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Nota de advertencia

“La universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus
trabajos de tesis. Solo velara porque no se duplique nada contrario al dogma y a la moral
catélica y por que las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien
se vea en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.

Articulo 23 de la resolucion N° 13 de Julio de 1946.



Resumen:

La reaccion Fenton es un proceso de oxidacion avanzada en el que se usa el H,O; y el ion
Fe?*, con el fin de lograr una degradacién acelerada de contaminantes organicos presentes en
aguas residuales. Objetivo: Realizar el tratamiento de aguas que contienen colorantes (Negro
Reactivo 5 y cristal violeta) y microorganismos indicadores de contaminacion fecal (E.coli)
mediante el sistema Fenton heterogéneo empleando catalizadores de Fe soportados sobre
carbon activado obtenido a partir de biomasa vegetal. Materiales y Métodos: El carbon
activado fue obtenido a partir de biomasa residual de rosas colombianas por medio de pirolisis
a alta temperatura, seguida de activacion quimica con NaOH. Los catalizadores fueron
sintetizados por la técnica de impregnacién hiimeda incipiente a partir de los nitratos de Fe®'
en proporciones de 1, 3, 5y 10 % m/m del metal. Se realiz6 caracterizacion del carbdn
activado por la técnica de infrarrojo y titulaciones Boehm (&cido-base). Para la reaccion
Fenton se realizaron experimentos en un reactor tipo Batch, empleando agua que contenia
colorantes (Negro Reactivo 5 y cristal violeta) en una concentracion de 10 ppm, se emplearon
50 mg de catalizador Fe/carbén activado. Las reacciones de remocion se llevaron a cabo
durante 3 h y las de inactivacién bacteriana durante 1 h con muestreos seleccionados. El
seguimiento del proceso Fenton para la degradacion de los colorantes se monitored por
colorimetria a 590 nm y la inactivacion de E.coli por la técnica de conteo por microgota en
agar Tripticasa de soja. Por ultimo, se realizaron ensayos de toxicidad aguda empleando
Hydra attenuata. Resultados: La caracterizacién quimica del carb6n activado evidencia un
caracter predominantemente basico con grupos funcionales —-OH, -COOH, C-C y C=C en su
superficie. , EI mayor porcentaje de remocién para el Negro Reactivo 5 se obtuvo con el
catalizador de 3% Fe (98,33 %) en un tiempo de 180 min. Para el caso del cristal violeta se
obtuvo que la mayor remocion del colorante se logra a una concentracion del 1% Fe (63,95 %)
durante 180 min. Los catalizadores obtenidos alcanzan niveles de remocion realmente altos en
comparacion con catalizadores reportados. En cuanto a las curvas de inactivacion de E.coli, se
encontrd que para los diferentes tratamientos las unidades log UFC/mL bajaron en promedio
entre 1y 2 respecto a la concentracion inicial, sin embargo, el proceso no llega a inactivar por
completo a la bacteria. Conclusion: Se puede determinar que el proceso Fenton heterogéneo
con Fe soportado en carbon activado es eficiente para la remocion de colorantes altamente
refractarios como el Negro Reactivo 5 y el cristal violeta con concentraciones entre 1 y 3% de
Fe. La inactivacion de E.coli, mediante el proceso planteado en el presente trabajo, no es alta
ya que no se logra una disminucion significativa de la poblacién inicial de la bacteria.



1. Introduccion

La contaminacion del agua es uno de los grandes problemas ambientales actuales relacionado
directamente con importantes implicaciones a nivel social y econdémico asi como de salud
publica. Son diversos los tipos y grados de contaminacion presentes en distintos tipos de
efluentes acuosos. A baja escala, se puede mencionar entre muchos otros casos, que los
residuales provenientes de laboratorios de investigacion, docencia y ensayos de prueba
contienen residuos quimicos en los cuales estan presentes compuestos organicos en distintas
concentraciones y combinaciones las cuales los convierten en tdxicos y peligrosos tanto para
su descarga al medio ambiente como para su almacenamiento. Asi mismo, estos residuales
contienen una alta carga microbiana que en la mayoria de los casos supera a las estipuladas
por las legislaciones vigentes (1). En muchos casos, los compuestos quimicos presentes en los
efluentes son refractarios al tratamiento biologico, por lo que la biodegradacién directa del
residual no constituye una verdadera solucion. Por esta razon, se buscan nuevas alternativas de
degradacién que sean econdmicas y efectivas disminuyendo la carga orgéanica y su toxicidad y
buscando garantizar una descarga segura del efluente (2). Uno de los métodos maés
promisorios es el proceso de oxidacién avanzada conocido como proceso Fenton, en el que se
utilizan como reactivos peréxido de hidrégeno y Fe?* haciendo uso de un reactor simple. La
descomposicién del peréxido en presencia de Fe?* genera especies reactivas de oxigeno
(radicales hidroxilo) que degradan la materia organica por lo que mejoran la calidad del agua
tratada (3).

El uso de la reaccidén Fenton heterogénea, utilizando carbén activado como soporte catalitico
mejora el proceso; debido a la mayor area superficial y porosidad del material en comparacion
con otros tipos de sélidos, lo que facilita la interaccion del peréxido de hidrégeno y Fe®,
dando asi como resultado un mayor porcentaje de remocion del contaminante organico (4-5).
Asi mismo, el uso de carbones activados genera una disminucion en el costo de operacion del
tratamiento, debido a que se facilita la separacion del catalizador al finalizar la reaccion y
adicionalmente, al bajo valor agregado de este material (6).

En el presente trabajo, se estudiarad la eficiencia en la degradacion y disminucion de la
toxicidad de aguas que contienen colorantes (Negro Reactivo 5 y cristal violeta) y
microorganismos indicadores de contaminacion fecal (E. coli) aplicando el proceso Fenton
heterogéneo (3). Para este proposito se evaluara la efectividad de catalizadores de Fe/carbén
activado obtenido a partir de biomasa vegetal proveniente de cultivos de rosas.



2. Justificacion:

En la actualidad, se generan residuos provenientes de mas de 10.000 diferentes colorantes
sintéticos en todo el mundo por afio, estos son utilizados ampliamente en las industrias de
impresion, en alimentos y textiles, ademas de tener aplicacion en las identificaciones
histologicas y microbioldgicas. Estos colorantes, en su mayoria son considerados toxicos y
perjudiciales para el ambiente ya que generan cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas
de los ecosistemas, ademas, son perjudiciales para la salud, debido a que son considerados
carcinogenicos (7).

Por otro lado, se sabe de la existencia de agentes microbianos patdgenos en aguas residuales
causantes de una gran cantidad de enfermedades en especial en comunidades vulnerables.
Estos microorganismos pueden ser eliminados por diversos tratamientos, aunque en muchos
otros casos son descargados directamente en el efluente y entran a las aguas receptoras (8).

Para la degradacion de estos compuestos coloreados y microorganismos se deben tener
alternativas econdémicas que posibiliten la degradacion efectiva de la carga sin producir efectos
colaterales. A su vez, el método seleccionado debe contribuir a la economia del proceso
facilitando su operacion en ambientes industriales sin comprometer la efectividad del
tratamiento y asi garantizar una descarga segura del efluente (7).

