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RESUMEN

El agua utilizada en las plantas de beneficio avicola es susceptible a la contaminacién con
patdgenos como Salmonella spp el cual es un microorganismo de gran trascendencia en
salud publica dada su relacién directa con enfermedades trasmitidas por alimentos. Con
base en lo anterior, en esta investigacion se estudiaron dos procesos de oxidacion
avanzada: fotocatalisis y reaccion Fenton para lograr la inactivacibn de Salmonella spp
presente en agua proveniente del proceso chiller del beneficio avicola. Se evaluaron dos
sistemas: i). fotocatdlisis con peliculas de TiO, dopadas con CuO las cuales fueron
caracterizadas fisica y quimicamente por medio de diferentes técnicas (DRX, SEM-EDS y
AFM) v, ii). Proceso Fenton homogéneo usando FeSO,4/H,0,. Como parte de la metodologia,
se planted la utilizaciéon de un disefio experimental Plackett-Burman para la seleccion de
condiciones de las variables que favorecen el proceso fotocatalitico, y un Plackett-Burman
complementando con un disefio factorial 2° para el caso del proceso Fenton.

Los resultados del disefio experimental Plackett-Burman para fotocatalisis demostraron que
cuando se usan las peliculas modificadas con CuO (P= 0,0265) y radiaciéon UV (P=0,0005)
se obtuvieron porcentajes de inactivacion del 100% para los dos serotipos de Salmonella
seleccionados. En el caso del proceso Fenton, el disefio factorial 2° indico que el pH, [H,0,]
y [FeSQ,] tienen un efecto altamente significativo (p<0,0001) sobre el proceso de
inactivacion obteniendo resultados de porcentaje de 56,2 % de inactivacion con pH=4,
[H20,]=200 ppm y [FeSO4]=100 ppm.

Las curvas de inactivacion para fotocatdlisis y el proceso Fenton fueron realizadas con las
condiciones establecidas en los disefios experimentales. En el caso de la fotocatalisis, se
lograron porcentajes de inactivacion de 100 % a los 25 minutos para S. Enteritidis y a los 35
minutos de exposicién para S. Typhimurium. En el caso del proceso Fenton, para S.
Typhimurium se obtuvieron porcentajes de inactivacion de 100% a los 15 minutos. Las
curvas de inactivacion con desinfectantes tradicionales como el hipoclorito de sodio (20 ppm)
y acido peracético (80 y 160 ppm) fueron realizadas para determinar la eficiencia en la
desinfeccion de Salmonella y compararlos con los procesos de oxidacion avanzada; dichos
resultados permitieron estimar que se logré solamente el 12 % de inactivaciéon con acido
peracético y una inactivacion nula con hipoclorito de sodio haciendo evidente el
mejoramiento del tratamiento.

La efectividad de los procesos estudiados en el presente trabajo, se evalué en dos muestras
de agua proveniente de dos empresas de beneficio avicola con diferentes niveles de
produccion. En donde fotocatalisis disminuyd el total de los recuentos iniciales para S.
Typhimurium y los microorganismos indicadores de contaminacion fecal (E. coli y coliformes
totales). El proceso Fenton disminuyo tres unidades logaritmicas de la concentracién inicial
de los mismos microorganismos. Adicionalmente se evaluaron otros parametros fisicos y
qguimicos donde se logro remocion de DQO y disminucion de unidades de color (UC) con los
dos tratamientos.

Palabras claves: Fotocatdlisis, Fenton homogéneo, peliculas de TiO, y CuO/TiO,,
Salmonella spp, inactivacion, beneficio avicola, agua de chiller.
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ABSTRACT

The water utilized in poultry plants can be easily contaminated by pathogenic
microorganisms. Among them, Salmonella spp has been recognized as serious issue for
public health, since it has been related with foodborne diseases. Taking this into account,
Photocatalysis with thin films of CuO-TiO, and homogenous fenton reaction were employed
in order to eliminate two serotypes of Salmonella (S. Enteritidis and S. Typhimurium) from the
water produced in the chiller process. CuO-TiO; Thin films were characterized by DRX, SEM-
EDS and AFM. A Placket-Burman and 22 factorial statistical desings were used to select the
best variables for the photocatalytical and Fenton treatment.

In regards to photocatalysis, the bests results were obtained by the thin films CuO/TiO, (P=
0,0265) irradiated with UV light (P=0,0005) in which the percentage of Salmonella’s
inactivation reached a 100%. Concerning, the Fenton reaction, the statististical analysis
revealed a significant effect (p<0,0001) in terms of pH, [H,O,] y [FeSO,4] in which the
inactivation percentage was 56.2.%. This operational conditions were choose for the following
experiments.

The kinetics of inactivation for photocatalysis with CuO/TiO, showed 100 % of inactivation of
S. Enteritidis and S. Typhimurium in 25 and 35 minutes respectively. And Fenton process
showed 100% inactivation of S. Typhimurium in 15 minutes. Traditional desinfectants (sodium
hypoclorite, 20 ppm and peracetic acid 80 and 160 ppm) were also tested, founding 12 % of
inactivation using peracetic acid. No inactivation was produce by sodium hypoclorite.

The effectiveness of the processes studied in this work was evaluated in two water samples
from two poultry plants with different production levels. Where photocatalysis decreased the
total initial counts for S. Typhimurium and contamination indicator bacteria (E. coli and total
coliforms). Fenton process decreased three logarithmic units of the initial concentration of the
same microorganisms. Additionally, other physical parameters were evaluated chemicals
where DQO removal was achieved and decreased color units (Uc) with the two treatments.

Key words: photocatalysis, homogeneus Fenton, films TiO,, CuO/TiO,, Salmonella spp,
inactivation, poultry plants, water the chiller.
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1 Alcances y definicion del problema de investigacion

El proceso de beneficio avicola consiste en el sacrificio de aves de corral para
consumo humano y disposicion para su comercializacion (1). Como esta
contemplado en la resolucion 4282/2007 del Ministerio de Proteccion Social en
Colombia; en el proceso de beneficio como etapa crucial esta el proceso chiller; que
consiste en la inmersiéon del pollo en un sistema de recirculacion de agua donde se
reduce la temperatura y se utilizan tratamientos de desinfeccion como el hipoclorito
de sodio y acido peraético con el propdsito de evitar una posible contaminacién con

microorganismos patogenos (2).

Es de vital importancia tener un adecuado control de la calidad microbiologica del
agua que puede ser contaminada con el ingreso de aves contaminadas con
bacterias patdgenas como Salmonella y Campylobacter (3) y posiblemente en etapas
posteriores como la evisceracion puede contaminar otras aves constituyéndose en

un peligro dentro de las plantas de beneficio (4).

Como parte del decreto 4282/07 este establece unos estandares de desempefio de
reduccion de patégenos como Salmonella; este incumplimiento podria ocasionar
medidas sanitarias 0 sanciones que disponga el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (1).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) publico en el 2011 un
informe de enfermedades trasmitidas por alimentos en Estados Unidos; donde indico
que los patégenos asociados a este tipo de enfermedades generaron costos de 9,4
millones resultado de hospitalizacion y muertes. Salmonella fue una de las bacterias
mas frecuentemente asociadas a este grupo de enfermedades (5). En Colombia el
Instituto Nacional de Salud (INS) en el informe de vigilancia de eventos de interés en
salud publica en el afio 2010 notifico 11,563 casos de enfermedades trasmitidas por
alimentos, involucrados 761 brotes en donde Salmonella se encontré dentro de los

agentes etioldgicos mas reportados (6).
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Una de las principales fuente de contaminacion con esta bacteria es la ingestion de
alimentos y aguas contaminadas siendo el pollo uno de los vehiculos mas
importantes a nivel mundial (4). Se han descrito mas de 2600 serotipos de

Salmonella algunos de ellos con mayor importancia clinica (7).

Como se menciond anteriormente dentro de los métodos utilizados para garantizar la
calidad del agua en las plantas de beneficio avicola estan los desinfectantes como el
hipoclorito de sodio y acido peracético; su implementacion esta indicado en la
Norma Técnica Colombiana (NTC 5480) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la alimentacion y la Agricultura (FAO) (2); no obstante el uso indiscriminado
puede generar efectos adversos como la generacion de compuestos orgénicos
clorados como trihalometanos (THMSs) los cuales son toxicos y podrian producir un
efecto perjudicial para la industria avicola convirtiéndose en un problema de salud
publica (8,9). La generacion de estos compuestos también reduce el efecto residual
del cloro, por lo tanto requiere de un constante recambio (10). Como desventajas del
acido peracético esta la disminucion de la concentracion inicial durante el proceso de
desinfeccién y olor fuerte que podria generar cambios organolépticos en el pollo

beneficiado.

Estos hallazgos han sugerido el uso de tecnologias mas amigables como lo son los
procesos de oxidacién avanzada (POA); estas pueden ser una alternativa eficaz en
el tratamiento para la desinfeccion del agua minimizando el uso de productos
guimicos que pueden generar un impacto negativo en el ambiente. Dentro de las
ventajas de estas tecnologias de oxidacién estan la descontaminacion de aguas que
contienen contaminantes organicos mediante la produccién de especies quimicas
altamente reactivas con baja especificidad capaces de degradar diferentes tipos de

compuestos (11).

Los POA se clasifican en procesos foto quimicos como la fotocatalisis heterogénea,
fotolisis, foto-Fenton, UV/H,O, y UV/O3 y procesos no foto quimicos como oxidacion

electroquimica, proceso Fenton, radidlisis, plasma no térmico, ultrasonido, O3/H,0,.
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(12). Aunque estos procesos tiene caracteristicas diferentes en comudn se da la

formacion de los radicales *OH (11).

La fotocatalisis se basa en la generacion de los radicales *OH que pueden oxidar
materia organica e inactivar microorganismos de forma eficiente y no selectiva. El
proceso se basa en la aceleracion de una reaccion foto inducida sobre la superficie
de un sdlido semiconductor como el TiO, (12).

Se ha demostrado la eficiencia de la fotocatalisis con TiO, pero también se ha
planteado la posibilidad de la modificacién del semiconductor con iones metalicos y
no metalicos con el fin de mejorar los procesos fotocataliticos al ser modificados con
este tipo de iones. Uno de los principales objetivos de la modificacion es mejorar los
resultados en la desinfeccibn de aguas e inactivacion de microorganismos. La
modificacion busca la optimizar los procesos de fotocatalisis ya sea con radiacion
UV vy la posible implementacion de la luz solar o la utilizacion de lamparas de bajo

costo haciendo que estos tratamientos sean mas versétiles (11).

Otro de los porcesos de oxidacion avanzada es el proceso Fenton que es una
reaccion catalitica que involucra la adicién de iones ferrosos (Fe®*) y de peréxido de
hidrégeno (H20,) a una solucién (13). Este proceso tambien implica la formacién de
radicales hidroxilo *OH, la reaccibn Fenton se ha utilizado ampliamente en la
oxidacion de contaminantes y de sustancias recalcitrantes del agua (14,15). Durante
el proceso es importante el control de ciertos factores como el pH, adicion de H;O,,

agitacion constante, cocentracion del catalizador entre otros (16,17).

Actualmente el proceso Fenton se utiliza para tratamiento de efluentes textiles, lodos
industriales, para la eliminacibn de compuestos organicos tales como fenoles,
formaldehido,pesticidas, colorantes de uso industrial, reduccion de la DQO (18). En
cuanto a la inactivacion de microoganismos se han reportado estudios con éxito en

patogenos como E. coli (15,20) Salmonella spp (21,22).

En este proyecto se propuso la implementacion de métodos de desinfeccion no

convencionales como lo son la fotocatalisis y proceso Fenton como alternativa viable
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para el tratamiento y desinfeccién en aguas potables y residuales en la industria de
beneficio avicola con el propdsito de reducir la presencia de patégenos de
importancia como lo es Salmonella; realizando un tratamiento de una manera
eficiente, econdmica y rapida. Estos procesos serian unas tecnologias innovadoras

en la industria avicola y es necesario su optimizarlos para su posible implementacion.

2. Marco teérico

2.1 Salmonella

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae; es un bacilo Gram negativo
corto no esporulado, anaerobio facultativo; son moviles gracias a sus flagelos
peritricos con excepcion de Salmonella Gallinarum y Salmonella Pollorum. Crecen a
temperatura entre (7- 48 °C) y pH entre (4 y 8), su tamafio oscila entre 0.3 a 1 pm x
1.0 a 6.0 um (23). El principal reservorio es el tracto gastrointestinal de hombre y
animales. Actualmente se han descrito mas de 2600 serotipos; algunos de ellos con
mayor importancia clinica (24).

