temperaturas evaluadas. Este
ANOVA arrojo, con un nivel de significancia del 95% y un p igual a 0.001, que se
presentaron diferencias significativas entre las temperaturas de sinterizado evaluadas.
Adicionalmente fue realizada una prueba Tukey con la cual fue posible establecer que el
tratamiento fotocatalitico con las peliculas control crecidas a 50°C, difiere de los demés
tratamientos (figura 16). A pesar de que no hubo diferencia en la fotocatalisis con las
peliculas de diferentes tratamientos térmicos, el mayor porcentaje de inactivacion se logré
con las peliculas sinterizadas a 450°C (70.87%). La inactivacion de E. coli por fotocatalisis
estuvo directamente asociada con el proceso de excitacion primaria provocada por una
fuente de luz en donde se da la formacion de pares e/h* los cuales reaccionan con otras
especies que se encuentren en el medio permitiendo la formacion de radicales hidroxilo
OH?° y otras especies tales como 0,°", HO,° y H,0, que acttan produciendo dafio celular
(Sobczynski y Doboszy, 2001; Rizzo, 2009). Por la caracterizacion fisica realizada a las
peliculas, como se describi6 anteriormente, tanto en la temperatura control como las demas
temperaturas de sinterizado, se did la formacién de la fase cristalografica anatasa de TiO,,
la cual favorece los procesos fotocataliticos, puesto que esta fase presenta una densidad de
estados mas alta cerca al nivel de fermi, lo que significa que hay un mayor nimero de e” en
este nivel, que es proporcional a la emision de e” desde la luz UV, lo cual conducira a un
aumento de pares e/h” en el catalizador y finalmente a una mayor formacion de radicales
hidroxilo. (Young et al., 2009; Maness et al., 1999; K&ariéinen et al., 2009; Diebold, 2003,
Sonawanea et al., 2002; Hamid y Rahman, 2003). Adicionalmente, en esta fase los
electrones excitados son mas estables en la banda de conduccion, con una vida mas larga y

con una mayor movilidad (Coatingsys, 2011; Park y Kim, 2005).
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En cuanto al control que se realizo de fotolisis se encontrd un porcentaje de inactivacion de
62 %, siendo menor al encontrado por algunos tratamientos fotocataliticos evaluados con
las peliculas TIP/TiO, USP sinterizadas a diferentes temperaturas. La inactivacion en este
caso también estuvo asociada a la formacion de radicales libres y anién superéxido O,°
(Zhao et al., 2005) asi como con la generacion de dimeros de la base nitrogenada timina u

oxidacion de guanina (Baram et al., 2009).

% Inactlvaclién

50°C 350°C 450°C 550°C 650°C Fotélsis
Temperaturas de Sinterizado

Figura 16. Porcentaje de inactivacion de E. coli ATCC 8739 con peliculas TIP/TiO, USP 'y fotélisis como
control.

Los controles llevados a cabo con el TiO, USP (Rojas y Sanchez, 2009) y el control TIP
mostraron diferentes porcentajes de inactivacion (figura 17). Los tratamientos
fotocataliticos realizados con el primer control presentaron porcentajes similares de
inactivacién a los encontrados con los tratamientos llevados a cabo con las peliculas
elaboradas a partir de sol-gel/sedimentacién. Sin embargo en este el mayor porcentaje de

inactivacion se obtuvo con las peliculas sinterizadas a 550°C. Sin ser significativamente
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diferente (p igual 0.021) a los tratamientos con las peliculas sinterizadas a 50, 350 y 450°C.
Con el control realizado con las peliculas elaboradas a partir del precursor no se encontrd
diferencias significativas (p igual a 0.762) entre las temperaturas de sinterizado evaluadas
respecto a la inactivacion de la bacteria, en donde los porcentajes de inactivacion oscilaron
entre 42 y 48 %.

% Inactivacion

50°C 350°C  450°C 550°C  650°C

Temperaturas de Sinterizado

Figura 17. Inactivacion de E. coli ATCC 8739 con diferentes tratamientos térmicos. Barras naranjas
tratamiento TIP/TiO, USP; barras rosadas representan tratamiento control TIP; barras moradas control con
TiO, USP.

Se determind el desprendimiento de las peliculas TIP/TiO, USP y sus diferentes controles
(figura 18). Las peliculas TIP/TiO, USP presentaron los menores porcentajes de
desprendimiento, valores entre 4.76 y 2.2 %. Mientras que las peliculas control de TiO,
USP (datos de Rojas y Sanchez, 2009), los porcentajes de desprendimiento superaron el 50
% para las peliculas sinterizadas a 50, 350, 550 y 650 °C, a excepcidn de las sinterizadas a
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450 °C, las cuales solo presentaron un desprendimiento alrededor del 3%. No paso lo
mismo con el control de peliculas TIP, en donde el maximo porcentaje de desprendimiento
fue de 10.5 % con la temperatura control 50 °C.

Por otro lado, dentro de las ventajas de la sedimentacion acoplada a sol-gel se encuentran la
facil y mejor adherencia del material sobre el sustrato (Sonawanea et al., 2002), asi como
una mejor calidad de las peliculas formadas, peliculas méas delgadas teniendo una mayor
area y permitiendo la sedimentacion no solo en sustratos como cuarzo o vidrio sino también
en sustratos con superficies menos homogéneas (Bockmeyer y Lébmann, 2007; Hamid y
Rahman, 2003; Sonawanea et al., 2002).

100 S

% de Desprendimiento

s0°C 380°C 450°C 550°C B50°C
Tratamientos térmicos

Figura 18. Porcentaje de desprendimiento de las peliculas TIP/TiO, USP y los controles después del proceso
fotocatalitico. Barras rojas representan TIP/TiO, USP; barras verdes control TiO, USP; barras azules control
TIP.

Al comparar tanto los porcentajes de inactivacién como porcentajes de desprendimiento se
concluye que a pesar de que el control con las peliculas con titanio USP vy sinterizadas a
550°C presentd el mayor porcentaje de inactivacion, el porcentaje de desprendimiento de
estas mismas peliculas fue superior al 90 %, por lo tanto no se justifica el uso de peliculas
para tratamientos fotocataliticos calcinadas a esta temperatura. Puesto que la recuperacion

72



del dioxido de titanio no seria facil; adicionalmente no se podria hacer un re-uso de dicho
compuesto, para este tipo de procedimiento; mientras que por este mismo control con las
peliculas sinterizadas a 450°C se obtiene un porcentaje de inactivacion cerca al 70% con
un minimo porcentaje de desprendimiento. Asi mismo por el método sol-gel se obtiene el
mayor porcentaje de inactivacion con las peliculas sinterizadas a 450°C, teniendo
desprendimientos minimos de la pelicula pos-tratamiento. Finalmente la inactivacion
lograda con las peliculas con el control TIP, puede estar asociada a la accion de la lampara
uv.

Se llevo un registro del pH inicial y final de cada tratamiento fotocataliticos en donde se
evaluaron las temperaturas de sinterizado de las peliculas elaboradas por sol-
gel/sedimentacion (figura 19). Después de 6 horas el pH cae en todos los tratamientos por
fotocatalisis, valores que se encuentren entre 4.5 y 6.5, sin embargo no se presentd esta
disminucion en el tratamiento fotolitico. EI pH es un factor que es reportado en la literatura
como relevante en los tratamientos fotocataliticos, puesto que por debajo del punto
isoeléctrico (6.5) el TiO, adquiere carga positiva, lo cual puede favorece la atraccion entre
moléculas organicas o microorganismos y de esta manera se facilite la eliminacién de estos
a travées de los productos generados por la radiacién UV sobre el solido (Cohen-Yaniv et
al., 2008). Como se observa en los resultados de la figura 19, los pH iniciales de los
tratamientos con las pelicula sinterizadas a las temperaturas mas altas se encuentran por
debajo del punto isoeléctrico, sin embargo estos tratamientos no se vieron mas favorecidos
por tener un pH mas bajo a este punto, dado que la inactivacion a 350°C no es diferente
significativamente a los demas tratamientos en cuanto a la inactivacion. Rincon y Pulgarin
(2004) reportan que el porcentaje de inactivacion de E. coli es independiente al pH inicial
de la suspension, sin embargo hay mayor inactivacion de este si durante el proceso
fotocatalitico se agrega algun tipo de acido al inoculo hasta bajar dicho pH inicial. Algo
similar es documentado por Alrousan et al., (2009) en donde los ajustes al pH inicial entre
5.5y 8.5 no afectaron el proceso de inactivacion.
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Figura 19. pH inicial y final de tratamientos fotocataliticos con peliculas sinterizadas a diferentes
temperaturas y el tratamiento de fotdlisis. Barras en rojo representa pH final; Barra en verde pH inicial.