El tratamiento de compuestos organicos y agentes patdgenos en solucion acuosa, se puede
realizar con procesos de oxidacién avanzada, los cuales se basan en la generacion de especies
reactivas como el radical hidroxilo (OHe) que oxida una amplia gama de contaminantes
organicos de forma rapida y no selectiva. Entre los potenciales procesos de oxidacion se
encuentra la reaccion Fenton, la cual tiene una gran pertinencia debido a la economia en su
implementacion y su efectivo potencial de aplicacion (1). La reaccion Fenton, presenta
numerosas ventajas como su alta eficiencia, simplicidad y limpieza ya que los residuos
generados son inocuos y estables, lo que garantiza una disposicion adecuada de residuos
acuosos (1). Adicionalmente, debido a que en este proceso se pueden usar catalizadores
solidos (reaccidn heterogénea) hay una ventaja en el momento de la separacion del mismo del
medio acuoso tratado, disminuyendo costos en la implementacion. Un ejemplo de lo anterior
son los soportes provenientes de materia organica como el carbdn activado, que le dan una
gran ventaja a este método ya que presenta una amplia disponibilidad y un bajo costo al



provenir de desechos bioldgicos, ademas de unas caracteristicas fisico-quimicas como
porosidad, amplia &rea superficial y propiedades quimicas variables (9).

Con base en lo antes mencionado, en el presente trabajo se estudiara la eficiencia del proceso
Fenton heterogéneo usando catalizadores de Fe soportados sobre carbones activados en la
degradacién y disminucion de la toxicidad de efluentes acuosos simulados que contienen
colorantes como el Negro Reactivo 5 y el cristal violeta, ademas de agentes microbianos
indicadores de contaminacion fecal como E.coli.

3. Referentes conceptual: Marco Teorico.

3.1.Reaccién Fenton:

El proceso Fenton es un proceso de oxidacion avanzada (POA) en el que se utilizan como
reactivos peroxido de hidrégeno y sales de hierro (10). La reaccion se inicia con la
descomposicion catalitica del H,O, en medio &cido seguido por la transferencia de un electron,
dando lugar a Fe** y un radical OHe de alta reactividad y baja selectividad (11).

Las ecuaciones generales (1-3) que representan el proceso se presentan a continuacion:

Fe*'+ H,0—>  Fe* + OH + OHe 1.
Fe?* + OF—>  Fe** +OH 2.
OH- + organicos—> productos de degradacion 3.

La reaccion Fenton puede ser de dos tipos: homogénea o también llamada reaccién Fenton
convencional y heterogénea. En la reaccién convencional, el peréxido de hidrégeno diluido
reacciona con Fe** en solucion, produciendo el radical hidroxilo OHe y el ion férrico a valores
de pH cercanos a 3 (11-12). Por otro lado, la reaccion heterogénea se presenta como una
alternativa ante el alto costo del proceso convencional (12). En esta reaccion no se utiliza Fe*
disuelto como catalizador homogéneo, sino el Fe™ heterogéneo mésico o soportado,
adicionalmente algunas veces puede ser mediado por fotocatalisis (11,13).



3.2.Catalizadores para la reaccion Fenton heterogénea

Para la reaccion Fenton es de gran importancia la seleccion del catalizador ya que este debe
permitir una alta actividad catalitica con una baja concentracion de hierro lixiviado (14). Entre
las caracteristicas que se deben tener en cuenta en el momento de escoger un catalizador son la
resistencia quimica, la actividad catalitica, el pH de trabajo y, en especial, la ausencia de
lixiviacion del Fe (15). La reaccion puede realizarse con catalizadores que incluyen éxidos de
Fe** inmovilizados en una larga variedad de soportes sélidos (16). Entre estos se encuentran,
las peliculas de Nafion, las resinas basadas en Fe?* y Fe®*, el hierro inmovilizado en
aluminatos, arcillas u 6xidos de minerales (16-17). Asi mismo, se reporta el uso de diferentes
catalizadores, soportados en carbén activado logrando una alta eficiencia en los procesos de
degradacion de pesticidas altamente refractarios a traves de la reaccion Fenton (18). De la
misma manera, también se ha reportado el uso de éxidos de hierro presentes en la matriz del
suelo tales como la goethita (a-FeOOH), hematita (a-Fe,O3), magnetita (FesO4) y/o
ferrihidrita (a —Fe10015.9H,0) (11-18).

El estudio de Ramirez J et. al. (19) emplea dos tipos de carbon activado: uno preparado a
partir de subproductos agroindustriales y el otro un aerogel de carbono. Los autores sefialan
que la selecciodn del catalizador debe estar basada en caracteristicas del catalizador tales como
el tamafio de grano y de particula de Fe, la distribucion del Fe en la superficie, el area
superficial y el volumen del poro del soporte.

3.3.Tratamiento de aguas residuales con la reaccion Fenton

Para el tratamiento de aguas residuales, generalmente se utilizan métodos tradicionales entre
los que se encuentra la floculacién o la coagulacién, la separacion por membrana y la
adsorciéon por carbdn activado, los cuales no generan una solucion completa al problema;
debido a que en estos se pueden producir productos como los lodos, provocando asi que la
contaminacion se transfiera de un lado a otro (20).



Como ya se menciono, dentro de las técnicas mas promisorias y mas ampliamente utilizadas
se encuentra el sistema Fenton, debido a que genera una completa degradacion de las
moléculas organicas contaminantes ya que las desmineraliza, disminuyendo su toxicidad y
dando como resultado la conservacion de los efluentes acuaticos (20-21). Con base en esto, la
oxidacion catalitica de compuestos organicos biorecalcitrantes, es una técnica viable empleada
para la descontaminacion de aguas residuales a baja escala. Uno de los muchos ejemplos
reportados en la literatura es el de Benatti C et. al. (22), quienes trataron aguas residuales de
laboratorios de docencia mediante la reaccién Fenton con catalizadores de Fe?* obteniendo
excelentes resultados para la degradacién de compuestos polifendlicos.

En el presente trabajo se propone el uso de la reaccion Fenton heterogénea en el tratamiento de
dos colorantes (Negro Reactivo 5 y cristal violeta) y de microorganismos indicadores de
contaminacion fecal (E. coli). A continuacion se dan detalles de los sistemas de estudio.

3.4.Colorantes: Negro Reactivo 5y cristal violeta

Los colorantes son sustancias organicas cromoféricas de color intenso que por lo general
imparten un color a una sustancia incolora, o a un sustrato por medio de una absorcion
selectiva de luz (23-24). En su estructura, los colorantes presentan por lo general anillos
aromaticos los cuales presentan uniones a grupos de tipo mono o di- azos altamente reactivos
en los medios acuosos. Adicionalmente, estos compuestos pueden presentar combinaciones
con grupos reactivos de tipo tricloropirimidinas, vinil-sulfones, difluorocloropirimidina y
clorotrazinas (20-24).