La clasificacion inicial de Kauffman-White se basa en las caracteristicas de antigeno
flagelar H y el antigeno somatico O, se describen dos especies: Salmonella bongori y
Salmonella entérica, esta Ultima especie se divide 6 subespecies (entérica (I),
salamae (ll), arizonae (lll), diarizonae (IV), houtenae (V), indica (VI)). Cada
subespecie contiene serovariedades o serotipo definidas por su férmula antigénica
(23).

Le minor y col en 1987, con el fin de disminuir la nomenclatura de los serotipos
propusieron que al identificar un serotipo se debe escribir la inicial en mayuscula y no
en cursiva como por ejemplo Salmonella enterica subesp enterica  serotipo

Typhimurium y se abrevia Salmonella Typhimurium (26).
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2.1.1 Trasmision de Salmonella

La trasmision de Salmonella en algunos serotipos ocurre a hospederos especificos
como S. Gallinarium donde su Unico hospedero son las aves de corral, 0 S. Typhi en

donde el Unico hospedero es el hombre.

Al contrario, hay otros serotipos como S. Typhimurium que tiene una amplia gama de
huéspedes entre ellos el hombre, animales domésticos y animales salvajes (26). Las
principales fuentes de contaminacidén con este serotipo son la ingestion de alimentos

contaminados como pollo, carnes, vegetales o agua contaminada (24).

En cuanto a S. Enteritidis es un serotipo con amplia distribuciéon y de importancia en
salud publica; su trasmision puede ser zoonética y es una de las causas mas
frecuentes de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) causando salmonelosis
en el hombre. En las aves de corral S. Enteritidis causa infeccion asintomética
generando huevo contaminados; si el hombre consume huevo poco cocidos o crudos

podria adquirir una infeccién producida por Salmonella (27).

Las infecciones con Salmonellas no tificas son de gran importancia en salud publica.
En afios recientes se ha generado un aumento en el caso de brotes asociados al
consumo de carne de pollo contaminados con este microorganismos (23). El
aumento de la Salmonelosis en Estados Unidos podria relacionarse con cuatro
factores: Aumento en el numero de Salmonella resistente a antibiéticos, incremento
en el nimero de personas con deficiencias inmunitarias que son susceptibles a
Salmonella, incremento en la contaminacion de huevos por la presencia de gallina
ponedora con ovarios infectados como también aves contaminadas en donde las
plantas de beneficio pueden proporcionar brotes muy amplios y diseminados. Si se
controlan estos factores se pueden tomar medidas correctivas y controlar la

incidencia (31).

Otro factor importante a tener en cuenta para la trasmision de Salmonella es la dosis
infecciosa; que es la cantidad de Salmonella que se requiere para causar

salmonelosis que esta influenciada por el grado de resistencia del huésped que esta
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disminuido en personas mayores de 50 afos, nifios y personas con alteracion del
sistema inmunélogico. La dosis infectiva para humanos esta entre 10° y 10° células,
no obstante, existen datos epidemiologicos en diversos brotes que sefialan dosis

infectiva bajas como 10 células (32).

Segun reportes del afio 2010 por el laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional
de Salud (INS), indicé que los serotipos que mas se notificaron en Colombia fueron
S. Typhimurium y S. Enteritidis datos estadisticos que tiene relacién con lo reportado
en otros paises de América Latina y Estados Unidos (32), aunque la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reporta la importancia de las ETA existen pocos
referencias bibliograficas de casos de salmonelosis asociada a consumo de pollos;
Mercado y colaboradores (2012) mencionan que el riesgo a contaminarse por

Salmonella se da por el consumo de pollo a medio cocer (33).

2.1.2 Patogénesis

Los mecanismos de defensa de Salmonella han evolucionado para protegerse de
estrés oxidativo por medio de la expresién de diferentes genes. La activacion de
regulon soxR/S que estd compuesto de al menos 10 genes con diferentes funciones
como la neutralizacion de la super oxidacion, absorcion de compuestos oxidantes

(gen micF) entre otros (28).

También Salmonella tiene mecanismo para defenderse de sefales o factores
ambientales  (temperatura, pH, osmolaridad, potencial redox, péptidos
antimicrobianos y supresion de nutrientes) mediante los promotores tandem que

regulan genes implicados en el estrés extra citoplasmatico (rpoH) (29).

Un factor importante en la patogénesis de S. Typhimurium es la resistencia a algunos

antibioticos; esta resistencia se debe al uso indiscriminado para el tratamiento de

salmonelosis, tanto en el hombre como en los animales; por ejemplo la

administracion de tetraciclina como profilaxis o en el alimento de animales destinados

para consumo. (30). “Salmonella genomic island 1 (SGI1)” es la primera isla de
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genes reportada que contiene un cluster de genes de resistencia a antibiéticos,
especificamente para S. Typhimurium TD104, este cluster le confiere resistencia a
streptomicina, ampicilina, sulfonamida, cloranfenicol y tetraciclina. Este serovar
también es resistente a Ampicilina, por la presencia de un plasmido que contiene el

gen ampC (blacwy), que codifica para una B-lactamasa (32).

2.2 Proceso de beneficio avicolay riesgo bioldgico

El proceso de beneficio avicola, actualmente en Colombia, lo reglamenta la
resoluciéon 4282 de 2007 del Ministerio de Proteccion Social que establece “el
reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios y de inocuidad de la carne y
productos carnicos comestibles de las aves de corral destinadas para el consumo
humano y las disposiciones para su beneficio, desprese, almacenamiento,
transporte, comercializacion” (1). En la figura 1, se observa el proceso y las etapas

de beneficio avicola:

2) Operaciones de

1) Recepciony escaldado y 3) Evisceracion

sacrificio despume del ave
6)
. 5) Desprese y 4) Area de
Almacenamiento y S
. empaque. Enfriamiento
congelacion.

7) Area de disposicién y
tratamiento de residuos
liqguidos y
almacenamiento de
residuos sélidos

Figura 1. Esquema de las etapas del proceso de beneficio avicola en Colombia. 1:
Esquema de las etapas del proceso de beneficio avicola en Colombia (1).
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En la primera etapa ingresa el ave a las plantas de beneficio; Una de las fuentes que
genera mayor contaminacion antes del ingreso de las aves al proceso son las jaulas
que podrian estar contaminadas en un 10% después de su uso (32). En esta etapa
ocurre el beneficio y se realiza una inspeccion post mortem. Las plantas de beneficio
deben cumplir con ciertos requerimientos sanitarios y areas adecuadas para la
eliminacion de residuos generados, desinfeccién de utensilios utilizados en las
diferentes etapas con el propésito de evitar desde el inicio de proceso una posible

contaminacion.

En la siguiente etapa se eliminan plumas por medio de operacién de escaldado, se
debe tener equipos adecuados para evitar la contaminacion cruzada. Desde que
inicia en esta etapa hasta el final del proceso el consumo de agua es elevado (1). En
la etapa de evisceracion se extraen los 6rganos de la cavidad toracica y abdominal
de las aves; esta area debe estar separada de las demas, el proceso se puede
realizar de forma automatizada o manual pero se debe evitar el riesgo de una posible
contaminacion cruzada. Esta etapa se considera como la fuente primaria de

contaminacion con Salmonella (32).

La etapa siguiente es la etapa de chiller con el fin de disminuir la temperatura de las
canales hasta 4°C. Esta etapa se puede realizar de varias formas: por inmersién en
tanques de agua fria con o sin hielo, por spray de agua fria o por circulacién del agua
(32), tanto en el pre-chiller como en el chiller con el fin de mantener la inocuidad del
producto. Esta es una etapa critica en donde puede haber contaminacion con
Salmonella por esta razon es importante la adicién de desinfectantes; la resolucion
4287/07 no indica que tipo de desinfectantes y en que dosis, indica que deben ser los
desinfectantes aprobados por el Ministerio de Protecciébn Social. Otro factor

importante es la calidad del agua que debe ser potable (1,32).

Se debe tener en cuenta que en estos procesos de beneficio es importante tener un
adecuado control en cada una de las etapas ya que la misma naturaleza de la

materia prima implica cierta contaminacion. Existe el potencial riesgo de
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contaminacion biolégica debido a que después del sacrifico la defensa natural se
pierde y podria ocasionar contaminacion del producto con microorganismos

potencialmente patogenos (34).

El ave entra en contacto con diversas fuentes naturalmente contaminadas como el
contenido intestinal y/o materia fecal; si algun ave esta infectada con algun patégeno
al entrar en contacto con utensilios, superficies o el agua que se puede extender al
resto del proceso, por lo que es de gran importancia el estricto cumplimiento de las
normas de higiene y métodos eficientes para la desinfeccion del agua (34).

En los procesos de escaldado, evisceracion y chiller, los canales de las aves son
vulnerables a la contaminacion de microorganismos patégenos como Salmonella,

Campylobacter, Listeria monocytogenes (34, 36, 37).

No solo es importante el control del agua potable que se utiliza en el proceso sino
también el agua residual generada porque si bien es posible controlar a patégenos
como Salmonella llevando adecuadamente los procesos; en el agua residual no se
realiza tratamientos de desinfeccion y podrian ser una fuente de contaminacion

ambiental importante (37).

2.3 Desinfectantes en la industria avicola

Los desinfectantes son sustancias quimicas capaces de inhibir el desarrollo
microbiano, el objetivo fundamental de estos agentes quimicos es disminuir el
ndamero de microorganismos vivos, de forma que los que sobrevivan no influyan en la
calidad microbioldgica del producto que pueda entrar en contacto con las superficies
o medios liquidos desinfectados. Para que la acciébn de un desinfectante sea
considerada eficaz se debe desarrollar en un breve periodo de tiempo y su accién
debe ser bactericida (38,39).

Los desinfectantes estan conformados comunmente por diferentes agentes quimicos

activos que pueden incluir alcoholes, fenoles o yoduros. En la industria avicola los
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mas empleados son los compuestos a base de cloro, yodo, acido peracético,
formulaciones de amonios cuaternarios, anféteros y biguanidinas poliméricas (35,40).

Al igual que en todas las industrias, en las plantas de beneficio los procedimientos
seleccionados para cubrir la necesidad de desinfeccion garantizan la proteccion del
producto terminado, disminuyendo asi los riesgos inherentes a la produccion. La

eficacia de la desinfeccion suele ser variable, dependiendo del agua a ser tratada (4).

El hipoclorito de sodio y el acido peracético son dos de los principales desinfectantes
empleados por la industria avicola en aguas utilizadas para el proceso de chiller; el
uso de estos dos desinfectantes esta indicado por la norma técnica Colombiana NTC
5480 y la FAO; donde los desinfectantes a base de cloro en industrias alimenticias se
aceptan (2,35). Estos agentes desinfectantes favorecen la disminucién de la carga
microbiana pero no asegura la inocuidad de esta fase; de manera que continda

presente el riesgo de generar contaminacion.

Por otro lado segun indica la FAO; el uso de desinfectantes a base de cloro no debe
exceder concentraciones de 20-50 ppm al adicionarse al agua de chiller y que el
acido peracético no puede exceder las 150 ppm en el mismo proceso (2). El
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), permite el uso del
hipoclorito de sodio en concentraciones de 50 ppm. Se ha demostrado que el uso del
acido peracético en concentraciones de 85 ppm puede reducir en un 92%

Salmonella en la etapa de chiller (32).

2.3.1 Hipoclorito de sodio

Dentro de los agentes desinfectantes mas utilizados a base de cloro se encuentran el
cloro elemental gaseoso (Cl), el hipoclorito (ClO"), y el cloro granulado entre otros.
En las siguientes ecuaciones (1 y 2) se puede observar como el cloro molecular
cuando entra en contacto con el agua forma acido hipocloroso o ion hipocloroso el

cual tiene un efecto desinfectante (40).
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Cl, + H,O = HCIO+CI+H" [1]

Cl, + 20H = CIO +Cl +H,0 [2]

Esta dismutacion ocurre en medio alcalino aunque el hipoclorito tiene su mayor
accion desinfectante en medio acido (41). El equilibrio de estas sustancias depende
del pH, al descender el pH, el equilibrio se desplaza hacia la forma no disociada,

donde el acido hipocloroso predomina, por lo que la accion antimicrobiana es mayor.

Algunos compuestos clorados reducen la actividad antimicrobiana pero su uso
puede conllevar a la formacion de otros intermediarios clorados como trihalometanos
(THMs) y clorofenoles los cuales son toxicos (8), estos compuestos producen olores
fuertes segun la concentracion y efectos mutagénicos en las bacterias por
concentraciones elevadas (41). El empleo de este desinfectante en el proceso de
chiller a lo largo del proceso avicola ha sido bastante cuestionado, ya que su
eficiencia se ve notablemente afectada por factores tales como altas cargas de

materia organica y por pH superiores a 7.0 (42).