6.4. Disefio factorial 2°

Para evaluar el efecto del material de reactor (X;:-1 borosilicato(pyrex); +1 silicato sédico-
(cuarzo)) y la longitud de onda de las lamparas (X2:-1: 254 nm (UV); +1: 430 nm (blanca))
sobre la actividad fotocatalitica de las peliculas de TiO2/TIP y su control TiO, USP se
realizaron dos disefios factoriales. Estos experimentos se llevaron a cabo con las peliculas
realizadas por la técnica sol-gel (TIP/TiO, USP) y sinterizadas a 450°C; ya que por
resultados preliminares (figura 16), con esta temperatura obtuvieron los mayores
porcentajes de inactivacion. Para las primeras (TIP/TiO, USP) se observé, de acuerdo con
los resultados de la prueba ANOVA, que X; y X (figura 20) en sus niveles bajo y alto
tuvieron un efecto significativo (P: 0.028 y <0.0001) obteniendo unos porcentajes de
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inactivacion de 63.63% (T1: 254/pyrex), 47.25 % (T2: 254/cuarzo), 10.97 % (T3: 430
nm/pyrex) y 8.81 % (430 nm/cuarzo).

Determinando que la ecuacion que definid el modelo fue:
Inactivacion.(%) = 48.1+ 5.5x, —2.9x, — 2.4x,X, (11)

Con respecto al segundo factorial (figura 21) los resultados de la prueba ANOVA
indicaron que tanto Xi, X, y su interaccion tuvieron un efecto significativo (P: 0.0072,

<0.0001 y 0.0225) obteniendo unos porcentajes de inactivacion del 69.92% para el
tratamiento T1.

Determinando que la ecuacion que definié el modelo fue

Inactivacion.(%) = 32.27 — 4.57x, —22.5x, +3.6x,X, (12)
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Figura 20. Representacion 3D del efecto del longitud de onda y el material del reactor sobre
la inactivacion de E. coli, con peliculas TIP/TiO,.

1

LR

Il so
1 60
1 40
B 20

Figura 21. Representacion 3D del efecto del longitud de onda y el material del reactor sobre
la inactivacion de E. coli, con peliculas control TiO, USP.

El mayor porcentaje de inactivacion con las peliculas TIP/TiO, USP, como su control TiO,
USP, se presentd con la lampara de emision de luz UV (inoculo inicial 10 UFC/ml) (figura
22). Se esperaba que con este tipo de emisidon la inactivacion de la bacteria fuese mas alta,
puesto que la luz presentd su maximo de emisién en 254 nm equivalente a 4.88 eV (figura

23a), energia suficiente que permitio que los electrones de la banda de valencia superaran

76



el gap, propio del material (3-3.2 eV), y pasaran a la banda de conduccion formando pares
e’/n” que reaccionaron con las especies que se encontraban en el ambiente liquido formando
radicales hidroxilo (OH°®) y otro tipo de radicales (O,°", HO®;) que condujeron a la muerte
de las bacterias (Sobczynski y Doboszy, 2001; Rizzo, 2009;0hno et al., 2004). En
contraste, la lampara de luz blanca la cual tuvo un rango de emision entre 350 y 650 nm,
correspondiente a 3.54 eV y 1.90 eV (figura 23b), en donde su maximo de emision tuvo un
valor en energia de 2.87 eV, por lo tanto esta lampara no proporciond la energia suficiente
para la excitacion de los e, inhibiendo la generacién de radicales en la superficie del
semiconductor TiO,. A pesar de esto hay una inactivacion con esta lampara que puede estar
asociada a picos de menor intensidad que generen dicha energia (Rojas y Sanchez, 20009;
Huang et al., 2000). Con relacién al material del reactor utilizado hay diferencia entre la
técnica sol-gel (TIP/TiO, USP) y el control con TiO, USP. Donde las mejores condiciones
de inactivacion por sol-gel se lograron con luz UV/pyrex, mientras que con el control TiO;
USP se logré con luz UV/cuarzo (figura 20 y 21). En la literatura se encuentra que el
cuarzo o silicato de sodio presenta mejores propiedades Opticas para la transmision de rayos
UV, cuyo rango de emision se encuentra entre 240 y 450 nm (figura 24), esto permite la
transmision de longitudes de onda emitidas por la lamparas de luz UV; a diferencia del
vidrio, el cual tiene impurezas como trazas de iones metélicos (Fe*"'Fe?". Pb*") que no
permite que hayan transmisiones de longitudes de onda por debajo de 300 nm (figura 24)
(Carp et al., 2004); como consecuencia con materiales de cuarzo se reporta hasta un 100%
de inactivacion de E. coli (10* UFC/ml) en tiempos menores a 200 minutos (Belapurkar et
al., 2006). El cuarzo es utilizado en procesos fotocataliticos por sus propiedades de
transmitancia, permitiendo paso de las longitudes de onda de luz UV, y una mayor
resistencia quimica, esta Ultima caracteristica hace referencia a su resistencia a la presion de
fluidos, resistencia a la abrasion y su comportamiento inerte frente a los contaminantes
(Portela, 2008); sin embargo, estas Gltimas caracteristicas las cumple el pyrex. Algunos
autores mencionan que no hay diferencias en la inactivacion de microorganismos en cuanto
al material de reactor, por lo tanto el uso de reactores de vidrio facilita la manipulacion y la
disminucion de costos, datos que concuerdan los resultados obtenidos en esta investigacion
(Cohen et al., 2008).
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En cuanto al pH para los diferentes tratamientos evaluados, al inicio del proceso
fotocatalitico estos se encontraron alrededor de 5.8 pero al final de los tratamientos (6
horas) estos pH aumentaron. Este cambio de pH puede estar relacionado directamente con
el aumento de volumen del reactor y el numero de peliculas en cada uno de ellos,
permitiendo que en el medio acuoso hubiese un aumento de radicales hidroxilo, generados
por el proceso, los cuales se dispersaron en dicho medio, favoreciendo finalmente el
aumento del pH (figura 22).

Finalmente las mejores condiciones para las peliculas técnica sol-gel fueron proporcionado
por luz UV/pyrex, sin embargo para seguir una secuencia en cuanto a la comparacion con
los tratamientos restante se siguieron las misma condiciones evaluadas por Rojas y Sanchez
(2009) con el control de TiO, USP, en donde las condiciones optimas del tratamiento se

lograron con luz UV/cuarzo.

100- pH 7.81

% de Inactivacion

pH7.23 pH6.68

™ T2 T3 T4
Tratamiento

Figura 22. Porcentaje de inactivacion E.coli ATCC 8739 a partir del disefio factorial 22
Barras rojas: tratamientos sol-gel; barras verdes tratamiento control con TiO, USP .
Inactivacion a 6 horas.
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6.3.1. Curvas de inactivacion bajo condiciones seleccionadas y dos concentraciones
iniciales de E. coli ATCC 8739

Las curvas de inactivacion se llevaron a cabo con el reactor de cuarzo, las ldmparas de luz
UV y peliculas TIP/TiO, USP y TiO, USP sinterizadas a 450 °C, condiciones seleccionas a
partir de los resultados obtenidos previamente. Se tuvieron en cuenta dos controles para
cada curva: Adsorcion (peliculas en oscuridad) y UV (tratamiento fotolitico). Cada curva
se realiz6 con dos inoculos diferentes de la bacteria y por triplicado.

Los resultados integrados de las curvas de inactivacion (con su desviacion estandar) con
las peliculas TIP/TiO, USP y su control TiO, USP (Rojas y Sanchez, 2009) se presentan en
las figuras 25 y 26.

En cuanto al porcentaje de inactivacion de E. coli obtenido con las peliculas TIP/TiO, USP
a elevadas concentraciones (inoculo inicial 10® UFC/mI) los resultados demostraron que a
los 30 minutos hubo una inactivacion cerca al 100% (99.95 %) presentandose a diferentes
tiempos una disminucion en el porcentaje de inactivacion, y en la muestra tomada a los 840
min (muestra final), un porcentaje de inactivacion igual al que se encontr6 a los 30 minutos
(99.95 %).
El comportamiento “shoulder” o irregular de la curva de inactivacion pudo tener diferentes
origenes (Bautista, 2009). Uno de ellos esta relacionado con la sensibilidad de la técnica
microgota la cual esta por encima de 50 UFC, por lo tanto un porcentaje de células no pudo
ser detectado (0.05 %). Esto proporciond que poblaciones viables pero no cultivables
tuvieron la posibilidad de aumentar su nimero en los tiempos posteriores que se evaluaron.
Esta deteccion posterior de bacterias pudo estar ligada a los mecanismos que surgen por el
estrés generado, en este caso por las especies con alto potencial de oxidacion que se
formaron en el proceso fotocatalitico. Los mecanismos de supervivencia, principalmente de
bacterias Gram-negativas, que un principio permitieron la viabilidad del microorganismo a
través de la resistencia a condiciones ambientales, posteriormente permitieron su
multiplicacion, lo que condujo a su cultivo posterior. Como se reporta en la literatura,
bacterias como E. coli pueden existir como células viables pero no cultivables (VNC por
sus siglas en ingles), las cuales hacen referencia a un estado dormante celular, diferente al
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estado vegetativo; asi mismo este tipo de estado surge por condiciones de estrés como
exposicion a hipoclorito, cambios en la temperatura o cambios en las concentraciones de
sales (Polifroni et al., 2009; Brandt y Podivinsky, 2008) . Los procesos de inactivacion
fotocatalitica, pueden generar stress, como se menciond antes, en las bacterias donde se
afecta principalmente la sintesis del mRNA con la consecuente reduccion en la sintesis de
proteinas, adicionalmente afectan la capacidad de las bacterias de obtener nutrientes del
medio externo; estos fendmenos también impiden la recuperacién de las células estresadas
en los medios de cultivo, por lo que en tiempos cortos de estudios, es frecuente encontrar
recuentos cercanos a cero, sin embargo se ha demostrado que las bacterias después de un
tiempo puede inducir mecanismos de reparacién que permiten a las bacterias cambiar sus
estructuras, de tal manera que las bacterias inician su proceso de duplicacién, estos
mecanismos se han demostrado en Salmonella, donde se ha observado que después de 15
minutos de exposicion al proceso de inactivacion, Salmonella es recuperada, fenémeno que
se pudo presentar en este estudio (Bautista, 2009).