Un ejemplo de colorante di-azo es el Negro Reactivo 5 (Tetrasodio-4-amino-5-hidroxi-3,6
(Bis (4-2- (sulfatnatooxi) (Etilsulfonil) Fenil) Azo)- Naftaleno-2,7-Disulfonato), el cual es un
di-azo sulfonico compuesto por un complejo auxocromo-cromoforo, constituido por el grupo
azo (dos atomos de nitrdgeno unidos por un triple enlace) y anillos aromaticos unidos a este
(Figura 1, izquierda). El colorante presenta en su estructura un grupo sulfato (-NaSQO3), el cual
determina la solubilidad del compuesto; Se ha demostrado que la LDs, es cercana a 14000
mg/kg y que es irritante al contacto con la piel (26). Este colorante es de gran importancia ya
que es utilizado comunmente en la industria textil y presenta un nivel de contaminacion
ambiental alto debido a que mas del 15 % de su contenido va directo a aguas residuales y
causa un alto impacto en el ambiente (26).



Por otra parte, el Cristal Violeta, un trifenil metano compuesto de violeta basica, cloruro de
hexametilpararosanilina y violeta de metilo (Figura 1, derecha); se utiliza ampliamente en la
industria textil, ademas de ser un agente de tincion bacterioldgico e histopatoldgico (27), es
considerado un veneno mutagénico y mitético, por lo que es de gran preocupacion a nivel de
salud publica y ambiental (28).
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Figura 1. Formula estructural del Negro Reactivo 5 (izquierda) y cristal violeta (derecha).

3.5.Tratamiento de los colorantes con la reaccion Fenton

Es muy poco lo que se encuentra en la literatura sobre la degradacién de estos dos tipos de
colorantes empleando la reaccion Fenton. En nuestra revision solamente encontramos que
Chen C et. al (29) realizaron el tratamiento de un agua residual contaminada con cristal violeta
proveniente de una industria textil, para este proposito manejaron diferentes tratamientos en
los que se combinaba el pH, la concentracion de H,O, y el catalizador dando como resultados
que la mayor eficiencia en la remocion se lograba a bajos pH cuando empleaban
concentraciones altas de Fe (>1.3 g/L). Asi mismo, demostraron que la degradacion de este
colorante llevaba a la formacion de compuestos intermediarios que generan diferentes rutas de
degradacion.

A partir de la busqueda bibliografica que se realizo se concluye que el tratamiento de este tipo
de contaminantes es novedoso y altamente pertinente dada la elevada toxicidad de estos dos
compuestos mencionada anteriormente.



3.6.Microorganismos en aguas residuales

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias representan un gran riesgo y son la
principal causa de muerte en nifios y adultos jovenes. Segun informacién de la Organizacion
Mundial de la Salud, considerando Unicamente las enfermedades diarreicas frecuentemente
asociadas al consumo de agua o alimentos contaminados, aproximadamente 2 millones de
personas mueren cada afio siendo mayoritariamente nifios menores de 5 afios (30).

Uno de los mayores problemas con las aguas residuales o negras, es que estas son usadas
generalmente para riego agricola o de consumo humano para aquellas personas o poblaciones
que viven cercanas a sus vertederos. Esto genera que en la mayoria de casos se presenten
cuadros clinicos como infecciones en la piel o problemas gastrointestinales de tipo diarreico,
este ultimo generado por la presencia de microorganismos de tipo parasitario como Giardia sp
y Entamoeba histolytica y de tipo bacteriano por coliformes fecales como E.coli (31).

3.7.Tratamiento de microorganismos con la reaccién Fenton

La reaccion Fenton al ser un proceso degradador y de disminucién de la toxicidad de materia
organica puede ser utilizado para una gran variedad de aplicaciones entre los cuales se puede
incluir la inactivacion de E.coli en aguas de rios y pre-potables (10). Desde este punto de vista,
el proceso Fenton es particularmente atractivo ya que es capaz de degradar completamente y
convertir en productos inocuos y/o biodegradables a un amplio espectro de microorganismos
(32-33).

Para el caso de las bacterias, como E.coli los radicales OH+ producidos en la reaccion Fenton
pueden generar un dafio celular conocido como peroxidacion lipidica, en el cual se da la
interaccion del OHe con los acidos grasos poli-insaturados que componen los fosfolipidos de
las membranas dando como resultado un dafio oxidativo celular (34).

En la Pontificia Universidad Javeriana, el grupo de Microbiologia Ambiental ha realizado
importantes esfuerzos en el tratamiento de microorganismos patogenos, incluyendo E.coli,
mediante métodos avanzados de oxidacion logrando resultados muy prometedores (35). No
obstante, el esfuerzo debe continuar y los sistemas deben estudiarse a fondo dado que la
literatura reportada sobre el tema es escasa.



3.8.Pruebas de ecotoxicidad.

Son una herramienta alternativa para la evaluacion de la toxicidad de las aguas y la
Biodegradabilidad, después de los tratamientos tanto bioldgicos como fisico-quimicos, como
lo afirma Oller I et. al. (33); estos pueden generar sustancias intermediarias, las cuales pueden
llegar a ser toxicas en el momento de su descarga al medio ambiente.

En este tipo de pruebas toxicologicas es recomendado utilizar organismos representativos de la
cadena tréfica y del ambiente en el que se esté estudiando, por ejemplo Lactuca sativa como
indicador vegetal, Hydra attenuata, Daphnia magna como indicador animal (36) y como
indicadores bacterianos se encuentra Staphylococcus aureus, Pseudomona fluorescens,
Pseudomona putida y Vibrio fischeri.

La especie H. attenuata es empleada como organismo de prueba por la facilidad de su cultivo
en laboratorio, su rapida reproduccién, su estructura primaria (ectodermo, mesodermo y
endodermo), que favorece el intercambio intra e intercelular y su potencial para la deteccién
de compuesto toxicos, asi como por presentar cambios morfoldgicos facilmente reconocibles
bajo condiciones progresivas de intoxicacion .Los ensayos de toxicidad con H. attenuata
permiten determinar subletalidad y letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales
domesticas e industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable y agua
de poro de sedimentos, entre otros (37).

En este trabajo, se emplearon algunos de estos organismos para evaluar la toxicidad de
posibles productos generados durante los tratamientos Fenton a los sistemas de estudio.

4. Obijetivos:

4.1.0Objetivo general:

Realizar el tratamiento de aguas que contienen colorantes (Negro Reactivo 5 y cristal violeta)
y microorganismos indicadores de contaminacién fecal (E.coli) mediante el sistema Fenton
heterogéneo empleando catalizadores de Fe soportados sobre carbon activado obtenido a partir
de biomasa vegetal.



4.2.0bjetivos especificos:

» Determinar el efecto de la concentracion de Fe (%m/m) de los catalizadores soportados
sobre carbon activado empleados en el tratamiento de aguas mediante el proceso
Fenton, para la degradacion de los colorantes Negro Reactivo 5 y cristal violeta.