2.3.2 Acido peracético

El &cido peracético es otro desinfectante utilizado en la industria de beneficio avicola;
este desinfectante es un fuerte agente oxidante, se encuentra disponible
comercialmente en forma de mezcla de acido acético y perdxido de hidrogeno lo que
contribuye a su accién desinfectante. Como se observa en la ecuacion 3. Como
desventaja tiene un fuerte olor caracteristico de su principal componente el &acido
acético. Igualmente, ha sido empleado como desinfectante en industrias

farmacéuticas, de alimentos y en el sector de la salud (42,43).

CH3COOH + H,O0; = CH3COOH + H,O [3]

Su actividad desinfectante se basa en la liberacion de oxigeno activo haciendo

reaccionar los puentes de azufre presentes en las enzimas y proteinas
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desestabilizando la estructura de la célula bacteriana. Su efecto como
desnaturalizante de proteinas explica el efecto sobre proteinas esenciales en el

metabolismo microbiano deteriorando consecuentemente la actividad celular (43).

Se ha reportado que el acido peracético no produce compuestos téxicos o
mutagénicos tras reaccionar con materia organica presente en el agua tratada, se ha
determinado que los subproductos generados mayoritariamente son &cidos
carboxilicos por proceso oxidativo (44).

2.4 Semiconductores

La tecnologia de la electronica especificamente de la nanotecnologia se ha
enfocado en el estudio y uso de los semiconductores. Un semiconductor es un
material en el que la energia eléctrica se puede controlar por medios externos
comportandose como un aislante o un conductor. Los semiconductores pertenecen al
grupo de los sélidos cristalinos lo que indica que sus propiedades fisicas estan
definidas por las simetrias de traslacion y rotacion, en donde los atomos y moléculas
se ubican en posiciones bien definidas formando una estructura ordenada. Existen
diferentes tipos de semiconductores como los éxidos semiconductores dentro de las
mas utilizados estan el éxido de cobre (CuO), el didxido de cobre (CuO,) y el 6xido
de Zinc (ZnO) (11).

En cuanto a la actividad fotocatalitica de estos semiconductores se basa en la
trasferencia de cargas entre la superficie de un sélido semiconductor irradiado y una
solucion acuosa. Los atomos de este solido forman una red tridimensional infinita
donde ocurre un solapamiento de los orbitales atdbmicos que se extienden en toda la
red cristalina formando bandas de estados electronicos permitidos; dentro de estas
bandas hay intervalos de energia donde “no hay estados electrénicos permitidos” o
banda de energia prohibida gap. Las bandas que limitan el gap son la banda de
valencia (BV) de menor energia y la banda de conduccion (BC) de mayor energia
(45). La absorcion de energia de un fotdbn mayor que la banda prohibida o gap
conduce la formacién de pares electro/hueco (e/h*) generando procesos oxidativos y
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reductivos para la reduccién de un contaminante por medio de la generacion de

especies fuertemente oxidantes como los radicales hidroxilo «OH (11).

2.5 Caracteristicas del Diéxido de titanio (TiO,)

Se han investigado diferentes semiconductores para la utilizacion de procesos
fotocataliticos en la inactivacion de microorganismos y degradacion de compuestos;
el semiconductor que presenta mayor aplicacion medioambiental es el TiO,; dentro

de sus caracteristicas estan:

e Resistente a la descomposicion quimica y a la foto corrosion.
e Alto indice de refraccion

e [Foto estabilidad,

¢ Insolubilidad en el agua

e No toxico y seguro

Este semiconductor también es de interés porque puede ser utilizado con irradiacion
UV vy visible ya que tiene una adecuada separacién energética entre la banda de
valencia y conduccion que puede ser superada por un fotdon de energia tanto UV
como solar (11).

Algunas de las utilidades de este semiconductor es el empleo en la produccion de
hidrogeno y energia eléctrica, en la industria de cosméticos, como protector de
corrosion, en ceramicas, en la industria farmacéutica como protectores solares
(48,49).

En su forma mas estable como 6xido, puede encontrarse en tres formas cristalinas
diferentes que son brookita, rutilo y anatasa. Donde rutilo (3.0 eV) y anatasa (3.2 eV)
tienen actividad fotocatalitica siendo la forma cristalina anatasa la mas importante
(47).

En cuanto a la estructura del TiO, cada atomo de titanio esta rodeado por ocho

atomos de oxigeno que forma una estructura octaédrica alrededor del metal, a su vez
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cada atomo de oxigeno esta unido a tres &tomos de titanio (45). La fase rutilo tiene
como cara cristalina mas estable la 110 mientras que la fase anatasa a la 101 esta
cara es termodindmicamente mas estable. La formacion de una u otra fase en cada
cara cristalina depende de los diferentes métodos o técnicas que se utilizan en la

sintesis del material (48).

2.6 Procesos de oxidacion avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) se basan en la generacion de especies
reactivas como los radicales hidroxilo *OH que oxidan contaminantes presentes en el
agua de forma rapida y no selectiva. Los POA se dividen en procesos fotoquimicos y
no fotoquimicos (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de procesos de oxidacién avanzada. Adaptada de la referencia

(12).
NO FOTOQUIMICOS FOTOQUIMICOS
Proceso Fenton (Fe2+ /H,0,) Fotocatalisis heterogénea TiO,/UV
Ozonizacién con (O3/H,0,) Foto-Fenton Fe** /H,O,/UV
Ozonizacion e O; Fotolisis UV
Ultrasonido UV/peréxido de hidrogeno (UV/ H,05,)
Radidlisis UV/O;
Plasma no térmico
Oxidacion electroquimica

2.6.1 Proceso Fotoquimico: Fotocatalisis

La fotocatalisis se define como un proceso de fotorreaccion en la superficie de un
sélido semiconductor como el TiO,. El catalizador se activa por la absorcién de
fotones UV, con energia que iguala o supera el valor de la Eg4, este proceso conlleva
a la liberacion de un electrén hacia la banda de conduccion (BC) y la formacion de un
hueco en la banda de valencia (BV) propiciando la formacion de los pares
electron/hueco (e/h*") en la superficie del semiconductor (50,51). Entre las dos
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bandas se genera una energia en donde no hay estados electronicos permitidos

denominados la banda de energia prohibida o gap (45,46).

La formacion de los pares e/h* genera procesos de oxidacién y reduccion en donde
se forma un donador de electrén oxidado y un aceptor de electron reducido (53,59).
El hueco generado en la banda de valencia (BV) reacciona con iones hidroxilo OH" y
absorbe agua para formar radiales libres *OH En la reacciébn se generan otras
especies reactivas de oxigeno (ROS) como O,  y HO;', siendo los radicales hidroxilo
*OH la especies mas oxidante e importantes responsables de la inactivacion
bacteriana (9). Este proceso se puede representar mediante la secuencia de
ecuaciones quimicas 4-8 en donde se realiza el proceso en un medio acuoso y con

irradiacion de radiacion UV:

TiO,+hv — TiO, (e + h) [4]
h*+H,O —> «OH+H" [5]
h*+HO —> OH [6]
e+H, — 0Oy [7]
O, +2H" +2e — H,0, [8]

2.6.2 Elaboracion de peliculas de TiO, por latécnica sol-gel

La técnica sol-gel tiene aplicaciones en la sintesis de catalizadores, materiales
funcionales, sensores quimicos y posee una amplia gama de repercusiones en
campos cientificos y de ingenieria. EI método sol-gel se utiliza, entre otros

propésitos, para la elaboracion de peliculas delgadas con semiconductores (54,62).

En el presente trabajo, se empled la técnica sol-gel para la elaboracion de peliculas
de TiO;la cual permite obtener una suspension de particulas de un 6xido metalico a
partir de reacciones de hidrolisis/condensacion de precursores como sales
inorganicas o alcoxidos. Para la obtencion de TiO, se utilizan como precursores

principalmente alcéxidos de Ti (54).
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El proceso consta de varios pasos: 1.hidrdélisis del precursor y formacién de grupos
OH, 2. Condensacion con pérdida de agua, 3. Condensacion con formacién de
polimeros, 4. Gelificacion o fase sdlida con la formacibn de una estructura

tridimensional y 5. Deshidratacion por calentamiento (55,56).

Las particulas coloidales que se forman en el proceso sol-gel tienen una alta relacion
superficie/volumen y elevada energia superficial, por lo que tienden a aglomerarse.
El proceso por el que el precipitado se transforma en un sistema coloidal estable o
sol se denomina peptizacion. Cuanto mayor sea la carga, mayor va a ser la repulsiéon
entre las particulas y menor la agregacion, alcanzandose un equilibrio cinético.
Durante la sinterizacion, si la repulsién es elevada, se produce una capa compacta,

que da lugar a peliculas micro porosas (52).

2.6.3 Modificacion de las peliculas de TiO,

La fotocatdlisis con TiO, es un proceso que puede ser utilizado en la desinfeccion del
agua; no obstante el rendimiento de TiO; no es tan elevada; esto se debe a la rapida
recombinacién de los pares e/h* en la superficie del semiconductor (57). Para
mejorar la actividad de TiO, y evitar la recombinacion se ha implementado el
depdsito de diversos metales nobles (58). Estos metales tienen niveles fermi
menores que el TiO, facilitando la trasferencia electronica, resultando en una
separacion eficiente de portadores de carga (57). Por lo tanto, los iones metalicos
también pueden servir como sitios de captura y reducir la formacién de electrén-

hueco y velocidad de recombinacion (61).

Dentro de los atomos no metélicos estan el Azufre y Nitrogeno y metalicos como el
cromo, hierro y cobre el cual es uno de los mas utilizados para el proceso de
modificacion (59-60). Los metales, se difunden e incrustan por la red de TiO,, lo cual
permite la formacién de un nuevo nivel de energia entre la banda de valencia (BV) y
la banda de conduccion (BC) del semiconductor; este puede actuar como una

trampa de electrones evitando la recombinacién de estos. Los atomos no metalicos
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se encargan de conceder caracteristicas al material, permiten reducir la banda de

energia prohibida y generar vacancias de oxigeno (59).

El mejoramiento y la optimizacion del TiO, como fotocatalizador es una tarea
importante para las aplicaciones técnicas de la fotocatalisis ya que potencializar la
actividad fotocatalitica en la region ultravioleta e inclusa en la visible. Es importante
saber seleccionar con que metal se va a modificar el material ya que lo que se busca

es mejorar la eficiencia del proceso (54).

El efecto de la modificacion depende de muchos factores, como el método de dopaje,
el tipo y la concentracion del material. La dinamica de portadores de carga es uno de
los factores mas importantes que afectan a la actividad fotocatalitica de las particulas
de TiO,. De hecho, la transferencia de electrones interfacial se considera un proceso
complicado limitado por una serie de factores termodindmicos y cinéticos. Por lo
tanto, cuanto mayor sea el tiempo en que los electrones estén atrapados, mayor es

la actividad fotocatalitica (61).

Existen diferentes métodos para la preparacion del catalizador o de las peliculas
modificadas de TiO,;, algunos de los métodos utilizados son: ectroquimica,
reacciones continuas, multi-gelificacion, dioxido de carbono supercritico, plasma,
precipitacion térmica, recubrimiento por inmersién; entre otros. Uno de los métodos
mas utilizados es la técnica sol-gel modificado, que produce peliculas delgadas y

potencializa la actividad fotocatalitica (54).

2.6.4 Factores que afectan el proceso fotocatalitico

Dentro de los parametros importantes que afectan el proceso estan:

e Area superficial del catalizador: En cuanto mayor sea el area superficial habra
una contacto mas cercano de las especies generadas en el proceso
fotocatalitico con la molécula a degradar (63).

e Efecto del pH: la eficiencia del proceso es mejor a un pH acido entre 3-5 que

tiene un efecto sobre la superficie del catalizador y la forma quimica del
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compuesto a degradar. Si el pH es acido la velocidad de reaccion es mayor y
hay mayor adherencia del contaminante a la pelicula (64). El punto isoeléctrico
del TiO, es 6,5, valores de pH bajo 6,5 cargan al compuesto de manera
positiva, teniendo los h" fotogeneradores con mayor poder oxidativo
permitiendo la atraccidbn de microrganismo u otros compuestos con carga
opuesta inactivarlos o degradarlos. Si se carga en condiciones de alcalinidad
del TiO, de manera negativa genera repulsion entre el semiconductor y el
compuesto a degradar o microrganismo a inactivar (95).

Oxigeno: No se producira fotomineralizacion del contaminante en ausencia de
oxigeno. Adicionalmente, el oxigeno no compite con las moléculas de
contaminante durante la adsorcion sobre el TiO,, ya que los lugares
superficiales donde se producen las reacciones de oxidacién y reduccion son
distintos. ElI O, es altamente electrofilico, por lo que capta los electrones
liberados tras la separacion de pares e/h' y evita su recombinacion
generando asi el radical superdxido 02« (47).