Reportes de estas VNC han sido descritas por Paleologou et al., (2007) en el caso de
coliformes totales, en donde encontraron recuentos a los 60 y 240 minutos, después de un
proceso de desinfeccion fotocatalitico con TiO, y UV. Se ha documentado la aparicion de
este tipo de células durante y después del proceso fotocatalitico posiblemente por efectos
sub-letales, debido al ataque de los diferentes especies radicales, conduciendo a la
formacion de estas colonias por “deficiencia en el transporte de electrones o mutacion en
los genes encargados de la biosintesis de la menaquinona” (Ede, 2006).

Algunos autores mencionan que los sobrevivientes se pueden ver favorecidos por residuos
generados de las células muertas al comienzo del tratamiento, generando una proteccion
hacia estos (Humpheson et al., 1997; Bautista, 2009); asi mismo se ha sugerido que
“poblaciones de bacterias que genotipicamente son homogéneas, presentan diferencias
fenotipicas en cuanto a la resistencia no homogénea a los agentes letales” (Humpheson et
al., 1997).

Adicionalmente, también se encuentra reportado que el dafio en la membrana celular en
algunos casos no es suficiente, puesto que las bacterias pueden presentar mecanismos de
recuperacion de esta (Gelover et al., 2006); por lo tanto se puede presentar una disminucion

en el porcentaje de inactivacion del microorganismo.
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Se han documentado diferentes factores como interferentes en procesos fotocataliticos, 10s
cuales disminuyen la eficiencia del proceso y estan asociados con porcentajes mas bajos de
desinfeccion o degradacion de diferentes compuestos. Dentro de estos factores y como se
ha mencionado con anterioridad se encuentra el pH, la densidad y especie de la bacteria,
tiempo de contacto previo, la presencia de iones organicos e inorganicos, o diferentes tipos
de aniones.

En este caso, el pH inicial estuvo por debajo del punto isoeléctrico (5.91) (figura 25c¢) lo
que favorecio que el compuesto se cargara positivamente y de esta manera generd una
atraccion de la bacteria hacia este, sin embargo los pH posteriores estuvieron por encima
del punto isoeléctrico (6.5) lo que pudo en primera instancia ser el producto de las especies
generadas, como se explicd con anterioridad, y a su vez este proceso pudo generar un
cambio de carga en la superficie del catalizador, evitando la atraccion; sin embargo, a
pesar que este sigue siendo un factor importante dentro de estos tratamientos no es
determinante, puesto que a lo largo de la curva, la inactivacion que se presentd fue alta
(Cohen et al., 2008).

En la literatura esta reportado, que dentro de procesos fotocataliticos influye fuertemente la
densidad y la especie de la bacteria, en donde densidades altas del microorganismo (figura
25 a) permiten mayor contacto entre la superficie del catalizador y la luz UV, mientras que
densidades menores, como se muestra en la figura 25b, no se vieron tan afectados, puesto
que los porcentajes de inactivacion fueron menores (Cohen et al., 2008).

El tiempo de contacto es importante previo al proceso fotocatalitico puesto la adherencia a
la superficie del catalizador afecta la integridad de la membrana lo cual afecta su
permeabilidad (Rizzo et al., 2009). Finalmente, los iones organicos e inorganicos presentes
son también importantes dentro un proceso fotocatalitico, puesto que dentro de lo reportado
la presencia de “fosfatos y cloruros afectan la tasa de inactivacion alrededor del 70%”,
como se describi6 en el punto 6.2 en cuanto a fosforo total este se encontro presente (2.06
mg /L) asi como nitrogeno total (40 mg/L), los cual pudieron afectar dicho proceso
(Rincén y Pulgarin, 2004; Ede, 2006), concluyendo que la presencia de diferentes aniones
conduce a una competencia con las bacterias por los radicales formados en el proceso. La
inactivaciéon que se logré fue superior a dos 6rdenes de magnitud, que para un sistema

complementario de desinfeccion es suficiente.
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Respecto a la desinfeccién con concentraciones mas bajas (10° UFC/mlI) con el tratamiento
TIP/TiO, USP se presentd un comportamiento similar (figura 25b), no obstante el tiempo
de inactivacion fue mas prolongado (120 minutos) que el determinado con las
concentraciones mas altas en donde también se obtuvo un 99.95 % de inactivacion. Este
efecto esta asociado, como se reporta en la literatura, a las bajas concentraciones o a la
menor densidad del microorganismo, puesto que bajo esta condicion la inactivacion puede
ser menos eficiente debido a la disminucion del contacto directo que se da entre la
superficie del catalizador y la membrana de la bacteria conduciendo a la menor
“transferencia de radicales libres”; por lo tanto la oxidacién de las bacterias es mas efectiva,
cuando hay una mayor densidad de estas, puesto que esta cantidad estara presente en la
zona del reactor que involucre las peliculas y la luz UV directa (Cohen et al., 2008; Garces
et al., 2004). Adicionalmente, el pH por debajo del punto isoeléctrico del TiO,, favorecen
aun mas el proceso fotocatalitico, en este caso como se observa en la figura 25d, el pH es
basico por lo tanto las particulas del TiO, no se cargan positivamente, lo cual pudo generar

mayor repulsion entre la superficie de la peliculas y la bacteria (Cohen et al., 2008).

Al comparar estos datos con las curvas de inactivacion por fotdlisis (inoculo inicial 10x107)
se evidencio que la inactivacion fue del (99.95 %) a los 30 minutos de exposicidn, este
porcentaje se mantuvo constante en los demas tiempos evaluados, lo que no ocurrié con las
curva de TIP/TiO, USP, en las cuales se presentaron variaciones en los porcentajes de
inactivacion, como se describié anteriormente. Se esperaba que la inactivacion fuera muy
similar entre estas dos curvas, y que con las peliculas con TIP/TiO, USP el porcentaje de
inactivacion fuese superior en todos los tiempos evaluados, ya que el TiO irradiado por la
luz UV produce tanto especies con alto poder oxidante como dafios en las bases
nitrogenadas. Una posible explicacion a este proceso esté relacionada con la presencia de
fosfatos en el medio acuoso, como se discutié anteriormente. Dichos fosfatos pudieron
disminuir la eficiencia del proceso fotocatalitico posiblemente por la formacién de una
capa de sal inorganica en la superficie de la pelicula que limitd el proceso en algunas de
estas, por lo tanto los aglomerados de las bacterias permitieron que ciertas células se vieran

favorecidas por el proceso, en este caso las que recibieron la incidencia de la luz directa
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(Marugén et al., 2008). Este aglomeracion de bacterias también pudo esta relacionada con
los agregados del compuesto sobre el sustrato, como se describié anteriormente la
superficie del catalizador no es totalmente homogénea por lo tanto esto pudo favorecer que
ciertas células quedaran entre estos, inhibiendo la  muerte de algunas células o
generandoles proteccion y posible mecanismos de resistencia (descritos antes), lo cual no
pasa con fotolisis en donde no hay una pelicula que pueda conducir a este posible proceso,

por lo tanto la inactivacion en este caso se vio mas favorecida.
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Figura 25. Curvas de inactivacién de E. coli
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en altas y bajas concentraciones de absorcion, fotolisis y

fotocatalisis con peliculas TIP/TiO, USP a: curvas altas cargas de absorcion (rojo), fotocatalisis (azul),
fotolisis; b : curvas bajas cargas de absorcion (rojo), fotocatalisis (verde), fotolisis (azul); c: pH de cinéticas
altas cargas de absorcion (rojo), fotocatalisis (azul), fotolisis; y d: pH de curvas altas cargas de absorcion
(rojo), fotocatalisis (verde), fotolisis (azul).
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El tratamiento fotocatalitico con las peliculas TiO, USP en concentraciones altas (10°
UFC/ml) se representd figura 26a. La mayor inactivacion se obtuvo a los 30 minutos, en
algunos tiempos esta disminucion cae, presentandose menores porcentajes de inactivacion,
lo cual pudo estar asociado con los efectos mencionados anteriormente, en cuanto a

diferentes parametros importantes en este tipo de desinfeccion.