> Determinar el efecto de la concentracion de Fe (%m/m) de los catalizadores soportados
sobre carbon activado empleados en el tratamiento de aguas mediante el proceso
Fenton, para la inactivacién de E.coli.

» Evaluar la posible toxicidad generada por el sistema Fenton empleando catalizadores
Fe/carbon activado por medio de bioensayos con Hydra attenuata.

5. Metodologia

5.1.Sintesis de los carbones activados

Los carbones activados fueron obtenidos a partir de la biomasa residual de rosas colombianas
por medio de pirolisis a alta temperatura (400°C/1h), seguida de activacién quimica con NaOH
en relacion 1:1 en peso. Se hizo uso del equipo de pirolisis construido en el Departamento de
Quimica de la Pontificia Universidad Javeriana (ver anexo 1).

5.2.Sintesis de los catalizadores de Fe

Los catalizadores se sintetizaron por la técnica de impregnacion himeda incipiente a partir de
Fe(NOg3)3-9H,0 en proporciones de 1, 3, 5y 10 % m/m del metal. La calcinacion se llevo a
cabo en atmosfera de N, a 400 °C por 2 h.

5.3.Caracterizacion de los catalizadores



La caracterizacion de los catalizadores se realizo por Infrarrojo con el fin de determinar los
principales grupos funcionales presentes en la superficie y por medio de titulaciones
volumétricas con NaOH y HCI (titulaciones Boehm) para determinar las caracteristicas acido-
bésicas del carbén activado.

5.4.Preparacion del banco de trabajo de E.coli

Para la realizacion de las curvas de inactivacion de E.coli se realizd un banco de trabajo que
consta de 100 viales con un volumen de 1000 pl cada uno, el contenido corresponde a una
suspension de E.coli ATCC con una concentracion de 27 x10 UFC/ml en caldo BHI, con
glicerol al 25%. El almacenamiento se llevé a cabo en nevera a una temperatura de 2 °C.

5.5.Reaccién Fenton

Los experimentos en el proceso Fenton se realizaron en un reactor tipo Batch de vidrio (ver
anexo 2) empleando colorantes (Negro Reactivo 5 y cristal violeta) disueltos en agua destilada
con una concentracion de 10 ppm.

Se realizaron experimentos preliminares con diferentes cantidades de catalizador Fe /carbdn
activado (0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 25 mg/ml, 5 mg/ml) para
determinar la concentracién adecuada de trabajo. Luego se realizaron los tratamientos con la
concentracion determinada de catalizador Fe/carbon activado, pH=3,7, temperatura igual a
20£2 °C y presion atmosférica. El alimento del reactor fue de 2 L/h de aire y 0,1 mL/h de
H,0, 0,1 M. Posteriormente, se realizaron las curvas de remocién durante 3 h e inactivacion
durante 1 h con muestreos seleccionados en funcion del tiempo. Los controles utilizados
fueron: carbon activado sin Fe, el uso de H,O, y un tratamiento Fenton homogéneo con FeSO4
(10ppm). El seguimiento del proceso Fenton para la degradacién de los colorantes se
monitored por colorimetria a una longitud de onda de 590 nm.

Para las pruebas de inactivacion de E. coli se realizaron dos curvas preliminares por una hora
con el carbén activado sin Fe** y una con H,0, solamente. Posteriormente a estas curvas se
realizaron tratamientos con 50 mg de catalizador Fe /carbon activado, pH: 3,7, temperatura
igual a 25 °C y presion atmosférica. El seguimiento del proceso Fenton de inactivacion fue



llevado a cabo por la técnica de conteo por microgota en agar Tripticasa de soja.
Adicionalmente se realizé un control con tratamiento Fenton homogéneo con FeSO,.

Con el proposito de estimar la eficiencia de los mejores catalizadores soportados sobre carbon
activado obtenidos en este presente trabajo frente a un catalizador ya reportado y cuya
actividad y selectividad ha sido comprobada, se emple6 una arcilla pilarizada con Fe (10%)-
Ce ( 1%) sintetizada mediante el método utilizado por Carriazo J et. al. (38).

5.6.Ensayos de toxicidad de los colorantes Negro Reactivo 5, cristal violeta y E.coli

A partir de los resultados obtenidos en las curvas de degradacion e inactivacion se realizaron
montajes para tratar nuevamente el agua hasta obtener la inactivacion y remocién previamente
definidas por las curvas, luego se retird el agua tratada para realizar ensayos de toxicidad
aguda empleando Hydra attenuata (39).

5.7.Muestreo durante la reaccién Fenton

El tipo de muestreo que se llevo a cabo es de tipo no probabilistico por conveniencia; esto
debido a que se buscé tomar las muestras en unos intervalos de tiempos regulares, escogidos
considerando como tiempo cero el comienzo de la adicion de H,O,. EI nimero de tratamientos
a realizarse incluyo tres controles y cinco concentraciones diferentes de Fe** en el catalizador.
En la tabla 1 se presentan los detalles de los muestreos que se realizaron:

Tabla 1. Detalle del nimero de muestras a realizarse por cada procedimiento.

. Veces a Total de
L Numero de .
Poblacion Muestra . realizar la muestras por
tratamientos
prueba prueba

Colorante 7 muestreos en
Negro . 9 2 126
) tratamientos de 3 h
Reactivo 5
Colorante 7 muestreos en
cristal violeta tratamientos de 3 h

Suspension 9 muestreos en 6 2 108

9 2 126




bacteriana de tratamientos de 1 h
E.coli
Después de 4 h para
Prueba de colorantes y 6 1 6
toxicidad después de 1 h para
E.coli
Total de muestras 366

6. Resultados y discusion

6.1.Efecto de la cantidad de carbdn activado en la remocion de los colorantes

Como parte de la metodologia propuesta, se determiné el efecto de la cantidad de carbdn
activado en la remocion de los colorantes. Lo anterior con el fin de estimar la proporcion
carbon activado/muestra mas pertinente para realizar las curvas de eliminacion puesto que un
exceso de carbon activado puede causar que la remocion sea total y exclusivamente por
adsorcion impidiendo establecer valores de conversion comparables cuando se realiza el
proceso Fenton, en tal sentido, se prefieren cantidades que generen porcentajes de remocion
bajos.

En el caso del Cristal violeta se probaron cantidades desde 0,05 mg/mL hasta 5 mg/mL. En la
Figura 1 es posible observar que por encima de 0,5 mg/mL la adsorcion del colorante es total
con tiempos inferiores a 100 min. indicando la fuerte afinidad del carbédn activado con el
cristal violeta a pH=3,7. Lo anterior es coherente con lo expuesto por Senthilkumaar S et. al.
(40), quienes afirman que un incremento en la concentracion de carbén activado aumenta la
remocion del cristal violeta debido a una mayor &rea expuesta para la adsorcion y a la afinidad
de la superficie por el colorante dada su estructura molecular .