Intensidad de la luz: La velocidad de reaccion es proporcional a la intensidad
de la luz. La distancia de penetracion de los fotones dentro de la particula de
TiO, es mas corta cuanto menor es la longitud de onda, ya que son
absorbidos por las moléculas del semiconductor con més fuerza. Para poder
generar la formacién de los pares e/h® en la superficie del sdlido
semiconductor se requiere de energia suficiente o mayor que la banda gap, es
por esta razén que se debe utilizar lamparas con longitud de onda mas cortas
como las lamparas de radiacion UV (254 nm) (65).

Tiempo de irradiacion: El tiempo de exposicion al tratamiento fotocatalitico
depende del tipo de compuesto a degradar, el tipo de microorganismo a
inactivar y la concentracion en que se encuentre. Dependiendo del tiempo de

exposicién podria afectar positiva o negativamente el proceso (59).
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2.6.5 Inactivacién bacteriana

La mayoria de las investigaciones que involucran la inactivacion de microorganismos
con el tratamiento fotocatalitico estan asociados a E. coli (66,67), también se han
realizado estudios en bacterias como Legionella pneumonphila, Pseudomona.
aeruginosa, Shigella dysenteriae donde el proceso de inactivacion es efectivo (11).
En cuanto a Salmonella se ha reportado con éxito la desinfeccion de aguas por
medio de la fotocatalisis con TiO, tanto para S. Enteritidis y S. Typhimurium (11,
50,51).

Se ha estudiado el proceso de inactivacion en bacterias Gram negativas y Gram
positivas, en donde se indica que la principal causa de muerte celular por parte de la
fotocatalisis con TiO; es el agotamiento de la coenzima A por dimerizacion y posterior
inhibicion de la respiracion celular. Se ha descrito que la muerte celular se debe al
dafo de la membrana y pared celular (50).

El dafio celular producido por la fotocatalisis empieza en la membrana celular de las
bacteria, es la primera estructura en ser atacada por los radicales hidroxilo *OH. El
proceso de inactivacion bacteriana por parte de la fotocatalisis con TiO, comienza
con un contacto directo con la membrana celular alterando la permeabilidad seguido
por un dafio mayor a la pared celular permitiendo la salida de iones de K *. El dafio

en esta etapa puede ser irreversible y causar la muerte celular (9,59).

Por otro lado la purinas y pirimidinas; moléculas presentes en el ADN absorben
fuertemente la radiacion ultravioleta llevando a la formacion de dimeros e hidratos;
esta dimerizacion produce ruptura de la estructura del ADN y una inhibicion de la
replicacion ocasionando muerte celular (41,69).
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2.6.6 Proceso no fotoquimico: Proceso Fenton homogéneo

El Proceso Fenton pertenece a los procesos de oxidacion avanzada (POA) no
fotoquimicos. Diferentes investigadores han demostrado que las soluciones de
peréxido de hidrégeno y sales ferrosas son capaces de oxidar compuestos
organicos. Este proceso es uno de los métodos clasicos de produccién de radicales
hidroxilo «OH (70, 71,72).

El Proceso Fenton homogéneo es un tratamiento practico y facil de implementar para
tratamiento de aguas residuales. Consiste en la adicién de una sal de hierro (Fe?")y
peréxido de hidrogeno (H.O,) directamente a las aguas residuales; estos dos
compuestos origina la reaccion Fenton. Esta reaccion favorece la formacion de
radicales hidroxilo *OH por la descomposicion catalitica del H,O, en medio acido con
un pH de 3-4 (73). En la siguiente secuencia de ecuaciones quimicas se puede

observar la reaccidon Fenton:

Fe* + H,0, —» Fe®* + OH ++OH [9]
Fe** + H,0, —» Fe (OOH)?+ H* [10]
Fe OOH?> —» HO,* + Fe? [11]
Fe** + HO,» —» Fe* +H+ 0O, [12]
Fe*++«OH — Fe* +OH [13]

No solo los radicales hidroxilo degradan contaminantes, en la primera reaccién que
se forma del proceso Fenton, los iones férricos formados también promueven la
remocion de contaminantes (88). En la reaccidon Fenton se generan dos tipos de
radicales *OH y HO,+. Un exceso de los iones de Fe?" (el catalizador) al igual que un

exceso de H,O, (reactivo) puede generar reacciones improductivas (19).

El proceso Fenton no solo se utiliza para la inactivacibn de microrganismos sino
también para degradar compuestos alifaticos y aromaticos clorados, PCBs,

colorantes azo, PCP, fenoles y formaldehido (18-74). En la remocion de la DQO de
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aguas, tratamiento de lixiviados y en pre-tratamiento de compuestos no
biodegradables, tratamiento de efluentes de empresas papeleras y textiles, reduccion
de unidades de color (UC). Dentro de las ventajas estan que el Fe (Fe?!) es
abundante y no téxico, asi como el peroxido de hidrégeno es facil de manejar y no

toxico para el ambiente. (75,76).

2.7.1 Factores que influyen en proceso Fenton homogéneo

Dentro de los factores que influyen en el proceso Fenton estan:

e Efecto de pH: La velocidad de la reaccion tiende a aumentar a pH &ptimo.
Cuando hay valores de pH superiores a 4,0 el hierro se puede precipitar en la
solucién formando hidroxidos. ElI pH éptimo para el proceso Fenton esta
alrededor de 3.0 a 3.5 donde el Fe(OH)? es la especie predominante en la
solucion (17).

e Relacién Fe (Fe?")/H,0,: La concentraciéon de H,O, influye sobre la eficiencia
del proceso mientras que la concentracion de hierro afecta la cinética. Tanto la
eficiencia como la velocidad de reaccién tienden a aumentar de Fe (Fe?")y
H,O,. Un exceso Fe®" es posible que dé lugar a una disminucién de la
velocidad de reaccion debido a la activacion de reacciones secundarias no
deseadas, como es Fe (OH)3; que puede precipitar la reaccion (73).

e Presencia de iones inorganicos: La presencia en el medio de algunos iones
como fluoruros, bromuros, sulfatos o cloruros tienen repercusiones negativas
en la reaccién. Estos iones pueden actuar como inhibidores de los *OH. El
mecanismo de accién es reduccién de la actividad de (Fe®*") a través de
mecanismos de secuestro de los radicales *OH (73).

e Adicion de H;0O;: La adicién puede realizarse al inicio de la reaccion en un
100% de H,0O, o durante todo el tratamiento de manera controlada. Al
controlar la adicién de H,O; se obtienen éptimos resultados en la disminucién

de carbono orgéanico total (COT), potencializa las accion de los radicales *OH
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sobre el microorganismos a inactivar (18) y garantiza la accién oxidante del
H,O, durante toda la reaccién (73).

e Temperatura: En algunos estudios se reporta que la temperatura 6ptima esta
alrededor de 30 °C, valores de temperatura mas elevados podria
descomponer H,O, en H,O y O,. No obstante este valor de temperatura no
indica que la reaccion Fenton no se pueda llevar a cabo. En el proceso foto-
Fenton es posible encontrar valores sobre los 50 °C sin afectar la reaccion.
(18).

2.7.2 Inactivacién bacteriana proceso Fenton homogéneo

La aplicacion del proceso Fenton para la inactivacion de microrganismos se ha
enfocado principalmente en la inactivacion de E .coli aunque hay reportes con
Salmonella (20,21); utilizando principalmente el proceso con la irradiacion UV o Foto-
Fenton (72,77).

De acuerdo con la reaccion Fenton el mecanismo de dafio celular a la bacteria es por
medio de la liberacion de H,O, extracelular que puede aumentar la permeabilidad de
la membrana y permite que el Fe®" ingrese a la célula, causando dafio a las
funciones celulares. El hierro causa una peroxidacion de los lipidos en la membrana
celular (21). Ademas de los iones férricos que se produce po la reaccion Fenton se
generan radicales *OH que son citotoxicos para la célula bacteriana acumulandose

en el citoplasma causando muerte celular (77).

En la investigacion realizada por Moncayo (2007) la inactivacién de E. coli por medio
de proceso foto-Fenton, sugiere que bajo condiciones aerdbicas el metabolismo
bacteriano da lugar a especies de oxigeno reactiva que producen peroxidacion de
lipidos de membrana, mutacion del ADN y otros dafios producidos a la membrana
celular por la accion de los radicales y especies oxidantes (20).
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3. Objetivos e hipotesis

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo General

Evaluar fotocatalisis con TiO,y proceso Fenton para el control de Salmonella spp en

aguas generadas en plantas de beneficio avicola

3.1.2 Objetivos especificos

e Seleccionar y evaluar las condiciones que influyen sobre el proceso

fotocatalitico con TiO, y proceso Fenton en el tratamiento Salmonella spp.

e Comparar la eficiencia de inactivacion de los procesos de oxidacion avanzada

contra desinfeccién quimica empleada en el proceso de beneficio avicola.

e Realizar pruebas inactivacion con fotocatdlisis con TiO, y proceso Fenton en
muestras de aguas utilizadas en el proceso de beneficio avicola.

3.2 Hipotesis:
La utilizacién de fotocatalisis con TiO,y proceso Fenton es efectiva en la inactivacion

de Salmonella spp presente en aguas contaminadas de plantas provenientes de

beneficio avicola.
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4. Metodologia:

La metodologia desarrollada en la presente investigacion se dividié en las siguientes

etapas:
Etapa preliminar:

e Seleccidn de cepas de referencia

e Descripcion y caracterizacion de las muestras de agua objeto de estudio

Etapa I: Seleccién de condiciones para los tratamientos por fotocatélisis y proceso

Fenton

e Fotocatalis is con TiO»

e Proceso Fenton homogéneo

Etapa Il: Comparacién de los tratamientos por fotocatalisis y proceso Fenton con

tratamientos quimicos con acido peracético e hipoclorito de sodio.

Etapa lll: Pruebas de tratabilidad con fotocatdlisis y proceso Fenton de aguas

provenientes del beneficio avicola (salida de chiller y residuales)

A continuacion se describen en detalle las etapas mencionadas.

4.1 Etapa preliminar: Caracterizacién y manejo de la cepa de referencia

4.1.1 Origen de las cepas:

S. Typhimurium ATCC 13176 y S. Enteritidis ATCC 13076 fueron proporcionada por
el cepario del laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Pontificia Universidad
Javeriana. Las bacterias se reactivaron en Agar Infusion cerebro corazon (BHI)
(Scharlau®) y se incubaron durante 24 horas a 35 °C, posteriormente se realiz6

coloracién de Gram para confirmar morfologia.

39



4.1.2 Preservacion de cepas:

Para garantizar la viabilidad y pureza de los dos microorganismos durante todo el
estudio, se realiz6 un protocolo de criopreservacion con glicerol al 30 % (v/v). Cada
bacteria se cultivd en caldo BHI por 12 horas a 35 °C y 120 rpm. Posteriormente, se
adicioné una cantidad conocida de glicerol al 80 % (v/v) previamente esterilizado
para obtener una concentracion final en la mezcla del 30 % (v/v). Bajo condiciones
de esterilidad se dispens6 1 mL del cultivo en tubos eppendorff de 1.5 mL e
inmediatamente se congelaron a -30 °C. El control de calidad del banco se verificd
descongelando 3 viales para realizar diluciones en base 10 y sembrando 0.1 mL en
superficie en agar BHI. Las cajas se incubaron por 24 horas a 35 °C y al finalizar el

proceso se realiz6 recuento de colonias por mL (78).

4.1.3 Curvas de crecimiento

Para conocer las fases de crecimiento de cada una de las cepas se realizaron
fermentaciones discontinuas en Erlenmeyer de 1000 mL que contenian 200 mL de
caldo BHI inoculado con una suspension bacteriana (absorbancia de 0.2). Los
cultivos se mantuvieron a 35 °C y con agitacién constante de 120 rpm. Durante 12
horas de proceso se tomaron muestras con intervalos de 15 minutos para los
primeros 60 minutos y posteriormente cada hora. El incremento de biomasa en
funcién del tiempo se monitore6 por el cambio en la absorbancia a 540 nm
empleando como blanco el medio estéril; a continuacion estos valores fueron
transformados a biomasa en g/L por medio de una curva patrobn previamente
estandarizada (79). Para calcular las velocidades de crecimiento y el tiempo de
duplicacién se realiz6 una transformacion matematica de los datos para representar
Ln= x/X, en funcion del tiempo, cuyo valor de pendiente es igual a la velocidad
especifica de crecimiento (uh™) y el tiempo de duplicacién sera igual a: Ln2/p

(ecuaciones 14-15)
X=X, * el [14]
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Ln2

Td = [15]

4.1.4 Descripcion y caracterizacion de las muestras de agua objeto de estudio

e Muestratipo 1

La muestra tipo 1, proviene de una empresa ubicada en la ciudad de Bogota que
tiene una produccion de beneficio de 80 mil pollos al dia. EI muestreo del agua se
realiz6 a la salida del chiller. ElI tipo de agua utilizada es agua potable que se

recircula por todo el proceso hasta que sus condiciones lo permitan.

e Muestras tipo 2

Las muestras tipo 2, provienen de dos empresas con niveles de produccion
diferentes; una empresa con produccion aproximada de 300,000 pollos/dia y la otra
empresa de 8,000 pollos/dia. Se muestre6 tanto el agua de salida del chiller y el

agua residual generada durante el proceso de beneficio.