Para el tratamiento fotocatalitico con las peliculas TiO; USP en concentraciones altas (10°
UFC/ml) (figura 26). La mayor inactivacién se obtuvo a los 30 minutos, en algunos
tiempos esta disminucién cae, presentdndose menores porcentajes de inactivacion, lo cual
pudo estar asociado con los efectos mencionados anteriormente, en cuanto a diferentes
pardmetros importantes en este tipo de proceso de inactivacion.

En el caso de las curvas a concentraciones de este mismo control (10° UFC/ml), se
encontro un 99.95 % de inactivacion de la bacteria a los 30 minutos. En la curva del
tratamiento fotolitico a estas mismas concentraciones, se encontré una inactivacion del
99.95 % de la bacteria a los 60 minutos (Rojas y Sanchez, 2009); en ambos casos, en las
horas restantes evaluadas no se obtuvieron recuentos E. coli. Posiblemente la inactivacion
continua del microorganismo estuvo relacionada con las condiciones del agua residual
tratada. Para el caso del tratamiento con las peliculas TIP/TiO, USP (altas y bajas
concentraciones) se trabajo con agua residual estéril re-inoculada, mientras que el control
con peliculas TiO, USP vy fotodlisis a bajas concentraciones se trabajaron por Rojas y
Sanchez (2009), con el agua de salida de la PTAR con parametros diferentes (fisicos-
quimicos-microbioldgicos) los cuales pudieron favorecer el proceso (Yaniv et al., 2008;
Garces et al., 2004; Rincén y Pulgarin, 2004; Ede, 2006).

Las curvas de adsorcion tanto de peliculas TIP/TiO, USP como de peliculas control TiO,
USP, no presentaron porcentajes de inactivacion superiores al 10 % (inoculo inicial 15x10°

UFC/ml), en todos los tiempos evaluados.
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Figura 26. Curvas de inactivacion de E. coli en altas y bajas concentraciones de absorcién, fotolisis y
fotocatalisis con peliculas elaboradas por el control TiO, USP. a: curvas altas cargas de absorcién (rojo),
fotocatalisis (azul), fotolisis; b : curvas bajas cargas de absorcion (rojo), fotocatalisis (verde), fotolisis (azul);
c: pH de curvas altas cargas de absorcion (rojo), fotocatalisis (azul), fotolisis; y d: pH de curvas altas cargas

de absorcidn (rojo), fotocatalisis (verde), fotolisis (azul).

6.4. Protocolos de modificacion

6.4.1.Microscopia electronica de barrido EU-ET/PU-PT/CuSQO,

Las fotografias obtenidas a partir de la microscopia de los tratamientos de modificacion de
Erin (EU: urea, ET: tiourea) y Pulgarin (PU: urea, PT: tiourea) permitieron ver una

sedimentacion con ausencia de uniformidad, y con diferentes agregados formados. Los
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agregados que se encuentran en la superficie, tienen una forma esférica, con tamafos
diversos y superiores a 100 nm (figuras 27-28).

En el caso de las peliculas EU, a una magnitud de 5000X se observé agregados del material
y parte del sustrato en el cual fue depositado las pelicula (figura 27a), por lo tanto, la
uniformidad de la pelicula fue insuficiente, a diferencia de las peliculas TIP/TiO, USP en
donde la sedimentacion se di6 mas homogenea. En aumentos mayores se observaron
agregados de diferentes tamafios superiores a 100 nm (figura 27 a.b.c). Las imagenes de las
peliculas ET presentaron mayor formacion de agregados, no se evidencié claramente la
superficie del sustrato, y a diferencia de las peliculas con urea estas presentan una red entre
los agregados formados, que posiblemente se deba a la presencia del nuevo compuesto.
En las peliculas PU se apreciaron agregados mas densos, a pesar que no se presenta
uniformidad la concentracion del compuesto es mas evidente que los encontrados en las
peliculas EU-ET, estos agregados en aumentos mayores se encuentran deformados, y su
tamafio supera los 100 nm (figura 28 a.b.c). En el caso de las peliculas PT, los agregados
muestran la misma deformacién, pero las caracteristicas son similares en las descritas en las
peliculas PU (figura 28 d.e.f). Algunos autores reportan el uso compuestos como nitrato
amonico de cerio con urea para realizar dopaje de TiO,, los cuales describen cambios en la
superficie de las peliculas cuando hay inclusion de nuevos atomos, presentdndose una
superficie mas lisa para peliculas de TiO, sin modificar y mucho més rugosas con la
modificacion (Xie et al., 2010).

Las imagenes obtenidas por MEB de las peliculas modificadas con CuSO, muestran
superficies mas homogéneas y uniformes. En el caso de las peliculas que se elaboraron con
una concentraciones molares alta y media del nuevo compuesto a una magnitud de 5000X
presentaron agregados poco rugosos, que se extienden por toda la superficie del sustrato,
pero claramente la superficie mas lisa la presenta la pelicula con una cantidad menor de
(CuSQ,), posiblemente la inclusion en una cantidad menor del compuesto no modifica la
superficie cualitativamente (figura 29). A mayores aumentos (20000X y 50000X), las
peliculas con cantidades altas y medias presentan granos de diversos tamafios, la mayoria
superan los 100 nm, a diferencia de los granos que se observan en la peliculas con una
concentracion molar baja del compuesto, los cuales son de tamafio menor y menos amorfos,

que los presentes en las demas peliculas.
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Estas superficies son similares a las encontradas con los protocolos de modificacion
iniciales, imagenes de ambas modificaciones varian en cuanto a superficie y formacion de

agregados a las peliculas elaboradas por sol-gel /sedimentacion.

Figura 27. MEB de peliculas modificadas EU y ET. a.b.c : peliculas EU a 5000X, 10000X y 50000X; d.e.f:
peliculas ET a 5000X, 10000X y 50000X .
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Figura 28. MEB de peliculas modificadas PU y PT. a.b.c : peliculas EU a 5000X, 10000X y 50000X; d.e.f:
peliculas ET a 5000, 10000X y 50000X.
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Figura 29. MEB de peliculas modificadas con CuSO,. a.b.c: peliculas con 0.05g CuSO4 a 5000X, 20000X y
100000X, d.e.f: peliculas con 0.0375 g de CuSO,. G.h.i: peliculas con 0.025g CuSO, a 5000X, 20000X y
100000X.

Los compuestos de interes en la modificacién como nitrogeno y azufre estan en diferentes
porcentajes atbmicos, superando el nitrégeno el porcentaje del azufre, en ambos protocolos.
El porcentaje de titanio depositado es muy similar al porcentaje de nitrégeno en los
diferentes tratamientos que se siguieron, y los porcentajes de oxigeno son los mas altos.
Algo similar pasa con las peliculas con CuSO,4 en donde el titanio y el oxigeno son los
compuestos en mayor porcentaje y los porcentajes de cobre son superiores a los del azufre;
los porcentajes cambian de acuerdo a proporcion molar de CuSO, en cada pelicula
modificada (tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje atdbmico de compuestos presenten en la superficie de peliculas realizadas
con diferentes compuestos, por tres protocolos.

Tratamiento | Titanio % | Oxigeno % | Nitrogeno % | Azufre % | Cobre %
atémico atémico atomico atémico atémico

EU 13.61 74.69 11.69
ET 11.08 77.49 10.42 0.19
PU 19.12 68.33 12.53
PT 10.18 85.84 3.77 0.21

CuSO, (0.05 11.89 71.8 6.12 10.19
9)

CuSO, 27.61 67.25 1.93 3.2
(0.0375 g)

CuSOq4 (0.025 21.51 76.61 0.65 1.87

9)

6.4.2. Difraccidn de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X (figura 30) muestra el protocolo modificado Erin (EU urea, ET
tiourea). La fase cristalografica predominante fue anatasa con planos (101) y (105), propios
de esta fase, no se observo la presencia de la fase rutilo. Estos datos son similares con el
estudio realizado por Erin et al., (2009), en donde también se demostro6 la formacion de la
fase anatasa con planos caracteristicos de esta, en donde el plano de mayor intensidad fue
(101), asi mismo reportaron la ausencia de la fase rutilo; estos autores compararon la
difraccion del TiO, modificado con su forma comercial TiO, PC500 sin encontrar

diferencias.