Por otra parte, con concentraciones menores a 0,25 mg/mL se encontraron porcentajes de
eliminacion menores al 20%. Estos valores de remocion son, de acuerdo con nuestro criterio,
adecuados para realizar la reaccion Fenton dado que con porcentajes de remocion bajos sera
posible ver el efecto que tenga el proceso minimizando la eliminacion causada por la
adsorcion. Con base en esto, se seleccion6 la concentracion de 0,25 mg/mL (50mg de carbén
activado).
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Figura 2. Porcentaje de eliminacion de las diferentes cantidades de carb6n activado para el colorante
cristal violeta.

Para el caso del Negro Reactivo 5 las cantidades de carbdn activado probadas fueron de 0,05
mg/mL y 0,25 mg/mL, las cuales fueron seleccionadas con base en los resultados discutidos
anteriormente para el cristal violeta. En estos experimentos (ver figura 3), se pudo determinar
que para estas concentraciones los porcentajes de remocion por adsorcion son inferiores al
20% presentando menores errores en la determinacion cuantitativa cuando se usa 0,25 mg/mL.
Con el prop6sito de unificar condiciones de andlisis para los dos colorantes, para el Negro
Reactivo 5 también se seleccion6 0,25 mg/mL.
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Figura 3. Porcentaje de eliminacion de las diferentes cantidades de carb6n activado 0% para el
colorante Negro Reactivo 5.

No obstante, pese a que la concentracion adecuada de carbon activado fue la misma para
ambos, es posible apreciar que la capacidad de adsorcion por parte del carbén activado es
diferente para cada colorante observandose que para el Negro Reactivo 5 se origina un mayor
porcentaje de eliminaciéon en un menor tiempo (ver figuras 2 y 3). Este resultado se puede
explicar con base en el tamafio de la molécula del colorante; ya que como lo menciona Wang
S et al. (41), la capacidad de adsorcion y el tiempo necesarios para llevar a cabo este proceso
estd determinada por el tamafio de la molécula de los colorantes, esto debido a que entre
mayor sea el tamafio menor capacidad de penetrar los poros del carbdn activado lo que limita
su adsorcién en la superficie, mientras que las moléculas pequefias pueden ingresar por los
poros del carbdn activado facilmente incrementando la eliminacion.

Tan | et al. (42) afirman que en las primeras horas de adsorcion las moléculas del colorante se
enfrentan a un efecto de capa limitante que luego sera superado para poderse difundir por la
parte interna porosa del carbdn activado. Lo anterior lleva a deducir el posible mecanismo



llevado a cabo durante los procesos de adsorcion de los dos colorantes, demostrando ademas
con base en los resultados obtenidos que para el Negro Reactivo 5 este proceso se lleva con
mayor facilidad que para el cristal violeta.

6.2.Caracterizacién del carbén activado

La caracterizacion del carbon activado se llevo a cabo mediante la determinacion de acidez y
de basicidad por el método de Boehm (43), el cual permitié determinar que el carbén activado
utilizado en este estudio es principalmente de caracter basico como lo muestra la tabla 2. El
caracter béasico del carbdn activado es evidente cuando se le pone en contacto con agua ya que
en el momento de su adicion los valores de pH se aumentan drasticamente hasta 8.5y 9.0. Esta
caracteristica dificulta el ajuste del pH al inicio del proceso Fenton pero puede favorecer rutas
de oxidacion que involucren la presencia de sitios basicos en la superficie del material. El
caracter basico del carbon activado puede deberse al proceso de activacion con NaOH que
posiblemente genera gran cantidad de grupos hidroxilados terminales de caracter basico de
Lewis.

Tabla 2. Resultados de la determinacién del caracter acido-basico del carbdn activado por el método
Boehm.

Grupos acidos (meqg™) | Grupos basicos meqg™
0,07246 + 0,00100 0,1408 + 0,0008

Bastidas M et. al. (44) reportan que para carbones activados obtenidos a partir de precursores
carbonosos se obtienen valores para los grupos basicos entre 0,041 y 0,206 meqg™.
Adicionalmente, Pirajan J et al (45), en su estudio de adsorcion de Fenol y 3-Clorofenol sobre
carbones activados mediante calorimetria de inmersion, demuestran que por medio de pirolisis
para la obtencion de carbones activados, estos adquieren un caracter basico con valores entre
0.53 y 0.79 meqg™. Los valores obtenidos en este trabajo indican que el carbén activado
presenta un caracter basico moderado dentro los valores reportados para materiales similares.



La caracterizacion del carbon activado se hizo mediante la técnica de infrarrojo con el objetivo
de determinar los principales grupos funcionales presentes en su superficie. El espectro (ver
Figura 3) permite establecer que en su mayoria se encuentran grupos -OH (3600 cm™ y 1400
cm™) posiblemente de compuestos fenélicos, -COOH (3000 cm™), -C-H (1400 cm™) y enlaces
C=C aromaticos (1600 cm™) (ver Figura 4).

Los grupos funcionales encontrados para el carbon activado empleado en el presente trabajo
son coherentes con los encontrados en estudios reportados en la literatura. En efecto, los
estudios de Pedrozo O et. al. (46) y Xiao H et. al. (47) muestran que los principales grupos
encontrados en los carbones activados obtenidos de bagazo de cafia son C=0 para éteres a
1200 cm™, alcoholes a 1049-1276 cm™, -OH fendlicos en 1100 cm™ y 3400 cm™, C=C
aromético 1585-1600 cm™, C-H alifatico a 2900 cm™, 4cidos carboxilicos 1150 cm™, 1700 cm”
'y 3400 cm™ (42).
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Figura 4. Infrarrojo del de carbén activado (negro) y del carbén activado luego de la adsorcion de
Negro Reactivo 5 (rojo)

Por otro lado, en la figura 4 se puede ver el espectro infrarrojo del carbon activado luego de la
adsorcion del Negro Reactivo 5. El espectro presenta sefiales correspondientes a los
principales grupos funcionales del colorante que son: anillos arométicos (1600 cm™), C=C
aromatico (1500 cm™), grupos sulfénicos (1150 cm™), grupo azo (2200 cm™), aminas primaria
(3500 cm™) y C-H de anillo aromético (3100 cm™). Comparando el espectro presentados en la
Figura 4 con el del colorante, se puede ver que el pico de los grupos azo es de menor
intensidad cuando estd adsorbido, esto nos lleva a proponer que durante la adsorcion del



colorante, el grupo azo tiene gran trascendencia en la interaccion de la molécula con la
superficie del carbén activado.

Para corroborar los datos anteriores en el estudio de Ip A et. al. (48) muestra que en los
procesos adsortivos del colorante Negro Reactivo 5, se da un efecto disociativo de la
molécula, que conlleva a la formacién de puentes de hidrogeno entre los grupos carboxilico y
fenolico presentes en la superficie del carbdn activado y los grupos NH;, S, -OH presentes en
la molécula del colorante.