4.1.5 Caracterizacion de las muestras

Se realizaron andlisis fisicos, quimicos y microbiol6gicos a las muestras de agua de

proceso chiller y residual descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion de agua: Pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas.

Parametro Nombre del método
pH (Unidades) potenciométrico
Unidades de color (UC) Espectrofotométrico APHA
DQO (ppm) Reflujo cerrado, APHA 2005
Conductividad (uScm™) Conductimetro
Oxigeno disuelto (ppm) Oximetrico
Ausencia/Presencia 100 mL Salmonella APHA 2004
Recuento de E. coli y coliformes totales APHA,2004
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4.2 Etapa |: Seleccion de condiciones para los tratamientos por fotocatalisis y
proceso Fenton

Esta etapa a su vez se dividio en dos, la primera se centré en evaluar el proceso de
fotocatalisis y la segunda evalué el proceso Fenton. Para cada tecnologia de
oxidacion avanzada se realizaron disefilos experimentales para seleccionar los
factores que afectan favorablemente la inactivacion de Salmonella y posteriormente
evaluar las curvas de inactivacion en funcion del tiempo empleado las condiciones

previamente determinadas.

4.2.1 Fotocatalisis con di6xido de titanio (TiOy)

Para evaluar esta tecnologia se elaboraron y se caracterizaron peliculas del éxido
semiconductor, las cuales fueron utilizadas para realizar el disefio de Plackett-

Burman y con nuevo lote de peliculas se evaluaron las curvas de inactivacion.

4.2.2 Obtencion y caracterizacion de las peliculas de TiO, y CuO/ TiO;

Se elaboraron dos clases de peliculas, sin modificar TiO, y modificadas CuO/TiOs.
Los protocolos de preparacion de los reactivos y elaboracion se describen a

continuacion.

4.2.3 Obtencion de peliculas de TiO;

Para la obtencion de las peliculas se emple6 el TiO, USP y como sustrato se
utilizaron laminas de borosilicato (20x26 mm) previamente lavadas y desengrasadas
por sonicacion durante 15 minutos realizando cuatro ciclos de agua, etanol, acetona
y agua desionizada. El proceso de hidrofilizacion se realizé por medio de un lavado
con una solucion 3:1 de H,SO,4 al 98 % (v/v) y H,0, al 30 % (v/v) durante 20 minutos

seguido de lavados con agua desionizada.

42



Posteriormente, se prepard una suspension de TiO, USP (A) mezclando 0,5 mg de
TiO, USP previamente tamizado, 25 ml de agua desionizada y 360 pL de acido
nitrico al 70 % (v/v). Seguido de sonicacidén durante 15 minutos. El precursor amorfo
(B) se preparé mezclando 209 uL de tetraisoproxido de titanio ((CoHs)2N)4Ti) (TiP)),
25 mL de etanol absoluto (CoHsOH) y 70 pL de H,O, 30 % (v/v) seguido de

sonicacion durante 15 minutos.

Las dos suspensiones se mezclaron agregando A sobre B con sonicacion durante 15
minutos. Posteriormente en cajas de Petri se depositaron los sustratos y se
adicionaron 5 mL de la mezcla A+B. El crecimiento se llevo a cabo a 50 °C durante 4
horas con deposicidén de la mezcla A+B dos veces. Posteriormente, las peliculas se

llevaron a mufla para la sinterizacién del material a una temperatura de 450 °C (59).

4.2.4 Elaboracion de las peliculas de CuO/TiO;

En este caso, la mezcla A+B se llevd a secado a 100 °C durante 8 horas; del polvo
obtenido se tomaron 0,2 g y se mezclaron mecanicamente con 0,0375 g de CuSO,.
6H,0O (59). Esta mezcla se suspendié en 50 mL de una solucién 1:1 de agua
desionizada y etanol absoluto seguido por sonicacion durante 15 minutos.
Posteriormente en cajas de Petri se depositaron los sustratos y se adicionaron 5 mL
de la suspension. El crecimiento y sinterizacion se llevé a cabo como se describio

anteriormente.

4.2.5 Caracterizacion fisica de las peliculas de TiO, y CuO/ TiO;

e Microscopia Electrénica de barrido (MEB)

Se utiliz6 MEB para evaluar la morfologia (imagenes de electrones secundarios) y la
composicion superficial de las peliculas (espectroscopia dispersiva de Rayos X).

Para la preparacion de las muestras se realizé un recubrimiento con oro.
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e Difraccion de rayos X (DRX)

Se utilizé para determinar la estructura cristalografica del TiO,. (80). La difraccion se
llevo a cabo en un equipo de rayos X Siemens D-5000 operado con un anodo de Cu
Ka = 1.5418 A.

e Microscopia de fuerza atobmica (MFA)

Se utilizé para generar imagenes tridimensionales de la superficie de las peliculas y

determinar la distribucién y homogenizacién de particulas sobre la el sustrato (81).

e Barridos UV-VIS
Se utilizd un espectrofotbmetro UV-VIS para determinar las transmitancia y
absorbancia de los dos tipos de peliculas elaboradas y poder establecer la banda
gap del material.

4.2.6 Seleccién de los factores que afectan el proceso fotocatalitico empleando
un disefio experimental Plackett-Burman

Este tipo de disefios se propone cuando se desea evaluar el efecto de méas de 5
factores a dos niveles sobre una determinada variable dependiente. Es una
metodologia sencilla que permite con 12 tratamientos identificar las variables mas
influyentes con miras a realizar una optimizacion posterior si es necesario (81,82)
Para este tipo de disefios se generan modelos de primer orden que podrian ser

definidos por la siguiente ecuacion:

Y= B+ XpiX; [16]

Donde Y es la respuesta predicha (Porcentaje de inactivacion de Salmonella), B, y B
con coeficientes de la regresion y X; es el factor independiente codificado. Para el
analisis estadistico se realiz6 un analisis de varianza previa verificaciéon de los
supuestos empleando el programa estadistico Design expert para Windows. Por otro

lado, se realiz6 un analisis complementario para determinar que tratamiento fue el
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mejor a través de una prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. Con la

premisa de que los factores significativos deben estar incluidos en los mejores

tratamientos.

Tabla 3. Factores evaluados para el Plackett Burman de fotocatalisis.

Factores codificados Factores Nominales Nivel alto Nivel bajo
A Tiempo 60 minutos 30 minutos
B Concentracion celular 1x10° UFC/mL | 1x10° UFC/mL
C pH 5,6 9
D Agitacion 120 rpm 0 rpm
E Tipo de peliculas de TiO, TiO,/CuO TiO,/TiP
F Longitud de onda 254 nm 430 nm
G Dumy - -

H Dumy - _
I Dumy - -
J Dumy - -
K Dumy - -

*Dumy: Factores no realizados

Se estudi6é el efecto seis factores a dos niveles (+1, -1) sobre el porcentaje de
inactivacion fotocatalitica de dos serotipos de Salmonella (S. Typhimurium y S.
Enteritidis). Los factores y niveles evaluados se presentan en la tabla 3 y 4, y
generaron un total de 12 tratamientos que se realizaron por triplicado. Como
controles se realizaron corridas independientes con radiacion ultravioleta, luz blanca

y adsorcion a las peliculas de dioxido de titanio en la oscuridad.
Seleccion de los factores:

e Tiempo: Se determino su nivel alto por el tiempo de retencidén de las carcasas
del pollo en el agua de chiller y nivel bajo tiempo minimo de inactivacion por
fotocatalisis reportado por estudios previos en el grupo de investigacion.

e Concentracién celular: La dosis minima y maxima infectante de Salmonella.

e pH: Se planteo dos rangos de pH (acido y basico), el nivel bajo corresponde a
el valor de pH en el agua de la etapa chiller y el nivel alto para determinar

como afecta a la superficie del catalizador.
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e Peliculas: Determina si la modificacion del material afecta positivamente la
eficiencia del proceso de inactivacion. Nivel alto peliculas TiO, y nivel bajo
peliculas modificadas CuO/TiO..

e Longitud de onda: Determinar el porcentaje de inactivacion con luz visible (430

nm) y radiacion ultravioleta (245 nm).

Tabla 4. Combinacion de los factores a evaluar para S. Enteritidis y S. Typhimurium.

Tratamiento Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E Factor F

Tiempo (min) | Concentracion pH Agitacién Peliculas TiO; longitud

celular UFC/mL (rpm) 0) de onda
CuO/TiO (1) (hm)
1 60 1x10° 9 0 0 254
2 60 1x10° 5,6 120 0 254
3 30 1x10° 9 0 1 254
4 60 1x10° 9 120 0 430
5 60 1x10° 5,6 120 1 254
6 60 1x10° 9 0 1 430
7 30 1x10° 9 120 0 430
8 30 1x10° 9 120 1 254
9 30 1x10° 5.6 120 1 430
10 60 1x10° 5.6 0 1 430
11 30 1x10° 5,6 0 0 430
12 30 1x10° 5,6 0 0 254

Para realizar cada uno de los tratamientos se preparé un inéculo concentrado de
cada serotipo de Salmonella empleando agua de Chiller previamente esterilizada
120 °C, 15 libras de presion por un periodo de 1 hora a la cual se le inoculé una
suspension de Salmonella con una absorbancia de 0.12. El agua de chiller y la
bacteria se incubaron a 35 °C por 12 horas a 120 rpm para favorecer el crecimiento
de cada una de ellas a expensas de los nutrientes presentes en el agua hasta
obtener una concentracion similar a la hallada en las curvas de crecimiento
realizadas en la etapa preliminar. Posteriormente, se realizaron diluciones con agua
peptonada al 0.1 % (m/v) del cultivo concentrado para ajustar la concentracion
celular seglin los niveles del factor B (10° y 10° UFC/mL) y se confirmé la
concentracion realizando siembras por la técnica de microgota en agar BHI
(Scharlau®).
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El montaje de todos los tratamientos se realizd en cajas de Petri de 10 mL sin tapa
que contenian 5 mL de agua de chiller previamente ajustada con la concentracion
celular deseada y una pelicula de TiO, de acuerdo con los niveles del factor E. La
irradiacion se realiz6 colocando en la parte superior y a 5 cm de las cajas de Petri
dos lamparas de radiacion UV (254 nm) y luz blanca (430 nm), segun los niveles del
factor F. Cada tratamiento fue expuesto por un periodo de tiempo definido por el
factor A. La agitacion se suministré colocando las cajas de Petri sobre un agitador
horizontal por un periodo de 30 y 60 minutos (figura 2). Al finalizar cada corrida se
tomo una alicuota para realizar diluciones en base diez y sembrar por la técnica de
microgota en agar BHI. Las cajas se incubaron por 24 horas a 35 °C y se estimo la
poblacién de sobrevivientes. El porcentaje de inactivacion se calcul6 con la ecuacion
17:

UFC/mL;— UFC/mLg
UFC/mL;

Inactivacion (%) = x 100 [17]

Donde UFC /mL; son ufc/mL iniciales y UFC/mL; son ufc/mL finales.

Figura 2. Tratamiento fotocatalitico con lamparas de radiacion UV y visible. Disefio
experimental Plackett Burman. Foto tomada del laboratorio de Microbiologia
Ambiental y de Suelos de la Pontificia Universidad Javeriana.
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4.2.7 Curvas de inactivacion fotocatalitica bajo las condiciones seleccionadas
en el diseio de Plackett-Burman

Se realizaron curvas de inactivacibn empleando tres vasos de cuarzo como foto
reactores con un volumen efectivo de trabajo (VET) de 140 mL de agua de chiller re
inoculada con una concentracion conocida de cada una de los serotipos de
Salmonella (10° UFC/mL). Por cada réplica se colocaron en un soporte plastico seis
peliculas de CuO/TiO, que equivalen a 3.12 mg del catalizador. Antes de iniciar la
irradiacion de las peliculas se estabilizé el sistema por 30 minutos en oscuridad y
posteriormente, se encendieron las lamparas que estaban colocadas paralelas a 5
cm de los vasos (figura 3). La agitacion se realizd6 empleando un agitador horizontal a
120 rpm. Para cada replica se tomaron muestras con intervalos cortos durante 65
minutos (1 min, 5 min, 10 min, 15 min, 25 min, 35 min, 45 min y 65 min).
Adicionalmente, se realizaron dos controles: fotolisis (UV) y adsorcidon
(TiO2/oscuridad). Se verificaron los supuestos estadisticos y se aplicé la prueba

ANOVA para seleccionar los factores significativos.