La difraccion realizada con las peliculas por el protocolo de Pulgarin (PU urea y PT

tiourea), también mostrd la fase cristalografica anatasa con planos (101), (004), (105) y
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(204). A diferencia del primer protocolo estas peliculas presentaron otros planos de la fase
y adicionalmente la intensidad de los picos es mucho mas alta. Posiblemente esta intensidad
y presencia de otros planos esta relacionada con las proporciones de los nuevos
compuestos, urea y tiourea, conforme al TiO, USP y el precursor, puesto que en el primer
protocolo las cantidades de estos nuevos compuestos supera a las utilizadas por sol-gel. Las
difracciones no varian conforme hay incursion de elementos tales como nitrégeno o azufre.
Otros autores reportaron para peliculas sinterizadas a 400- 450 °C, con protocolos de
incursion diferentes, la misma fase del material con estos planos (Dong et al., 2009; Tian
et al., 2009).

Por otro lado, con el protocolo modificado PU y PT los planos de la fase anatasa se
presentaron con mayor intensidad, comparados con los presentados en la difraccion de EU
y ET; una posible explicacion a esto, es la diferencia en las cantidades de los nuevos
compuestos que se introdujeron. En el caso de las peliculas EU y ET las cantidades de los
compuestos fueron superiores a las cantidades agregadas en las peliculas PU y PT, por lo
tanto se pudo inhibir la formacion de ciertos planos y verse afectada la intensidad de cada

uno de estos.
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Figura 30. XRD de peliculas preliminares modificadas con urea y tiourea. EU: Erin urea; ET: Erin tiourea;
PU: Pulgarin urea; PT: Pulgarin tiourea.

La difraccion de rayos X de las peliculas modificadas con CuSO4 mostr6 la estructura
cristalogréfica anatasa con difrentes planos propios de esta fase (figura 31). Se observaron
planos adicionales (2 0 0), (2 1 1) a diferencia de las peliculas modificadas RU-ET/PU-PT,
que no los presentd. Al compararse con la difraccion de las peliculas elaboradas TIP/TiO;
USP no se encontraron diferencias respectos a los planos que se hacen presentes en la
estructura cristalografica anatasa. La intensidad de cada uno de estos planos fue similar
para las peliculas modificadas con CuSO,4 y peliculas TIP/TiO, USP; sin embargo las
peliculas modificadas con menor poporcion molar (Ti: 0.03, Cu: 0.0011, S: 0.00032 moles)
de este compuesto presentaron intensidades mas altas, lo que pudo estar directamente
relacionado con la proporcion baja de CuSOg; de acuerdo a lo reportado por Chen et al.,
(2009), los cuales modificaron el TiO, con cobre, y mediante XRD encontraron la fase
cristalogréfica anatasa, como fase predominante para diferentes concentraciones de cobre

trabajadas.
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Figura 31. XRD de peliculas modificadas con CuSO,. Baja: (Ti: 0.03, Cu,: 0.0011, S: 0.00032 moles);
Intermedia: (Ti: 0.03, Cu,: 0.0018, S: 0.00032 moles ); y alta : (Ti: 0.03, Cu,: 0.0025, S: 0.00063 moles ).

6.4.3. Barrido UV-Vis

Con las peliculas modificadas con CuSO4 con las diferentes concentraciones del compuesto
fue realizado un barrido UV-vis para determinar modificcaciones del gap (figura 32). Fue
posible encontrar Eg desde la grafica de T (transmitancia) versus hv, en donde esta Gltima
corresponde a la energia de los fotones o al eje de la energia; con interpolacion de la region
lineal a hv (Mathews et a.,, 2009). Estas nuevas peliculas modificadas como se menciond
en el protocolo para la insercion de nuevos elementos, solo se les realizaron un crecimiento

para disminuir la opacidad del material, asi mismo el control que se tuvo en cuenta para
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comparar en este caso fue una pelicula con el mismo protocolo de modificacion sin agregar
el CuSO,. Lo que se observa a partir de este nuevo lote de peliculas es que la transmitancia
del control es de 3.28 eV; mientras que paras las deméas peliculas esta transmitancia es
alrededor de 3.1 eV; siendo la menor energia para el material con la concentracion
intermedia (3.08 eV). Ese ultimo valor de gap, aunque no esta dentro de la region del
espectro visible, si presenta un corrimiento respecto al valor de la pelicula control, el cual
pudo estar asociado a la insercion de nuevos elementos como lo son el Cuy S; en donde en
el caso del cobre, esta reportado que se puede distribuir en la red del TiO, y actuar como
especie fotoactiva (Colon et al., 2006). En el estudio realizado por Karunakaran et al.,
(2010) presentan Cu-TiO,, con un gap de 2.83 eV, el cual cae dentro del espectro visible, y
con el que obtienen la degradacion de diferentes compuestos.

A pesar de que el gap obtenido no cae dentro del espectro visible, con la insercion de
CuSQy, se logro un corrimiento en la banda y una inactivacion mayor a dos ordenes de
magnitud de E. coli; adicionalmente valores similares del gap con TiO, modificado con Cu
han sido reportados por Colén et al., (2006).

Como se describio anteriormente, algunos autores reportan el uso de diferentes compuestos
mezclados con TiO, para que los procesos fotocataliticos se realicen bajo el espectro de luz
visible, esto con el fin de disminuir los costos del proceso y aprovechar recursos naturales
como la luz solar. Se describe el “dopaje” cuando hay una incorporacion de atomos en la
red critalina del TiO, y se habla de “modificacion” cuando hay cambios en la superficie del
semiconductor (Ohtani, 2010); este ultimo proceso permitid, con el uso del compuesto
CuSO, obtener en el presente estudio resultados positivos en la inactivacion de E. coli bajo

luz blanca, como se describira a continuacion.
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Figura 32. Barrido UV-Vis protocolo de modificacién con CuSO,. Linea azul representa control con pelicula
TIP/TiO, USP sinterizada a 450°C, gap 3.28 eV. Linea roja representa concentracion molar intermedia (Ti:
0.03, Cu: 0.0018, S: 0.00032 moles) gap 3.08 eV; linea negra concentracion molar baja (Ti: 0.03, Cu: 0.0011,

S: 0.00032 moles), gap 3.12 eV; linea verde concentracion molar alta (Ti: 0.03, Cu: 0.0025, S: 0.00063
moles), gap 3.21 eV.

6.4.4. Inactivacién de E. coli con protocolos de modificacion

Se realizé un recuento inicial de la bacteria igual a 10° UFC/ml para el proceso de
inactivacion con las peliculas modificadas con urea y tiourea; al finalizar el proceso no se
obtuvo por ninguno de estos tratamientos algin tipo de inactivacion, por el contrario se
encontré un aumento de la bacterias (figura 33). Estos resultados difieren a los reportados
por Rockafellow et al., 2009, en donde se obtuvo una reduccion de fenol, bajo condiciones
similares, usando como fuente de radiacion longitudes de onda del espectro visible; en

cuanto a la reduccién de otros quimicos que se analizaron en su estudio, la degradacién fue
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insignificante y lo asocian con la posibilidad de que este tipo de radiacién no produzca
radicales OH°, dado el azufre puede actuar como una “trampa de huecos”, por lo tanto el
solido o pelicula no puede producir dichos radicales (Rockafellow et al., 2009). La
divergencia en cuanto a los resultados pueden estar asociadas al tipo de estructura a
degradar, en este caso se buscaba inactivar bacterias; otro factor a tener en cuenta es el

tamarfio de la molécula que también puede afectar la degradacion.

Algo similar se reporta en el estudio realizado por Rengifo y Pulgarin (2010), en donde
determinan la inactivacion de E. coli bajo TiO, modificado con urea, pero con uso de luz
solar. En este la reduccion del microorganismo es baja, comparada con la lograda con TiO,
sin modificar; esta baja inactivacion la relacionan con la “alta concentracion del nitrégeno
en la superficie que puede actuar como centros de recombinacion” (Rengifo y Pulgarin,

2010), adicionalmente pueden servir de nutrientes a las bacterias.
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Figura 33. Recuentos iniciales y finales con tratamientos preliminares de dopaje utilizando urea y tiourea.

De acuerdo a los resultados obtenidos con los tratamientos iniciales de modificacion

utilizando nitrégeno en compuestos como urea Yy tiourea, y azufre en tiourea, sin lograr
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respuestas de inactivacion, se procedié a utilizar otro tipo de compuestos que incluyeran
cobre. Como se mencion6 en materiales y métodos, los compuestos usados fueron oxido
cuproso (Cu,0), oxido cuprico (CuO) y sulfatos de cobre (CuSO,). Se descartaron los
primeros dos compuestos, puesto que al realizar las pruebas de inactivacion frente a E. coli
ATCC 8739 durante 6 horas de exposicion con lampara de luz blanca, no se logré ningdn
tipo de inactivacion, por el contrario hubo un aumento de la bacteria después de este
tiempo. Sin embargo cuando se utilizd el CuSO, como agente modificador se obtuvieron
respuestas de inactivacion de la bacteria con tres concentraciones molares del compuesto
clasificadas como alta (Ti: 0.03; Cu: 0.025; S: 0,00063 moles), media (Ti: 0.03;Cu: 0.0018;
S:0.00051) y baja ((Ti: 0.03;Cu: 0.0011; S: 0.00032) (figura 34).