En el caso del carbén activado luego de la adsorcion del cristal violeta (ver Figura 5), el
espectro infrarrojo muestra sefiales correspondientes a aromaticos (3100-1550 cm™), C=C,
anillos aromaticos (1600 cm™), grupos -CHs (1300 cm™), aminas aromaticas (1170-1800 cm’
1, grupo CH, (700 cm™) y C-H alcanos (300 cm™). Se puede ver que existe una relacion
significativa entre los grupos funcionales encontrados en el infrarrojo y los presentes en la
estructura molecular del colorante. No obstante, estos espectros no son contundentes en
proporcionar informacion acerca del tipo de interaccion que ocurre entre el cristal violeta y el
carbdn activado por lo que se cree que es de tipo fisica a través de interacciones electrostaticas
en el interior de los poros del material (40).
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Figura 5.nfrarrojo del de carbdn activado y del carbon activado luego de la adsorcién de cristal violeta.

6.3.Reaccion Fenton para la eliminacion del Negro Reactivo 5

En la figura 6 se presentan los resultados del proceso Fenton para el Negro Reactivo 5
empleando los catalizadores de Fe con diferentes cantidades nominales. En posible observar



que para todos los catalizadores existe un mayor porcentaje de eliminacion en un menor
tiempo en comparacion con el proceso de adsorcion discutido anteriormente y con el uso de
peréxido de hidrégeno sin catalizador. Los resultados permitieron comprobar que la
combinacion de H,O, méas Fe soportado en el carbon activado da como resultado el
incremento en el porcentaje de eliminacion.

Nuestro estudio nos indicé ademas, que existe una fuerte influencia de la velocidad de adicién
y de la cantidad agregada de H,O; sobre los porcentajes de remocion alcanzados. En efecto, la
literatura reafirma estos resultados dado que Lucas M et. al. (49) evaluaron diferentes
concentraciones de peréxido y determinaron que la adicién de H,O, entre 0,5 x 10°y 2 x 107
mol/L incrementaban la decoloracion hasta un porcentaje de 86% a 96% respectivamente en
20 min., sin embargo, un incremento de la dosis de H,O, por encima de estos valores causd
una disminucion de la degradacién del colorante.

Por otro lado, cuando la concentracion de Fe aumenta se registra un incremento en el
porcentaje de eliminacion dentro del rango de 0 a 3% de Fe observandose que el mayor
porcentaje de eliminacion (85 %) se di6 con el catalizador de 3% de Fe alcanzandose en un
tiempo de 20 min (ver figura 6).

No obstante, con los mayores porcentajes de Fe (5 y 10 %) se observan bajos porcentajes de
eliminacién. Es probable que el exceso en la concentracién de Fe pueda generar un efecto
inhibidor en la formacion de radicales OHe ya que da lugar a la disminucion de la eficiencia
del proceso debido a la activacion de reacciones secundarias no deseadas (50-51).

Hui-Sun J et. al. (51), afirman que el uso de altas concentraciones de hierro puede conducir a
la retencion de radicales hidroxilo por el Fe y afectar la tasa de disminucién de degradacion
del contaminante. Lo anterior podria sugerir que el comportamiento observado en el
tratamiento con altas concentraciones de Fe presenta una cinética mas lenta para que se
alcance el maximo porcentaje de eliminacion lo cual es coherente con nuestros resultados.

Por otra parte, las grandes concentraciones de Fe pueden favorecer la formacion de agregados
de particulas del metal activo de mayor tamarfio los cuales pueden blogquear la porosidad del
carbdn activado y consecuentemente deterioran el area superficial del material disminuyendo
la actividad del catalizador en el proceso Fenton (39).
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Figura 6. Porcentaje de eliminacion de los diferentes tratamientos para el Negro Reactivo 5 Vs tiempo
de reaccion en minutos

En nuestro trabajo, se evalud el porcentaje de eliminacion del Negro Reactivo 5 empleando
una arcilla pilarizada con Fe-Ce la cual ha sido reportada como un catalizador muy activo y
selectivo en procesos Fenton (38). Kim S et. al. (52) demostraron que el tratamiento Fenton
del Negro Reactivo 5 con una arcilla pilarizada puede llegar a remover el colorante de manera
significativa en los primeros 20 minutos.

Los resultados se compararon con el catalizador que contiene 3% de Fe soportado sobre
carbon activado que fue el que presentd6 mayor actividad de la serie que se obtuvo en el
presente trabajo. Bajo las condiciones empleadas en esta investigacion y empleando una
concentracion de 0,25 mg/mL para ambos catalizadores, claramente se observa que el



catalizador soportado sobre carbdn activado presenta un porcentaje de eliminacion
considerablemente mas alto que la arcilla pilarizada lo cual hace evidente que el tratamiento

desarrollado en nuestro trabajo presenta una alta efectividad para la remocion de Negro
Reactivo 5 (ver figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de eliminacion de los tratamientos con arcilla pilarizada y 3% de Fe para el
Negro Reactivo 5 Vs tiempo de reaccion en minutos.

6.4.Reaccion Fenton para la eliminacion del cristal violeta

Los resultados para la remocion del cristal violeta indicaron que la mayor degradacion se
alcanza con el tratamiento que utiliza al catalizador con 1% de Fe (ver Figura 8) demostrando
ademas que para este colorante y con esa concentracion de Fe, se necesitan mas de tres horas

de tratamiento para que se llegue a dar una remocion comparable con la obtenida para el
Negro Reactivo 5.



En este caso, se observo que un incremento en el porcentaje de Fe no necesariamente significo
un aumento en los porcentajes de remocion de hecho se observa una disminucion en funcién
del contenido de Fe por encima del 1%. Estos resultados indican la fuerte influencia en el
tamafio de agregado del sitio activo en la degradacién de esta molécula.

Por otro lado, observando la figura 8 se pudo determinar que este colorante logra su mayor
porcentaje de remocidn con el carb6n activado indicando que el proceso que se esta llevando a
cabo es preferencialmente por un mecanismo de adsorcion caso contrario con lo sucedido con
el Negro Reactivo 5 esto es debido a que la estructura molecular del cristal violeta es de menor
tamafio lo que facilita su ingreso y adsorcion en el carbon activado (41-42). Eso es un claro
indicio de que el cristal violeta es una molécula de dificil degradacion quimica.
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Figura 8. Porcentaje de eliminacion de los diferentes tratamientos para el cristal violeta Vs tiempo de
reaccion en minutos



Con base en lo anterior y teniendo en cuenta el estudio de Ramirez J et. al. (19) en el cual se
afirma que la distribucion del hierro sobre el carbdn activado puede llegar a no ser homogénea
por los diferentes tamafios de poro del carbén activado y los altos contenidos de Fe,
consideramos que para el caso del cristal violeta al ser la adsorcién el mecanismo preferente
de remocién, el Fe presente en el soporte pudo llegar a bloquear los sitios activos de adsorcién
del carbon lo que se tradujo en una disminucion de la eliminacion alcanzada. Al respecto se
afirma que la actividad catalitica de este tipo de materiales depende del tamarfio de particula,
alta area superficial y volumen de poro especifico. Adicionalmente, es posible que el area de
contacto del Fe especialmente a altas concentraciones no era la adecuada desfavoreciendo la
reaccion con H;0O, (19).