Fotoreactor
Yasos de
cuarzo
Agua
chiller
Lamparas
0
Peliculas
CuOITiOz
¥ soporte

Figura 3. Curvas de inactivacion para fotocatalisis con CuO/TiO; en fotoreactor. Foto
tomada del laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos de la Pontificia
Universidad Javeriana.
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4.2.8 Determinacién de las constantes de inactivacion fotocatalitica

Con los datos obtenidos en las curvas de inactivacion (UFC/mL) se calcularon las
constantes inactivacion fotocatalitica y fotolitica aplicando el modelo reportado por

Kang y colaboradores (2010) que se presenta en la ecuacion [18]
Nt
In(55) = —kt [18]

Donde, N; UFC/mL en el tiempo, No UFC/mL inicial, min? es la constante de
inactivaciéon en minutos, N¢/No es la relacion de supervivencia, t es el tiempo en

minutosy b el

Para aplicar el modelo se calculé la relacion de supervivencia y se transformé a Ln.
La representacion gréafica de Ln (N¢/N,) en funcion del tiempo generd una linea recta
cuyo valor de pendiente es igual a la constante de inactivacion. Los coeficientes de
regresion superiores a 0,9 indicaron que el modelo graficado predice apropiadamente
el decaimiento de la poblacion.

4.2.9 Proceso Fenton homogéneo Fe*?/H,0,

Para evaluar la segunda tecnologia se prepararon las soluciones de trabajo y se
realiz6 un disefio de Plackett-Burman para seleccion de condiciones, un disefio
factorial 2% para evaluar los cambios realizados en el reactor del proceso Fenton y
las curvas de inactivacion bajo las condiciones seleccionadas previamente en los
disefios experimentales. Adicionalmente, es importante aclarar para el proceso
Fenton y las pruebas de tratabilidad del objetivo 3 solamente se utiliz6 a S.

Typhimurium ya que esta cepa presentd mayor resistencia.
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Segun la concentracién seleccionada por el disefio experimental de H,O, vy de
FeSO, se realizaron las curvas de inactivacion. La realizaron de los célculos se

expreso en H,O, (ppm) y FeSO,4 (ppm).

4.2.14 Disefo experimental Plackett-Burman para Proceso Fenton homogéneo
Se estudid el efecto seis factores a dos niveles (+1,-1) sobre el porcentaje de
inactivacion de S. Typhimurium. Los factores y niveles evaluados se presentan en las

tablas 5y 6, y generaron un total de 12 tratamientos que se realizaron por triplicado.

Como controles se realizaron corridas independientes con hierro y peroxido.

Tabla 5. Factores evaluados para el Plackett-Burman de proceso Fenton.

Factores codificados Factores Nominales Nivel alto Nivel bajo
A Tiempo 60 minutos 30 minutos
B Concentracion celular 1x10° UFC/mL 1x10° UFC/mL
C pH 5,6 9,0
D Agitacion 120 rpm 0rpm
E H>02 200 ppm 20 ppm
F FeSOa4 100 ppm 10 ppm
G Dumy - -

H Dumy - -
I Dumy - -
J Dumy - -
K Dumy - -

*Dumy: Factores no realizados.

Seleccion de los factores:

e Tiempo: Se determino su nivel alto por el tiempo de retencion de las carcasas
del pollo en el agua de chiller y nivel bajo tiempo minimo de inactivacion por
fotocatalisis reportado por estudios previos en el grupo de investigacion.

e Concentracién celular: La dosis minima y maxima infectante de Salmonella.

e pH: Se planteo dos rangos de pH (acido y basico), el nivel bajo corresponde a
el valor de pH en el agua de la etapa chiller y el nivel alto para determinar
como afecta el proceso Fenton.

e Concentracion de H,O, y FeSO, : La concentracion del catalizador y el

oxidante en niveles altos y bajos se seleccionaron realizando busqueda
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bibliografica de varios autores que reportan estas concentraciones para la
inactivacion de bacterias obteniendo 6ptimos resultados.

Tabla 6. Combinacién de los factores a evaluar para S. Typhimurium.

Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E Factor F
Tratamiento Tiempo (min) Concentracion pH Agitacion (rpm) | H.O;(ppm) FeSO, (ppm)
Celular UFC/mL
1 60 1x10° 9 0 20 10
2 60 1x10° 5,6 120 20 10
3 30 1x10° 9 0 200 10
4 60 1x10° 9 120 20 100
5 60 1x10° 5.6 120 200 10
6 60 1x10° 9 0 200 100
7 30 1x10° 9 120 20 100
8 30 1x10° 9 120 200 10
9 30 1x10° 5.6 120 200 100
10 60 1x10° 5,6 0 200 100
11 30 1x10° 5,6 0 20 100
12 30 1x10° 5,6 0 20 10

La preparacion del agua de chiller con las diferentes concentraciones de Salmonella
se realiz6 de la misma forma que en el tratamiento fotocatalitico. Para el montaje de
cada tratamiento se colocaron en cajas de Petri de 10 mL con 5 mL del agua con
Salmonella, H,O, y FeSO, segun los niveles de los factores E y D. El pH se
monitoreo al principio y al final de cada tratamiento. A los 30 y 60 minutos se
tomaron alicuotas de cada uno de los tratamientos para realizar diluciones
decimales, realizar siembras en agar BHI y estimar la poblacién de sobrevivientes
para expresarlos como porcentaje de inactivacion. Nuevamente se verificaron los
supuestos estadisticos y se aplicd la prueba ANOVA para seleccionar los factores
significativos. Por otro lado, se realiz6 un analisis complementario para determinar
qué tratamiento fue el mejor a través de una prueba de Tukey con un nivel de
confianza del 95 %. Con la premisa de que los factores significativos deben estar

incluidos en los mejores tratamientos.

51



4.2.10 Factorial 2% para proceso Fenton

Dadas las necesidades de escalar el sistema de proceso Fenton para realizar las
curvas de inactivacion y mantener mas controlado el proceso por medio de la adicion
continua de perodxido y control de pH, se propuso hacer un disefio experimental
complementario tomando como base los factores que fueron significativos para el
Plackett Burman. Se estructuré un disefio factorial 2*=2°=8 tratamientos, con la
adicion de 3 puntos centrales (Tabla 7). Este tipo de disefio fundamentalmente busca
reducir la cantidad de pruebas a realizar. Ademas, hace posible establecer una
aproximacion empirica, mediante modelos matematicos, de la relacion funcional
entre la variable dependiente (porcentaje de inactivacion de Salmonella) y las
variables independientes o factores, lo cual permite caracterizar la relacién y hallar,
de ser posible, una condicion operativa para el proceso Fenton aproximadamente
Optima en el rango en el cual oscilan las variables en el disefio. La ecuacién general

para un modelo 2* podria ser resumida como:
Y = bo + b1x1 + bzXz + b3x + + b12x1x2 + b13x1 [19]

Donde by es el intercepto de la ecuacion, b, son los coeficientes asociados a cada
factor, las letras X, X2, X3 representan el factor individual x,x, y. Representan las
interacciones entre factores. En este tipo de disefios se pueden evaluar puntos
centrales con el fin de estimar el error puro y la curvatura del modelo. Determinando
que si la curvatura es significativa se podria proponer un segundo disefio
experimental pero que se enfoque en la optimizacion de los factores que tuvieron un

efecto positivo significativo sobre la variable dependiente.

El andlisis estadistico se desarrollé con el programa Design Expert ® para Windows,
previa comprobacion de las premisas de normalidad e independencia de los

residuales aplicando un Analisis de varianza multifactorial.
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Tabla 7. Factores y niveles evaluados en el disefio factorial 2°

Tratamiento | A | B C pH H.0; (ppm) | FeSO,(ppm)
(A) B) ©
1 1 -1 -1 4,0 50 25
2 +1 -1 -1 5,6 50 25
3 1 +1 -1 4,0 200 25
4 +1 +1 -1 5,6 200 25
5 1 -1 +1 4,0 50 100
6 +1 -1 +1 5,6 50 100
7 -1 +1 +1 4,0 200 100
8 +1 +1 +1 5,6 200 100
9 4,8 125 62,5
10 4,8 125 62,5
11 4,8 125 62,5

4.2.11 Caracteristicas del reactor de proceso Fenton y montaje de los
tratamientos para el disefio factorial 2°

Se utilizaron reactores de vidrio pyrex de 500 mL de capacidad total (figura 4). Para
cada tratamiento (tabla 7) se colocaron en el vaso 150 mL de volumen efectivo de
trabajo (VET) de agua de Chiller re inoculada con una suspensién de S. Thypimurium
para obtener una concentracién de 10° UFC/mL. Para cada combinacion se adicion6
la cantidad de hierro a evaluar definida por los niveles del factor C y de manera
continua con una bomba peristéltica se adicion6 H,O, a razén de 150 pL/min, (factor
B). La homogenizacion del catalizador se favorecié continuamente por la inyeccion
de aire en profundidad (0,2 mL/h) y agitacion de 720 rpm empleando un agitador
magnético. EI pH se monitore0 continuamente con un sensor de pH. Cada
tratamiento se evalu6 por 60 minutos y al finalizar el tiempo se tomé un alicuota para
determinar las UFC/mL de S. Thypimurium sobrevivientes y estimar el porcentaje de

inactivacién. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.
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Figura 4. Reactor Proceso Fenton. Foto tomada del laboratorio de Fitoquimica de la
Pontificia Universidad Javeriana.

4.2.12 Curvas de inactivacion para proceso Fenton homogéneo

Una vez se hechos los ajustes necesarios se realizaron las curvas de inactivacion
por tratamiento con reactivo Fenton colocando 150 mL de agua de chiller con S.
Thypimurium con una concentracién celular de 10° UFC/mL. Cada curva se evalué
por 65 minutos con una agitacion de 750 rpm, adicion continua de perdxido y control
continuo de pH. El esquema de muestreo fue el mismo que el valorado en
fotocatdlisis. Adicionalmente, se realizaron dos controles: curvas con H,O, y curvas
con FeSOa,.

4.2.13 Determinacion de las constantes de inactivacién de proceso Fenton
De la misma forma que se realiz6 para fotocatélisis en este numeral se calcularon la
constantes de inactivacibn para proceso Fenton empleando el mismo modelo

cinético.
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4.3 Etapa Il: Comparacion de los tratamientos por fotocatalisis y proceso
Fenton con tratamientos quimicos con &cido peracético e hipoclorito de sodio

Para poder comparar fotocatalisis y Proceso Fenton con los desinfectantes
convencionales fue necesario realizar cinéticas de inactivacion para los

desinfectantes.

4.3.1 Seleccion de condiciones para las curvas de inactivacion

Los objetos de estudio fueron dos desinfectantes, acido peracético e hipoclorito de
sodio en concentraciones de 80 -160 ppm y 20 ppm respectivamente. El producto fue
evaluado y sometido a prueba basado en las concentraciones de uso comun en la
industria. Para establecer las condiciones se llevd a cabo una prueba inicial, en la
gue se analizo la capacidad bactericida de los dos desinfectantes a emplear bajo
condiciones experimentales definidas, esto basado en la norma técnica colombiana
NTC-5150. Aplicando las modificaciones correspondientes al ensayo segun el
serotipo a emplear y sin empleo de neutralizante. La evaluacion de la accion de los
desinfectantes quimicos se realiz6 formando una preparacion homogénea de los
mismos en agua de chiller, evidenciando la respuesta por parte del microorganismo

inoculado.