Con las tres concentraciones que se trabajaron se obtuvieron porcentajes de inactivacion

similares, sin embargo con el tratamiento intermedio se logré una inactivacion mayor.

Alto Medio Bajo
Tratamientos

Figura 34. Porcentajes de inactivacion de E.coli ATCC 8739 con peliculas elaboradas a partir de diferentes
concentraciones molares de CuSO,y TIP/TiO, USP.

98



A partir de la caracterizacion fisica de estas nuevas peliculas y de los porcentajes de
inactivacion logrados inicialmente, se procedio a realizar una curva de inactivacion con
peliculas elaboradas con el tratamiento intermedio, para determinar en que tiempo se
lograria el mayor porcentaje de inactivacion con un volumen final de 100 ml para tratar, y
un inoculo inicial de 10° UFC/ml. Las condiciones para la curva de inactivacion fueron
similares a las establecidas en las curvas de inactivacion realizadas con las peliculas
elaboradas por sol-gel, y sus controles, el cambio radicé en la modificacién de las pelicuals

con cobre y el cambio en las lamparas de UV por lamparas de luz blanca.

Como se muestra en la figura 35, se logré una inactivacion del 99.95 % de E. coli, en un
tiempo de 360 minutos, este inactivacion se da gradualmente con el tiempo. Estos valores
de inactivacion estan asociados con la superficie del cobre (Cu™), la cual puede “actuar
como especie fotoactiva”, que a su vez puede evitar la recombinacion de pares e /h* (Colon
et al., 2006), adicionalmente estos iones de Cu** como lo reportan Colén et al (2006) tienen
la facilidad de dispersarse en la red de TiO,, favoreciendo los procesos fotocataliticos, en su
caso la oxidacion del fenol, y en la presente investigacién la inactivacion de la bacteria E.
coli. Asi mismo, la inactivacion de E. coli se ha reportado desde el uso de TiO, dopado con
Cu, a partir de una sintesis de Cu(NHs)s%*, tratamiento bajo lamparas de tungsteno y luz
solar, con resultados eficientes en 30 minutos (Karunakaran et al., 2010). Por otro lado se
ha reportado el uso 6xido de cobre (Cu,0) con TiO; en procesos fotocataliticos para la
degradacion de &cido de naranja Il, con resultados exitosos bajo luz visible, mejores que
con el uso de TiO, P-25 sin Cu,O bajo este mismo tipo de luz (Huanga et al., 2009). A
pesar que en esta investigacion, no se realizaron técnicas para determinar el area superficial
de las peliculas, en la literatura se reporta que la presencia de cobre en sistemas Cuy TiO;
puede incrementar el area superficial, lo que le da una mayor area de contacto en este caso
entre la bacteria y las especies reactivas generadas favoreciendo la inactivacion (Granda et
al., 2007). De acuerdo a la curva de inactivacion realizada, a los 720 minutos se disminuyo
el porcentaje de inactivacion, el cual tambien se presentd en las curvas de inactivacion
realizada con las peliculas de TIP/TiO, USP y el control TiO, USP. Como se menciond

anteriormente, esta recuperacion puede estar asociada con el pH (figura 35b), el cual estuvo
99



por encima del punto isoeléctrico de las particulas de TiO,, por lo tanto puede afectar la

eficiencia del sistema de desinfeccion, asi como la presencia de iones organicos e

inorganicos (Cohen et al., 2008; Rincon y Pulgarin, 2004; Ede, 2006) ; adicionalemnte la

disminucion en el porcentaje de inactivacion pudo estar asociada con los mecanismos de

reparacion de las bacterias asi como con posibles efectos sub-letales y mecanismos de

reparacion de estas (Ede, 2006).

El proceso de modificacion de las peliculas de TiO, con CuSO, fue efectivo para la

inactivacion de E. coli, los porcentajes que lograron fueron similares a los encontrados con

las peliculas TIP/TiO, USP y su control, por lo tanto este tipo de modificacion representa

una alternativa en procesos fotocataliticos, al poder hacer uso de luz dentro del espectro

visible.
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Figura 35. Curva de inactivacion de E.coli ATCC 8739, de TiO, modificado con CuSO,.: lineas verdes
representan fotocatalisis con TiO, modificado con CuSQ, ; lineas rojas representan control de adsorcion de
TiO, modificado con CuSO,,
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6.5 Desinfeccion quimica con hipoclorito de sodio

En el tratamiento quimico que se realiz6 con NaClO se logro la ianctivacion de E. coli en
un tiempo de 30 minutos y con un inoculo inicial de 10° UFC/mlI, no hubo modificacién del
pH a lo largo de los tiempos evaluados, este se mantuvo constante entre 7 y 8 (figura 36).

La inactivacién efectiva de este tratamiento, esta ligada directamente con la concentracion
inicial del compuesto, la concentracion que se trabajo al inicio del experimento fue 200
ppm; la literatura para aguas residuales recomienda una concentracion final entre 5-20 ppm
para un sistema de flujo continuo (EPA, 2011), aspecto que en este caso fue diferente pues
no fue continuo. Adicionalmente se utiliz6 esta concentracion por la alta volatilidad del
hipoclorito de sodio (95 % a 21 °C), lo cual significa que la concentracion final de trabajo
fue mucho menor (MAQUINZA, 2011).

En estudios realizados con cloro para reduccién de E. coli en hojas de lechugas, bajo
condiciones muy diferentes, trabajan con soluciones de cloro de 50 y 100 ppm, y obtienen
una reduccion de la bacteria de hasta 5 ordenes de magnitud en tiempos menores a 5
minutos; no hay una inactivacién total del microorganismo, pero se obtiene una reduccion

significativa comparada con el inoculo inicial (Behrsing et al., 2000);

Otros reportes mencionan la inactivacion de poblaciones de 10° UFC/ml de E. coli desde 1
ppm (Jang , 2009) en tiempos reducidos de exposicion (10 minutos); un estudio similar
realizado Helbling et al, (2007) en donde trabajan con concentraciones entre 0.2 y 0.8 ppm
de cloro encuentran en la mayoria de las concentraciones presentan una inactivacion total
de E. coli (10" UFC/ ml) en tiempo reducidos (0.25 minutos), con una recuperacién muy
baja cuando trabajan con la concentracién de 0.2 ppm (Helbling et al., 2007).
Adicionalmente, esta bacteria se caracteriza por ser muy sensible al cloro (Helbling et al.,
2007); esto demuestra que con concentraciones bajas hay dafio celular de las bacterias, por
lo tanto se esperaba que 200 ppm inactivaran a E. coli. Pese a que es un sistema efectivo, se
ha reportado la formacion de sub-productos toxicos y carcinogénicos desde el uso de cloro
como desinfectante o proceso complementario en agua residual (Drinking —water ORG,
2008) (Solsona y Méndez, 2002), (Rizzo, 2009), puesto que productos clorados en

presencia de nitrogeno organico, como se evidencio en el presente estudio, puede llevar a la
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formacion de compuestos  halogenados, como cloroformo, bromodiclorometano,

bromoformo y dibromoclorometano (Calderon et al., 2002).
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Figura 36. Curva de inactivacion de desinfeccion con cloro, comparado con el tratamiento fotocatalitico con
peliculas elaboradas por sol-gel y peliculas modificadas con CuSO,. Lineas rojas representan cloracion-,
lineas azules tratamiento con peliculas TIP/USP; lineas verdes tratamiento con peliculas TiO, modificadas

con CuSO,.

6.6. Bioensayos

El efluente de la PTAR 'y el tratamiento fotocatalitico con peliculas elaboradas por sol-gel
fue el primero en realizarse, las concentraciones iniciales que se manejaron en ambos casos
fueron: (25, 50, 75 y 100%), al encontrar un efecto en H. attenuata desde la concentracion
al 25 % se bajaron las concentraciones y se trabajaron desde 6.25 %, 12.5 %, 25 %, 50 %y

100 %, para ambos organismos evaluados (tabla 10).
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Tabla 10. Bioensayos con L. sativa con diferentes tratamientos complementarios de desinfeccion para
inactivacion de E. coli.

Tratamiento Réplicas Cl (VIV) Tiempo de
inactivacion (min)

Efluente PTAR 1 102 al 100%

Subachoque

Fotocatalisis TiO, 12% al 100% 120
30% al 100%

Sol-gel
4% al 100%

Fotolisis 2% al 100% 90
110% al 100%
8 % al 100%

Cloracion 63% al 100% 30

70% al 100%
64.75 Clso-120n

22% al 100% 240
41% al 100%
46% al 100%

Fotocatalisis  con
TiO, modificado

W N P W N | W N P W N -

En el andlisis de L. sativa, de acuerdo a los resultados obtenidos del efluente de la PTAR,
sin ningln tipo de tratamiento, se presentd sobre-crecimiento del organismo, lo que
significa que el organismo tuvo en crecimiento superior al control negativo; sin embargo
este no es relevante, por lo tanto no estd asociado con toxicidad a este nivel. Esta
germinacion y sobre crecimiento puede estar asociado con los nutrientes presentes en el
agua, ligado a amonio, materia organica o nitrato que esta presente en este tipo de agua, y
los cuales se pueden asociar con la cantidad de nitrogeno y fésforo total presente en la
muestra de agua de salida de la PTAR (40 y 2.06 mg/L, respectivamente), lo que podria

generar un efecto antagonico “producto de mezcla de la materia orgdnica y quimicos”

103




posiblemente presentes (Bohorquez y Campos, 2007). Estos compuestos en cantidades
superiores a 84.4 ug/L (fosforo) y 1.875 ug/L (nitr6geno) pueden causar 0 generar procesos
de eutroficacion en cuerpos o sistemas abiertos de agua (Arce, 2011).