En contra posicion a los resultados obtenidos, se encuentra el estudio de Chen C et. al. (29),
quienes al someter al cristal violeta a un tratamiento Fenton heterogéneo con carb6n activado
granular, obtuvieron que la mayor remocion del colorante se da por la combinacion de carbon
activado, Fe y H,O, y una menor remocion cuando se usa el carbon activado solo. Este estudio
lleva a suponer que el cristal violeta puede ser removido por el método Fenton siempre y
cuando el carbdn no favorezca la adsorcion del colorante y el Fe sea distribuido de una forma
uniforme sobre la superficie del soporte.

Los resultados del proceso Fenton con la arcilla pilarizada comparada con el proceso
empleando el catalizador del 1% de Fe (ver Figura 9) indican que existe una diferencia
significativa entre los dos métodos, demostrando asi que aunque la degradacion por parte del
carbon activado y Fe no es superior al 60%, la arcilla pilarizada no alcanza a tener un
porcentaje de remocién mayor del 20%. Esto es un indicio muy contundente que el método
empleado en el presente trabajo alcanza niveles de eficiencia bastante altos.
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Figura 9. Porcentaje de eliminacion de los tratamientos con arcilla pilarizada y 1% de Fe** para el
cristal violeta Vs tiempo de reaccién en minutos

6.5.Reaccion Fenton para la inactivacion para E.coli

Para el tratamiento Fenton de E. coli se realizaron curvas de inactivacion preliminares por una
hora con el carbon activado sin Fe y carbon activado sin Fe con perdxido. Los resultados

obtenidos indicaron que no hubo una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos
(ver figura 10).

Estos resultados comparados con los reportados por Mazille F et. al. (53) en donde evaluaron
Fe soportado en botellas PET en presencia de H,O,+luz como sistema heterogéneo y Fe*3+
H.O,+luz como sistema homogéneo, indican que no se alcanzd inactivacion mediante el
método planteado. En efecto, los investigadores citados observaron una gran inactivacion
bacteriana especialmente en el sistema homogéneo en donde las especies de hierro disueltas

llegan a ser absorbidas en la superficie de la bacteria e incluso entrar en el medio intracelular
causando su muerte.

En nuestro caso para ninguno de los tratamientos realizados en este trabajo (tanto homogéneo
como heterogéneo) se presentd una disminucion de la concentracidn bacteriana manteniéndose



constante en el rango de 10 unidades Log UFC/ml a 8 unidades Log UFC/ml. Adicionalmente,
para los tratamientos con el carbon activado solo, se observa que tampoco hubo eliminacion
de E.coli, lo que sugiere que el proceso de adsorcion no se lleva a cabo, posiblemente porque
el tamafio del poro del carbon activado es menor que el de E.coli.

Spuhler D et, al. (54), afirman que la mayor inactivacion celular se logra por una reaccion
Foto-Fenton en presencia de H,0,. Ademas, afirman que en ausencia de luz no se observa un
efecto bactericida, por lo que el peréxido mas la luz UV tiene un efecto sinérgico donde
participa la enzima catalasa, que es importante para la defensa celular contra el estrés
oxidativo.
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Moncayo A et. al. (55) afirman que la baja disminucion bacteriana obtenida en su trabajo se
debe al conjunto de proteinas que conforman la membrana celular de E. coli, las cuales le
confieren una resistencia marcada a condiciones de estrés, como la hiperosmolaridad, la acidez
y la escases de nutrientes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el tiempo de tratamiento
también es un factor que influye en el proceso de inactivacion bacteriana; ya que tomando
como referencia el mismo estudio nombrado anteriormente se presenta una mayor inactivacion
con 3 h de tratamiento. El proceso llevado a cabo en el presente estudio, se realizo por 1 h, lo
gue no permitiria que se generara el ataque oxidativo por parte de las especies reactivas de
(OH-) sobre la membrana celular de E.coli (peroxidacion lipidica) y por consiguiente no se
produce la muerte celular (34-35).

6.6.Pruebas de ecotoxicidad con Hydra attenuata.

Las pruebas de toxicidad nos permitieron determinar que para las muestras con el
colorante negro reactivo 5 sin tratamiento Fenton se obtuvo una mayor toxicidad
comparada con la del cristal violeta (ver tabla 3). Los resultados muestran que para el
primer colorante se presenta un % de subletalidad de 22,2% al 50% (dilucion), mientras
que para el segundo se presentd un % subletalidad del 22,2% al 100% (dilucién); esto
significa que para el negro reactivo 5, aun diluyendo la muestra a la mitad, se genera un
cambio morfologico al 22,2 % de la poblacion de Hydra attenuata, mientras que para el
cristal violeta sin hacer la dilucién se alcanza el mismo porcentaje de subletalidad.

Este fendbmeno se puede explicar con base en las estructuras moleculares y los grupos
funcionales presentes en cada unos de los colorantes; ya que como se sabe el negro
reactivo 5 cuenta con grupos Azo (N=N) los cuales segln lo reportado por la literatura son
altamente toxicos y carcinogénicos (56).

Por otro lado, Meric, S et. al. (57) reportan que el negro reactivo 5 logra ejercer un efecto
negativo (inmovilizacion del 25%) sobre Daphnia magna después de una concentracion de
75 ppm. Lo anterior sumado con los resultados obtenidos en el presente estudio, nos lleva
a deducir que el colorante es realmente toxico; ya que a partir de concentraciones de 10
ppm (utilizadas en esta investigacion), se generan efectos perjudiciales sobre los
organismos utilizados para este tipo de pruebas los cuales sirven de modelos de
representacion de los ecosistemas (ver tabla 3)



En el caso del colorante cristal violeta se evidencia que aunque no se muestra una
toxicidad tan elevada como para el negro reactivo 5 se logra ejercer un efecto negativo
sobre Hydra attenuata. Comparado los resultados anteriores con lo obtenido por Lee H et.
al (58); en donde la mayor toxicidad se encontrd para el cristal violeta comparado con
otros 16 colorantes azo en los que se encontraba a el negro reactivo 5, se deba
principalmente a la concentracién del colorante; ya que en el estudio se muestra que en
concentraciones por debajo de 0,1 mg/ml se logra la mayor toxicidad (EC,g) por parte del
cristal violeta, mientras que a un concentracion de 10 mg/L (usada en el presente estudio),
los efectos negativos sobre el microorganismos de estudio (E.coli GC2) no son tan altos.
Por el contrario para el negro reactivo 5 las concentraciones de EC,, son de 300- 450
mg/ml.

Con base en lo anterior, cabe resaltar que aunque los organismos de estudio son diferentes
en los dos estudios, se obtienen datos interesantes sobre las concentraciones a las que se
puede considerar toxico el colorante. Adicionalmente, se muestra que no se necesitan de
concentraciones altas del compuesto para lograr un efecto toxico sobre los organismos
modelos de estudio para este tipo de pruebas.

Tabla 3. Resultados de las pruebas de toxicidad con Hydra attenuata para los sistemas estudiados
(en el anexo 7 se pueden observar los reportes correspondientes a estos datos).