4.3.2 Curvas de inactivacién para hipoclorito de sodio y &cido peracético

Las cinéticas de inactivacion se realizaron en tubos de vidrio con 9 mL de agua de
chiller previamente esterilizada, se re indéculo con una concentracion conocida de
cada una de los serotipos de Salmonella (10° UFC/mL). La curva de inactivacion se
realizd a 65 minutos de exposicion con los intervalos de tiempo mencionados
anteriormente en las curvas de fotocatalisis y el tratamiento Fenton. Cada curva de

los desinfectantes se realizé por triplicado.
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Al agua de chiller se le adicion6 el desinfectante diluido segun la concentracion a
analizar, para acido peracético 80-160 ppm y 20 ppm de hipoclorito de sodio
respectivamente en el agua de chiller con agitacion constante a 120 rpm (anexo 1y
2). Al finalizar cada corrida se tom6 una alicuota para realizar diluciones en base diez
y sembrar por la técnica de microgota en agar BHI. Las cajas se incubaron por 24
horas a 35 °C y se estim0 la poblacidén de sobrevivientes

4.3.3 Determinacién de las constantes de inactivacion de desinfectantes

De la misma forma que se realizé para fotocatalisis y proceso Fenton se calcularon la
constantes de inactivacion para proceso Fenton empleando el mismo modelo

cinético.

4.4.4 Comparacion de los procesos de oxidacién con desinfectantes

Segun los resultados obtenidos de las curvas de inactivacion realizadas en las
misma condiciones experimentales (tiempos de exposicién) y los resultados
obtenidos de las constantes de inactivacion y las unidades logaritmicas se

compararon los tratamientos realizando analisis de homogeneidad de varianzas.

4.5 Etapa lll: Pruebas de tratabilidad con fotocatalisis y proceso Fenton de
aguas provenientes del beneficio avicola

Como se describié anteriormente en el numeral 4.1.3 las muestras tipo 2 provienen
de dos empresas con niveles de produccion diferentes; una empresa con produccion
aproximada de 300,000 pollos/dia y la otra empresa de 8,000 pollos/dia. Se
muestreod tanto el agua de salida del chiller y el agua residual generada durante el
proceso de beneficio. Se tomaron estas muestras con el proposito de retar los dos

sistemas de oxidacion (fotocatalisis y Proceso Fenton).
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Antes de realizar los tratamientos todas las aguas se caracterizaron siguiendo las
técnicas presentadas en la tabla 2. La evaluacion de los dos tratamientos se realizo
bajo las mismas condiciones de operacion establecidas en las curvas de inactivacion.
La unica modificacion consistié en el tiempo de proceso, ya que para fotocatélisis se
irradio por 35 minutos y para proceso Fenton el tratamiento fue de 15 minutos.
Adicionalmente, se evalué la inactivacion de otros microorganismos como E. coli y
coliformes totales que pudieran estar en el agua y son considerados como
indicadores de contaminacion del agua, para determinar si los tratamientos de
oxidacion avanzada pueden inactivar estos microorganismos en aguas crudas con
diferentes caracteristicas fisicas y quimicas. Estos tratamientos se realizaron por

triplicado.

Para procesar los resultados se realizdé un andlisis de varianza donde se tuvo en
cuenta la comparacién de medias entre tratamiento y la homogeneidad de varianza
para determinar cual de los dos tratamientos de oxidacion fue mas efectivo en el
tratamiento de este tipo de aguas. Las muestras se clasificaron como se observa en
la tabla 8:

Tabla 8. Clasificacién de las pruebas de tratabilidad.

Clasificacion Tratamiento
T1 Linea base agua chiller
T2 Linea base agua residual
T3 Fotocatalisis para agua de chiller
T4 Fotocatalisis para agua residual
T5 Proceso Fenton para agua de chiller
T6 Proceso Fenton para agua de residual
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5. Resultados y discusiones

5.1 Etapa preliminar

5.1.1 Curvas de crecimiento para S. Enteritidis y S. Typhimurium

Las dos cepas realizaron una etapa de adaptacion en los primeros 60 minutos, a
continuacion se evidencio6 la fase de crecimiento exponencial que se prolongé hasta
la los 360 minutos. Posteriormente, se observd una fase de desaceleracion que se
prolongod hasta el final de las dos curvas, sin que se evidenciara la fase de muerte.
La tendencia de los datos podria relacionarse con el consumo acelerado de la fuente
de carbono sencilla (glucosa), con posterior utilizacion de los componentes del caldo
de enriguecimiento BHI (Brain Heart Infusion) los cuales fueron utilizados mas
lentamente y se vio reflejado en el crecimiento menor de las dos serotipos sin que
pueda considerarse como una verdadera fase estacionaria por el agotamiento en el
medio de la fuente de carbono y nitrégeno. Una tendencia similar fue reportada por
Juneja et al., 2006, en su estudio determinaron que Salmonella spp en el mismo
medio de cultivo alcanzo la maxima produccién de biomasa a las 6.5 horas (84).
(Figura 5).

Con respecto a los parametros relacionados con velocidad especifica de crecimiento
y tiempo de duplicacién se observo que la cepa de S. Typhimurium crecié mas rapido
que S. Enteridis y por consiguiente los tiempos de duplicaciébn mas cortos (tabla 9).
Esto podria convertirse en un mecanismo adicional de tolerancia a condiciones
adversas ya que esta bacteria podria restablecer rapidamente su poblacion si las
condiciones ambientales son favorables. Determinando que si los sistemas de
desinfeccibn o tratamiento no son muy eficientes la poblacion incrementara
generando nuevamente un riesgo de contaminacién en el agua, materias primas o

producto terminado.
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Figura 5. Curvas de crecimiento para S. Enteritidis y S. Typhimurium en caldo BHI.
12 horas, 35°C 120 rpmy pH 7,0

Tabla 9. Pardmetros de crecimiento para S. Enteritis y S. Typhimurium.

Recuento de Velocidad especifica Tiempo de
Serotipo Biomasa colonias de crecimiento duplicacion
(@/L) (UFC/mL) (wh™) (h)
S. Enteritidis | 1,21 +0,0164 | 26x107°+10x10"° | 0,0069 + 0,00069 1,68+0,159
S.Typhimurium 1,40+ 0,15 12x10™+10x10" 0,3908 + 0,063 0,03 + 0,004

Por otro lado, al conocer las curvas de crecimiento de las dos bacterias se establecio
que con 12 horas de cultivo se podrian obtener biomasas altas de las dos bacterias
para poder producir los indculos que se utilizaron para acondicionar el agua de chiller
con una concentracion conocida de Salmonella de acuerdo con los disefios

experimentales y en las curvas de remocion, como se detallard mas adelante.
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5.1.2 Caracterizacion de agua de salida del proceso chiller:
Los resultados de la caracterizacion fisica quimica y microbiolégica de la muestra de
agua de salida de chiller (muestra tipo 1), se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Parametros fisicos y quimicos y microbiolégicos. Agua de salida de
proceso chiller

Resultado
Parametros Agua de Salida de chiller (Agua tipo 1).
pH (unidades) 6.9
Conductividad ymhos/cm 800
OD (ppm) 8.5
Grasas y aceites ppm 1050
Unidades de color (UC) 220
Ausencia presencia Salmonella/100mL Ausencia
DQO (ppm) 1400
DBOs (ppm) 924

El decreto 1575 de 2007 para agua potable menciona el rango permitido de pH (6.5 y
9.0). En este tipo de agua proveniente del proceso chiller se obtuvo un pH de 6.9
valor permitido dentro de los parametros de la legislacibn de agua potable en
Colombia. Este valor de pH obedece a que en el proceso avicola en la etapa chiller
se mantiene un pH de 6.5 aproximadamente para realizar la desinfeccion con

hipoclorito de sodio.

La conductividad establece una medida de los iones que se encuentran en el agua
influenciando la calidad del agua (85); también puede relacionarse con la cantidad de
solidos disueltos. Se obtuvo un valor de conductividad de 800 yumhos/cm. El decreto
de agua potable nombrado anteriormente establece un rango 50 a 1000 ymhos/cm.
El valor obtenido obedece a que el agua utilizada en el proceso la mayoria de veces
se recircula, por esta raz6n es normal encontrar cantidades elevadas de carga

organica en el agua.
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EL valor de oxigeno disuelto (O.D) fue de 8.5 ppm; si el valor obtenido es menor
que 4 mg/L; hay un posible incremento de la poblacion bacteriana (86). Otro
parametro que se tuvo en cuenta fue la cuantificacion de grasas y aceites; el valor
para este tipo de agua fue de 1050 ppm, la normatividad en agua potable no acepta
ningun valor de grasas y aceites, pero como se mencion6 anteriormente debido a la
naturaleza del proceso y a la recirculacion del agua se van encontrar valores

elevados que puede afectar los procesos de desinfeccion del agua.

El decreto 1575 de 2007 incluye como pardmetro microbiolégico indicadores de
contaminacion fecal como E. coli y coliformes totales. Salmonella no es considerado
un indicador, pero es un patdgeno importante en la industria avicola el cual es
importante evaluar la presencia de Salmonella en el agua utlizada en estas

industrias.

Aunque no hay valores establecido de la DQO y DBOs para aguas potables se
realizé el andlisis como indicador para tener conocimiento en qué condiciones estaba
el agua de salida de chiller. Comparando los valores de la DQO (1400 ppm) y DBOs
(924 ppm) con la resolucion 3930 de 2010 version IV seccion para limites maximos
permisibles de vertimiento de empresas industriales a alcantarillado publico, los
datos exceden el limite establecido (DQO=800 ppm y DBOs= 300 ppm); estos
resultados estan asociados con el reuso del agua en la inmersién de las canales de

pollo donde se incrementa los niveles de materia organica.

5.2 Etapa I: Seleccion de condiciones para los tratamientos por fotocatalisis y
proceso Fenton

5.2.1 Fotocatalisis con di6xido de titanio (TiO,)

5.2.2 Obtencion y caracterizacién de las peliculas de TiO, y CuO/TiO,

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisica de las peliculas de TiO, de las

peliculas modificadas CuO/TiO; fueron los siguientes:
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e Microscopia electronica de barrido (MEB)

En la figura 6, se presentan las imagenes obtenidas a partir de la caracterizacion por
MEB de las peliculas de TiO, con diferentes aumentos. En las fotografias se puede
apreciar que se logré un recubrimiento total del sustrato con el 6xido semiconductor,
no obstante, existen unas zonas con recubrimiento no homogéneo. Los agregados
presentan una morfologia mayoritariamente esférica lo cual probablemente es el
resultado del proceso de sedimentacion. Dicha forma de las particulas puede
favorecer el empaquetamiento sobre el sustrato y maximizar el contacto con el
mismo (74,87).

5
NONE 5. m J8. 5.0kV  X25,000

NONE 50kv X50,000 100nm WD 8.0mm NONE LEI 5.0kV  X100,000 100 WD 8.0mm

Figura 6. Imagenes MEB para las peliculas de TiO, elaboradas por la técnica sol/gel.

Calcinacion a 450 °C.

La uniformidad de la pelicula generalmente esta relacionada con la velocidad de
sedimentacién y con el pH. En efecto, a valores de pH bajos como los usados en el

presente trabajo, el TiO, se carga positivamente y se genera repulsion entre las
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particulas, evitando el crecimiento de agregados; a valores cercanos al punto
isoeléctrico, se favorece una répida sedimentacion causando que las particulas
grandes arrastren a las particulas pequefias formando agregados de mayor tamafio
(59).

Por otro lado las peliculas modificadas con Cu calcinadas a 450 °C el precursor
(CuS0O,4) se descompone para formar CuO el cual probablemente est4 depositado
sobre la superficie de las particulas de TiO, formando un recubrimiento. Las
fotografias (figura 7) demuestran que los sustratos fueron completamente cubiertos

observandose una capa de mayor compactacion respecto a la de TiO».

< T 5.0 %) L 4
UNIANDES 50k X20000  Tam . WD 8.O0mm

PN Tl

20kV  X50,000 0.5um UNIANDES NONE 50KV X50000 100nm WD 80mm

Figura 7. Imagenes MEB para las peliculas de CuO/TiO; elaboradas por la técnica
sol/gel. Calcinacién a 450 °C/2 h

En este caso, la deposicién fue realizada de idéntica forma que para el TiO,, sin
embargo, a partir de las micrografias es claro que la inclusién de CuO modificé la
morfologia de los agregados ya que para este material se observan particulas con
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formas heterogéneas. A mayores aumentos, fue posible observar pequefios
agregados que posiblemente pueden corresponder a la formacion de clisters de
CuO sobre las particulas de TiO,. Los resultados de Huang y colaboradores (2009)
sustentan la anterior hipotesis, en su estudio establecieron que cuando se modifica al
TiO, con Cu se observan unas particulas esféricas mas pequefias debido a la
formacién de CuO superficial, asi mismo, sefialan que la presencia de estas

particulas depende de la concentracion de Cu depositado (89,90).