En el caso de la fotocatalisis con las peliculas elaboradas por la técnica sol-gel acoplada a
sedimentacion los resultados se expresan en porcentaje volumen a volumen en donde las
tres muestran presentan entre 4 y 30 % de efecto tdxico al 100 % de concentracion, que es
la minima concentracion a la que hay efecto, por lo tanto esto indica que no es relevante o
la toxicidad que se presenta es ligera, los efectos son minimos, por lo tanto a este nivel y
con este tratamiento no se podria hablar de una toxicidad, y a menores (25 %, 0 50% ) no
hay efecto. Garcia et al., (2009) determinaron la toxicidad en L. sativa de efluentes textiles
tratados con fotocatalisis con TiO,, en donde encontraron que el agua pos-tratamiento no es
significativamente diferente al agua del efluente sin tratar, lo que les demostro la falta de
compuestos toxicos generados por el tratamiento, a pesar que puede no ser comparativo por
el origen de los efluentes hay evidencias que la toxicidad es minima producida por el
tratamiento fotocatalitico en ambos. Asi mismo cuando se evalu6 el TiO; en suspension, en
la remocion de plomo, no presentd efectos ni en la germinacion de la semilla, ni en la
elongacion de la raiz (Recillas et al., 2011).

En el caso de la fotdlisis, una réplica presenté sobre-crecimiento, lo cual indica que este
tiene un crecimiento mayor al control negativo, resultado similar al encontrado en el agua
de salida; las otras replicas presentaron de 2 a 8 % de reduccion del crecimiento o
germinacion al 100 % de concentracion, esto quiere decir que a las concentraciones del
agua que sale de este tratamiento no hay una disminucion. Estos porcentajes hacen
referencia a un ligero efecto en este organismo, lo cual quiere decir que no hay una
sensibilidad al producto, similar a lo encontrado con el tratamiento fotocataliticio con las
peliculas de TiO, elaboradas por sol-gel. El tratamiento de desinfeccion con NaClO,
presento un efecto entre el 63 y 70 % en una concentracion del 100% de muestra, y con una
de las muestras a partir del programa estadistico Probit se obtuvo una concentracion
efectiva que afecta el 50% de la poblacion igual a 64.5; el organismo muestra una
sensibilidad mayor a este tratamiento comparado con fotdlisis (con el cual se manejaron las
mismas concentraciones), cabe aclarar que como se describié en el punto 6.8, las

concentraciones de cloro que se manejaron en esta prueba superan a las que normalmente
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se proporcionan para tratamientos complementarios en aguas residuales domesticas (EPA,
2011), por lo tanto el dafios es mas significativo con concentraciones mas altas, y esta
reportado la toxicidad de los iones de cloro en plantas a bajas concentraciones (Carrillo et
al., 1996), las cuales afectan el crecimiento y provocan dafios a nivel de la raiz, con
exposiciones prolongadas (Premuzic et al., 2007). EIl proceso fotocatalilitico realizado con
las peliculas de TiO, modificadas present6 un efecto entre 22 y 46 % en la germinacién de
las semillas en una concentracion del 100%; a pesar que estas muestras arrojaron respuestas
similares a las encontradas por los otros tratamientos evaluados en cuanto a la
concentracion en la que se presenta el efecto, los porcentajes que se vieron afectados en
dicha concentracion superan al tratamiento fotocatalitico con las peliculas elaboradas por
sol-gel; estos resultados podrian estar relacionados con el compuesto CuSQy,, que se agrega

en la modificacion, posiblemente por la presencia de cobre.

Tabla 11. Bioensayos con Hydra attenueta con diferentes tratamientos complementarios de desinfeccion para
inactivacion de E. coli.

Tratamiento Replicas CL (VIV) Tiempo de
inactivacion

Efluente PTAR 1 100% al 100%

Subachoque

100% al 6.25%
100% al 6.25%

Fotocatalisis TiO, 1 100% al 25% 120
Sol-gel 2 100% al 25%
3 100% al 25%
Fotolisis 1 9.86 CLso-96n 90
2 100% al 25%
3 12.64 CLsg-g6h
Cloracion 1 100% al 6.25% 30
2
3
1

Fotocatalisis con 100% al 6.25% 240
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TiO, modificado 2 100% al 6.25%
3 100% al 6.25%

En el caso de H. attenuata (tabla 11) se evidencian diferencias entre este organismo y L.
sativa. En cuanto al efluente de salida, sin ningln tipo de tratamiento complementario, con
una concentracion del 100 % de la muestra, sin ningan tipo de dilucién, presenta una
letalidad del 100 %. El programa estadistico no arrojé alguna CLso *®" posiblemente por las
diluciones que se trabajaron; sin embargo hay una sensibilidad clara para este tipo de agua.
En un estudio realizado por Pardos et al., 1999, con efluentes de plantas de tratamiento de
agua residual domestica encontraron CLso *®" de 17.5, la cual es considerable para este tipo
de agua que pasan por un tratamiento mecanico y quimico.

En cuanto al tratamiento fotocatalitico con peliculas elaboradas por sol-gel, se presenta que
con diluciones del 25 % (minima trabajada) hay un letalidad del 100 % del organismo, lo
cual hace referencia a una sensibilidad mayor del organismo frente al tratamiento
complementario comparada con el efluente sin este tipo de tratamiento. En el
“Nanotechnology White Paper” de la EPA (2007), documentan el papel de la
nanotecnologia en el ambiente, y describe en cuanto a particulas de TiO, mayores de 100
nm (tamafio similar al trabajado a lo largo de este estudio) que en el caso de Daphnia
magna no produce toxicidad, mientras que particulas, menores a 100 nm generan una CLs
de 7.9 ppm. A pesar que no es un organismo comparable con el cnidario Hydra attenuata
trabajado, se podria concluir que H. attenuata es un organismo gue presenta una mayor
sensibilidad frente este tipo de compuestos, por lo tanto brinda un tipo de alerta de riesgo
para organismos 0 ecosistemas acuéaticos. Sin embargo al compararlo con la fotdlisis, se
podria concluir que luz UV esta generando una toxicidad alta, para este cnidario, puesto
que dos de las replicas estan presentando CLso *° bajas, las cuales son representativas, y
posiblemente la letalidad que se genera en el tratamiento fotocatalitico es debido en gran
parte a la luz UV. En cuanto a la desinfeccion con NaClO, no hay una respuesta como

concentracion letal, pero si hay una respuesta V/V, en la cual a la minima dilucion que se
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trabajo, 6.25 %, hay una letalidad del 100 % del organismo, lo que demuestra hay una
sensibilidad alta de este al tratamiento. Cabe considerar, como se menciond con
anterioridad que la concentracion de NaClO que se trabajo es muy alta, y por lo tanto se
esperaba que hubiese una sensibilidad del cnidario. A pesar de esto, en lo reportado en
cuanto a los productos formados por las reacciones entre el hipoclorito y las sustancias
orgénicas, se describen CLsy de Daphnia magna desde 1.4 a 350 mg/L, dependiendo del
producto formado, puede no ser comparable con Hydra attenuata, pero brinda una
informacidn importante en cuanto a sefiales de alerta para este tipo de compuesto (Madsen
et al., 2001); adicionalmente en cuanto a compuestos clorados se encuentra efectos como
irritacion de ojos y piel con soluciones méas concentradas, asi como posibles anormalidades
de esperma, evaluado en ratones o mutaciones reversibles en Salmonella (Madsen et al.,
2001; Drinking —water ORG, 2008).

El Gltimo tratamiento evaluado se refiere a la fotocatalisis con peliculas modificadas y
lamparas de luz blanca. Los resultados de estos fueron en % V/V en donde con la minima
dilucion, 6.25 %, se presentd el 100 % de muerte del organismo, lo cual indica una
sensibilidad alta en concentraciones muy bajas; resultados similares a los encontrados en la
desinfeccion con hipoclorito, lo cual posiblemente esta relacionado con el azufre y cobre
presente en el compuesto que se utilizé para la modificacion. En cuanto al acuerdo 43 del
17 de octubre de 2006, para agua de clase |1, se estipula que el limite del cobre es de CLs
% de 0.2, a pesar que en esta investigacion no fue posible establecer este tipo de
concentracion, es un valor para tener en cuenta con este tipo de tratamientos. En un estudio
realizado por Karntanut et al., (2002), bajo diferentes condiciones en cuanto a la
concentracion de cobre y sin TiO,, encontraron que el cobre tiene un efecto tdxico sobre
diferentes especies de Hydra, superior al encontrado con cadmio y zinc, el cobre se

describe como un agente toxico potencial (Bonnet et al., 2000).