Muestra Unidades Resultado
Agua re_5|dual_art|f|C|aI- colorante % de subletalidad 2229 al 100%
cristal violeta 10 ppm
Agua residual artificial- colorante
negro reactivo 5 10 ppm
Agua peptonada con suspension de

% de subletalidad 22,2 % al 50%

E.coli a una concentracién de 10’ % de letalidad 77,8% al 6,25%
UFC/ml
Agua residual artificial- colorante
cristal violeta después de tratamiento | % de letalidad 66,7% al 25%

con Fenton- carbon 1% Fe
Agua residual artificial- colorante
negro reactivo 5 después de
tratamiento con Fenton- carbon 3%
Fe
Agua residual artificial-suspension
de E.coli después de tratamiento con % de letalidad 22,2% al 6,25%
Fenton —carbdn 1% de Fe

% de subletalidad 11,1% al 12,5%




En cuanto a los resultados del colorante cristal violeta, después del tratamiento Fenton al
1%, se evidencid un % de letalidad del 66,7 % al 25%. Lo anterior indica que en este caso
el 66,7 % de la poblacion de Hydra attenuata a dilucion del 25% no presenta cambios
morfoldgicos sino que se genera la muerte. Caso contrario al colorante negro reactivo
después del tratamiento Fenton al 3%, en el cual se evidencid un porcentaje de
subletalidad del 11,1% al 12,5%, lo que indica que en este caso el 11,1% de la poblacion
de Hydra attenuata present6 cambios morfologicos pero no la muerte (ver tabla 3).

Esto nos permite afirmar que el efecto observado puede estar relacionado como los
productos intermediarios producidos durante la degradacién de los colorantes. En el caso
del cristal violeta se forman compuestos principalmente dados por la N-demetilacion del
colorante, como las aminas aromaticas secundarias y N-de-alquilados primarios, los cuales
presentan estructuras similares a las aminas aromaticas de alto poder cancerigeno (7). Por
otro lado, los intermediarios de la oxidacién del colorante negro reactivo 5 son el acido
oxalico y el acido férmico los cuales presentan menor toxicidad para los organismos (59)

Asi mismo, cabe resaltar que para las muestras de los colorantes después del tratamiento
Fenton la toxicidad aumenta, llevando a deducir que los productos intermediarios de la
reaccién de oxidacion de los colorantes son mas toxicos que el mismo colorante en si.

Par los ensayos de toxicidad de E.coli se presenta que la suspension bacteriana sin
tratamiento Fenton tuvo un % de letalidad de 77,8% al 6,5% y con el tratamiento Fenton
presentd una letalidad del 22,2% al 6,5%. Lo anterior lleva a deducir que antes de la
reaccion, la suspensién bacteriana con una concentracién de 10’ UFC/ml es perjudicial
para Hydra attenuata, mientras que después de la reaccién aunque la concentracion de
microorganismos no se disminuye mas de 2 unidades log UFC/ ml se observa que el efecto
no es tan alto como con la suspensidn sin tratamiento.



7. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de grado se concluye:

1. Existe influencia de la cantidad de carbdn activado respecto al residual estableciéndose
que por encima de 0,25 mg/mL se logra una adsorcion completa del colorante a
pH=3,7.

2. En las pruebas de remocion del colorante Negro Reactivo 5 se determind que la
concentracion de mayor actividad para el Fe soportado en carbon activado es del 3 %,
en la cual se observo un porcentaje de eliminacion del 98% en un tiempo de 20
minutos.

3. En las pruebas de remocion del colorante cristal violeta se determind que la
concentracion de mayor actividad para el Fe soportado en carbon activado es del 1%
en la cual se observd un porcentaje de eliminacion del 63 % en un tiempo de 180
minutos. Esto permite establecer que se requiere mayor tiempo de tratamiento para
lograr una mayor degradacion del colorante.

4. Bajo las condiciones empleadas en este trabajo, los catalizadores de Fe soportados en
carbon activado presentan alta actividad frente a la remocion de Reactivo 5 y cristal
violeta mediante el método Fenton en comparacion con otro tipo de catalizadores como
las arcillas pilarizadas con Fe.

5. El proceso Fenton con catalizadores de Fe soportados en carbones activados empleado
en el presente trabajo presenta bajo niveles de inactivacion de E.coli.

6. En cuanto a los ensayos de toxicidad realizados con Hydra attenuata, se determind
que después de los tratamientos Fenton la toxicidad aumenta posiblemente a factores
como los productos intermediarios resultado de la reaccion y la no separacion del
Fe/carbon activado de las muestras.

8. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de grado se recomienda:

» La caracterizacion de las propiedades texturales del carbén activado obtenido (&rea
superficial, volumen de poro, etc).

» La caracterizacion quimica del carbén activado para definir aspectos superficiales que
pueden relacionarse con la actividad catalitica.



» Estudiar métodos de deposicion del Fe sobre la superficie del carbon activado que
puedan mejorar la distribucion y homogeneidad de las especies activas.

» Determinar el tamafio de particula del Fe (en funcion del contenido nominal) por
medio de difraccion de rayos X o microscopia electronica de transmision.

» Realizar la determinacion de Carbono Organico Total y Demanda Quimica de oxigeno
para las pruebas de degradacion de los colorantes.

> Realizar pruebas de inactivacién de E.coli durante tiempos mas prolongados de
reaccion.

» Realizar un estudio detallado de los intermediarios generados durante la degradacion
quimica empleando técnicas avanzadas de analisis.
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ANEXOS

Anexo 1: Montaje para la obtencion de los carbones activados

Descripcion del montaje:

A) Bala de gas de nitrégeno

B) Regulador de flujo de gas

C) Horno de alta temperatura

D) Aceite, para el control del flujo de aire.

E) Regulador de temperatura



Anexo 2: Montaje para la reaccion Fenton

Descripcién del montaje:

A) Biorreactor de 500 ml con VET (volumen efectivo de trabajo) 200 ml
B) Plancha de agitacién magnética: Agitacion 750 rpm

C) pH- metro: pH a 3,7

D) Aire: 2L/h

E) Termdémetro: 25°C

F) Bureta: 10 ml de Peroxido 0,1 M



Anexo 3: Muestra de agua con colorante negro reactivo 5 antes del tratamiento Fenton
con catalizador de 3% Fe** soportado en carbén activado.




Anexo 4: Muestra de agua con colorante negro reactivo 5 después de 3 horas del
tratamiento Fenton con catalizador de 3 % Fe** soportado en carbén activado.




Anexo 5: Muestra de agua con cristal violeta antes (I1zquierda) y después de 3 horas
(derecha) del tratamiento Fenton con catalizador de 1% Fe*" soportado en carbén
activado.




Anexo 6: Recuento de E.coli por la técnica de microgota para la dilucién 10° luego del
tratamiento Fenton con el catalizador 1%Fe. Arriba izquierda: tiempo 0, arriba
derecha: tiempo 20 minutos, abajo izquierda tiempo 50 minutos y abajo derecha:

tiempo 60 minutos.
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