De acuerdo a los resultados reportados por este estudio se concluye que Hydra attenuata es
mas sensible que Lactuca sativa para los diferentes tratamientos evaluados. Es necesario
seguir trabajando en estos bioensayos con diluciones menores con el fin de determinar las
concentraciones efectivas para cada organismo y establecer parametros necesarios en estos

tratamientos.
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6.7. Ensayos de inactivacion muestras de cuenca alta, media y baja rio Bogota

Se tomaron muestras puntuales de tres zonas de muestreo propias de las tres cuencas del rio
Bogota. De la cuenca alta la muestra fue tomada en Funza; de la cuenca media se tomo de
un brazo de la planta de tratamiento el Salitre, el cual no entra a tratamiento; y la tercera
muestra se tomo6 de la cuenca baja en el salto del Tequendama. Se midieron diferentes
parametros, quimicos, fisicos y microbioldgicos (tabla 12). En cuanto a los sélidos
suspendidos totales (SST) estos se encuentran por encima de los parametros actuales que
reporta la CAR en el acuerdo 43 (2006) del rio en las tres cuencas; lo que no pasa con la
DBOs, en donde esta se encuentra por debajo de lo reportado por la CAR a lo largo de las
tres cuencas, esto puede estar relacionado con la pluviosidad propia de la época en la que
fue tomadas las muestras. EI pH y oxigeno disuelto (OD) se encuentra dentro de los rangos
que se han analizado en el acuerdo 43. En cuanto a los coliformes totales la muestra de la
cuenca alta del rio presenta la cantidad méas baja, por debajo de los parametros del acuerdo
resultados similares a los obtenidos (CAR, 2006), las demas muestras analizadas presentan
valores similares a los reportados por la CAR; aunque E. coli no se analiza en este acuerdo,
su presencia es evidente a lo largo de las tres cuencas en cantidades similares, las cuales
son bajas para este rio, pero como se menciond antes las cantidades mas bajas pueden estar
relacionadas con las precipitaciones de la época. Las unidades de color son minimas en la
muestra de la cuenca alta, en la cuenca alta y media, estas unidades son muy similares,
superiores las de la cuenca media, que es la que presenta mayor actividad antropogénica,

similar a lo que se encuentra en los solidos disueltos.

Se observé una disminucion completa de E. coli bajo los dos tratamientos (tabla 13). La
inactivacién que se alcanzd estuvo por encima de dos 6rdenes de magnitud (minimo que se
espera para sistemas complementarios), por lo tanto se evidenci6 la efectividad de dichos
tratamientos en aguas crudas, ya que se vio un comportamiento como sistema de
desinfeccion primario, puesto que las muestras tomadas no provenian de efluentes de
plantas de tratamiento, como es el caso del efluente trabajado a lo largo del estudio.

A pesar que esta reportado en la literatura que la presencia de diferentes compuestos
organicos en aguas superficiales disminuyen la eficiencia de procesos fotocataliticos,

puesto que estos entran a competir con las especies reactivas formadas en los tratamientos,
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los resultados que se encontraron son relevantes en este sentido dado que estos factores no

limitaron los procesos de inactivacion (Rincon y Pulgarin, 2005: Alrousan et al., 2009).

Estos resultados son promisorios en cuanto al uso de un tratamiento fotocatalitico bajo el

espectro de luz visible. Es claro se debe seguir trabajando en esta linea para obtener

resultados mas representativos en cuanto a volumen y estandarizacion de métodos. La

recomendacion se hace obvia en cuanto a la optimizacion de condiciones.

Tabla 12. Parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos de muestras cuenca alta, media y baja rio Bogota.

Zonade |Solidos |SST |Sélid |p |Conductiv|Unidad |OD |DBO |Heterotr | Colifor |E.
muestreo | sediment 0s H |idad es de 5 ofos mes coli
ables disuel color
tos
Funza 0.5mL/L ]209m |232m | 6.]0.319mS 7.57575]15.7m |29 1.00x10° [90x10° |45x1
gL gL |74 758|g/L | mg/L |UFC/mI |UFC/mI |03
02
UFC/
ml
Salitre |0.1mL/L |204m [327m | 7.]0.440mS [196.969[1.6m |113 [1.55x10° [28x10°> |85x1
gL |gL 03 697 |g/L | mg/L | UFC/mI 0’
02
UFC/ml | UFC/
ml
Salto 0.3mL/L |[223m |291m | 7.[0.544mS |[178.030|1.8m |64 |4.25x10° | 23x105 |85x1
Tequend gL |gL 38 303|g/L | mg/L |UFC/mI |UFC/mI |03
ama (o)
UFC/
ml

Tabla 13. Inactivacion de E. coli y coliformes con tratamientos fotocataliticos con peliculas elaboradas por
sol-gel y con peliculas modificadas.

Cuenca pH Conductividad | Oxigeno | E. coli Coliformes
disuelto
Fotocatalisis | Flores 7.06 | 0.296mS 1.3mg/L OUFC/mlI
TiO, 2UFC/ml
modificado | Salitre 8.43 | 0.329mS 1.5mg/L 1
QUFC/ml | 10x10 UFC/ml
STequendama | 8.45 | 0.737mS 2.3mg/L 1
OUFC/ml | 7 x 10 UFC/ml
Fotocatélisis | Flores 7.9 2.7mg/L OUFC/ml L
TiO, por 10x10 UFC/ml
sol-gel Salitre 8,435 1,4mg/L 1
OUFC/ml | 10x10 UFC/mi
STequendama | 8,44 Img/L 1
OUFC/ml | 10x10 UFC/ml
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7. Conclusiones

» El tratamiento fotocatalitico con las peliculas sol-gel fue efectivo en la inactivacion
de E. coli (71 %), asi mismo se logrd por esta misma técnica un porcentaje minimo
de desprendimiento del material.

» La caracterizacion fisica demostro la formacion de la fase cristalogréfica propia del
material como lo es la anatasa y rutilo para un control. Las fotografias por MEB
mostraron diferencias por los tres tratamientos en cuanto a la uniformidad de
deposicién. Asi mismo se evidencié la presencia del compuesto TiO, en las
diferentes peliculas.

» El protocolo de modificacion inicial, con urea y tiourea, no arrojé resultados
positivos en cuanto a la inactivacion del microorganismo. Sin embargo, con el
protocolo de modificacion posterior con CuSO, se obtuvieron porcentajes de
inactivacion del 99.95 % a los 360 minutos, utilizando luz visible como fuente de
radiacion.

» La desinfeccion con hipoclorito de sodio fue eficiente a los 30 minutos de
exposicion.

» El organismo mas sensible frente a los tratamientos evaluados fue Hydra attenuata.

« EI tratamiento fotocatalitico con TIP/TiO,USP y TIP/TiO,USP/CuSQ, presentd
cerca al 100% de inactivacion en las muestras de las tres cuencas evaluadas.
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8. Recomendaciones

Evaluar los ciclos de uso de peliculas elaboradas por la técnica sol-gel y peliculas
modificadas con CuSQOy, de esta manera encontrar su tiempo de vida Util.

Se hace necesario optimizar las condiciones de operacion para el protocolo de
modificacion con CuSO, para sus posibles aplicaciones como sistema de tratamiento
complementario.

Evaluar concentraciones mas bajas en bioensayos con L. sativa e H. attenueata, de esta
manera determinar Clso y CLso, respectivamente.
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Abstract

The present study TiO, films were prepared by sedimentation method to acid pH (1.3). The
substrate was previously modified with H,O,/H,SO, solution. Films were annealing to
different temperatures to evaluate morphologic and crystallographic features, band gap and
bactericide activity over Escherichia coli. On the other hand, an experimental design 2 was
used to evaluate the effect of photo-reactor material and light exposition on photocatalytic
activity of films. Finally, E. coli, coliforms and total heterotrophs were evaluated in
inactivation kinetics for 14 hours; TiO,/UV, UV y TiO, treatments were evaluated in
darkness. Films annealing at 450°C for one hour showed the best bactericide activity of
E.coli (68.72%) in photocatalytic treatment by 6 hours; XRD showed anatase (101,004) and
rutile (110,001) phases, band gap was between 3.1-3.2 eV , and the SEM photographs did
not show any break. In the experimental design 2* was founded UV light (254 nm) and
sodium silicate reactor as the best combination. The inactivation kinetics with TiO; films
showed that the total inactivation (100%) in wastewater of E.coli and total coliformes were
at 30 minutes, and heterotrophs were at 60 minutes.

Key words: Photocatalysis; Titanium dioxide; E. coli; Sedimentation; XRD; SEM.
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