En la figura 8, se presenta una distribucion (histograma) de los tamafios de agregado
observados para las peliculas de TiO, y CuO/TiO,. El histograma sefiala para el TiO,
una distribucion bimodal con tamafios mayoritariamente entre 20-60 nm y 180-260
nm; por su parte, la pelicula de CuO/TiO, presenta tamafios mayoritarios entre 140-
220 nm. Los tamafos de agregado para las peliculas de CuO/TiO,, en mayor
proporcién, son de tamafios mayores en comparacion con las peliculas de TiO,, esto
debido a que el CuO se deposita (nuclea) sobre las particulas de TiO, incrementando
su volumen (como fue observado en las imagenes) (91,92).
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Figura 8. Distribucion de tamarfio de agregado obtenida a partir de MEB
(El histograma fue construido luego de la medicién de una poblacién de 100
particulas con el software ImageJ®).
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e Espectros EDS: composicion quimica

Los espectros EDS se determinaron para medir semi-cuantitativamente la

composicién quimica de cada pelicula (figura 9).

a. Tio, b. CuO/TiO,

Ti

Ti A0 Ti

Figura 9. Espectros EDS para las peliculas calcinadas a 450 °C; a) EDS de TiO,, b)
EDS de CuO/TiO..

Los resultados indican una composicion rica en oxigeno, se observa una proporcion
de oxigeno mucho mas alta que la estequiométrica (ver relaciones atomicas en la
tabla 11). Esto puede deberse a que la técnica EDS no es capaz de medir a grandes
profundidades (menor a 100 A) sobre el material lo que causa una sobreestimacion

de los atomos superficiales de la red cristalina (oxigeno) (93,97).

Mediante la técnica EDS fue posible determinar la efectividad de la modificacién con
CuO de las peliculas de TiO, en una proporcion menor al 0,5 % en masa (tabla 11)
(94).
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Tabla 11. Composicion obtenida por EDS para las peliculas calcinadas a 450 °C/2 h.

Pelicula Masa (%) Atomo (%) Relaciones atdmicas
@) Ti Cu @) Ti Cu TilO Cu/O (Ti+Cu)/O
TiO, 84,96 | 15,04 | nd | 94,42 | 5,58 | n.d. 0,05910 n.d. n.d.
CuO/TiO, | 86,12 | 13,62 | 0,26 | 94,90 | 5,01 | 0,07 | 0,05279 7,376X10™ 0,05353

n.d.= no detectado debido al limite de cuantificacién de la técnica.
e Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X se emple6 para determinar las fases cristalogréficas de las
peliculas de TiO, y de CuO/TiO,, este andlisis es importante considerando que la

presencia de la fase anatasa favorece los procesos fotocataliticos (74).

Los DRX obtenidos se presentan en la figura 10. Las sefales obtenidas, en ambos
casos, corresponden a los planos cristalinos de la fase anatasa, lo cual es coherente
dada la temperatura de calcinacion empleada en el presente trabajo. En los DRX no
se observa la presencia de la fase rutilo ni tampoco sefiales correspondientes al
CuO, esto ultimo debido a que el limite de deteccion de DRX generalmente es
superior al 1 % en masa como se observo en la tabla 11, el CuO esté presente en

una proporcién menor a este valor (94,95).
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Figura 10. DRX para las peliculas calcinadas a 450 °C/2 h. TiO,y CuO/ TiO,
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e Microscopia de fuerza atdmica (MFA)

La MFA fue empleada para determinar la rugosidad de la superficie de las peliculas
de TiO, y CuO/TiO; (96). La figura 11 presenta los resultados los cuales sefialan que
la pelicula de TiO, tiene mayor rugosidad en comparacién con la pelicula de
CuOITiOg; lo anterior, guarda correlacion con lo observado en las micrografias MEB.
Ademas, las imagenes indican que el crecimiento de la pelicula de TiO, favorecio la
formacion de “islas” de agregados, tal como lo sefialan diferentes autores, estas islas
pueden ser recubiertas por la presencia de CuO lo que aumenta la compactacion del
material (90,98). De igual manera, se observa que la pelicula de CuO/TiO, presenta
mayores tamafos de agregado lo cual es coherente con los resultados de MEB. Por
otra parte, es posible estimar que el espesor de la pelicula en ambos casos es
inferior a 123 nm (99,100).

aTo, b. CuO/TiO,

Line fit 2,51pm

Line ® 2 77pm

X* 49,50m

Figura 11. Imagenes de MFA para las peliculas calcinadas a 450 °C/2 h.

e Curvas espectrales

En la figura 12 se encuentran las curvas espectrales realizadas para las peliculas de
TiO,y CuO/TiO,. En la gréfica se pudo encontrar la Eg en T (trasmitancia) versus hv
que corresponde a la energia de los fotones. Los valores experimentales de las
peliculas elaboradas por medio de sol/gel para TiO, calcinadas a 450 °C presento un
Eg de 3.28 eV. Este valor de energia corresponde a la longitud de onda que cae en
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el espectro UV, lo que siguiere que esta fuente de luz potencializa la formacion de
radicales que inciden sobre el sélido (89).

Con las peliculas modificadas con CuSO4(CuO/TiO,) en la cual hubo una insercion
de nuevos materiales para realizar la modificacion elaboradas también por la técnica
sol/gel y calcinadas a 450 °C presentd un valor de Eg de 3.08 eV (figura 12), este
valor en comparacion con el valor de las peliculas sin modificar representa un
corrimiento importante que aunque no esta dentro del espectro visible y potencializa
la fotocatalisis con radiacion UV. Este valor puede estar relacionado por la insercion
de materiales como el Cu que se puede distribuir en la red del TiO,y actuar como
especie fotoactiva (61,97). Estos resultados de modificacion fueron determinantes en

los porcentajes de inactivacion obtenidos con los dos serotipos de Salmonella.

020 ———cuorTio,
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Figura 12. Curvas espectrales. La linea roja corresponde a la peliculas de TiO
calcinadas a 450 °C gap 3.2 eV. Linea negra corresponde a las peliculas modificadas
CuO/TiO; calcinadas a 450 °C, valor de gap 3.08eV.

5.2.3 Disefio experimental Plackett-Burman para fotocatalisis

En la tabla 12, se presenta el resumen del analisis de varianza y los coeficientes de
regresion para los disefios realizados con las dos serotipos de Salmonella.

Observando que los modelos obtenidos tenian buen R? lo que demostré buena
68



correlacion entre los valores predichos y los observados (anexo 3). Adicionalmente,
los dos presentaron una precision adecuada (9.2 y 7.8) ya que es deseable que sea
superior a 4.0 para poder analizar los resultados del modelo. Una vez verificada la
calidad del modelo se procedid a determinar cuales fueron los factores que
generaron el efecto principal y se determiné que los factores E y F (tipo de pelicula 'y
tipo de lampara) tuvieron un efecto significativo sobre la inactivacion de los dos
serotipos de Salmonella con valores de p = 0.0265, 0.0005, 0.0247 y 0.0012, para S.
Enteritidis y S. Typhimurium (anexo 4 y 5). Con respecto a los coeficientes de
regresion el signo determind si es méas favorable el nivel bajo (-1) o el nivel alto (+1)
para continuar con fututos experimentos de optimizacion. En el presente estudio de
los valores obtenidos se presentan en las ecuaciones 20 y 21. Segun los resultados,
los signos del factor E son positivos, por lo tanto, es mas favorable trabajar con las
peliculas modificadas con cobre y para el factor F es mejor trabajar con las lamparas

de 254 nm (signo negativo).
Inactivacion (%) S.E =36 —3.13, + 6.225 + 4.54, + 6.22, + 13.3; —36.6; [20]

Inactivacion (%) S.T = 41.35 + 0.57, + 4.665 + 1.74. + 2.0.2, + 15.93; — 33.25; [21]

Tabla 12. Resultados y coeficientes de regresion para el Plackett Burman de S.
Entritidis y S. Typhimurium.

Salmonella Enteritidis Salmonella Thypimurium
Factor Inactivacién (%) Inactivacién (%)
SC GL CMg Valor F | Proba> CR SC GL CM Valor | Proba>f CR
f F
Modelo | 19261.9 6 3210.3 | 13.47 0.005 | 36.12 | 16659. 6 2776.6 9.18 0.0139 41.35
0 2 90 5
a 116.60 1 116.60 0.49 0.5155 -3.12 3.85 1 3.85 0.013 0.9146 0.57
b 463.80 1 463.80 1.95 0.2219 6.22 261.12 1 261.12 0.86 0.3955 4.66
c 247.47 1 247.47 1.04 0.3550 4.54 36.26 1 36.26 0.12 0.7433 1.74
d 463.80 1 463.80 1.95 0.2219 6.22 49.10 1 49.10 0.16 0.7037 2.02
e 2310.28 1 2310.2 9.69 0.0265 | 13.88 | 3045.2 1 3045.2 | 10.06 | 0.0247 15.93
8 2 2
f 15659.9 1 15659. | 65.69 0.0005 - 13264. 1 13264. | 43.84 | 0.0012 | -33.25
6 96 36.12 36 36
Residua | 1191.9 5 238.39 1512.8 5 302.58
les 8
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Figura 13. Disefio experimental Palckett-Burman para fotocatalisis con TiO».
Porcentajes de inactivacion y pH final para los 12 tratamientos evaluados para S.

Enteritidis y S. Typhimurium.
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Tabla 13. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para fotocatalisis.
Porcentajes de inactivacion para S. Enteritidis y S. Typhimurium

. %) Inactivacién | (%) Inactivacion
Tratamiento ( S) Enteritidis (S 2I'yphimurium
1 44,01 47,60
2 54,22 60,22
3 100,00 100,00
4 0,00 0,00
5 100,00 100,00
6 0,00 10,91
7 0,00 0,00
8 100,00 100,00
9 0,00 0,00
10 0,00 32,75
11 0,00 4,94
12 35,50 39,75

Los resultados obtenidos de los porcentajes de inactivacion de S. Enteritidis y S.
Typhimurium por el tratamiento de fotocatalisis estan directamente relacionados con
la foto excitacién provocada por radiacién UV con energia suficiente que permite que
los electrones presentes en la banda de valencia (BV) superen el gap propio del
material (3-3,2 eV) pasando a la banda de conduccién (BC) (50).

Se produce la interaccién de los pares e/h* en las superficie de las peliculas de
CuOI/TiO, que reaccionan con especies presentes en el medio permitiendo la
formacién de especies fuertemente oxidantes como los radicales hidroxilo *OH y de
otras especies como O,*, HO,* que producen dafio y alteracion a la célula
bacteriana (59,101).

Como se menciond anteriormente el dafio celular producido por la fotocatalisis con
TiO, se da por el ataque de los radicales hidroxilo a la membrana celular «OH
alterando la permeabilidad de la membrana y posterior dafio en la pared celular (59).
El ADN absorbe la radiacion UV alterando las purinas y pirimidinas llevando a la
formacion de dimeros e hidratos, produciendo dimerizacion y ruptura de la estructura

del ADN (69) y la posible muerte celular. Los porcentajes de inactivacion obtenidos
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fueron del 100 % para los tratamientos en donde hubo interaccién con radiacién UV y
peliculas modificadas CuO/TiO..

La luz visible (3.5 eV) no proporciona la energia suficiente para provocar la excitacion
de los e, inhibiendo la produccion de los radicales *OH. Como resultado no tuvo un
efecto significativo sobre la inhibicion en los dos serotipos de Salmonella en los
tiempos evaluados (103). Los resultados de inactivacion con lamparas de luz visible y
pelicula de TiO, y CuO/TiO, no fueron efectivos; el mejor porcentaje de inactivacion
fue de 32 % para el tratamiento 10 sugiriendo que un aumento en el tiempo de
exposicion a la luz visible, mejora la eficiencia de fotocatalisis con peliculas
modificadas con CuSO, como lo reporté Villanueva donde obtuvo porcentajes de
inactivacion del 99,9% para E. coli con este mismo tipo de peliculas (CuO/TiO,) en
un tiempo de 6 horas (360 minutos), o lo reportado por Xiong y colaboradores en la
degradacion de colorante rojo brillante con resultados del 100% de degradacion del

colorante con peliculas de TiO,/Cu,O durante 9 horas (59,104).

Benabbou y colaboradores, reportan que en los primeros 10 minutos de la radiacion
con este tipo de emisidn se produce un proceso de autodefensa y mecanismos de
auto reparacion de la célula bacteriana. Debido a la baja intensidad luminica se
necesita un tiempo minimo de 90 a 180 minutos para llevar a cabo el proceso de

inactivacién (9,106).

Investigaciones recientes se han enfocado en la modificacion de TiO,, para
potencializar el proceso con radiacion UV (107-108). El cobre (Cu) es un metal que
ofrece caracteristicas importantes en la modificacion del material produciendo un
incremento del area superficial que esta directamente relacionado con la actividad
fotocatalitica (60,95). Otro factor importante son los iones que se encuentran en la
superficie del TiO,; estos iones pueden capturar los electrones foto inducidos vy

trasferir al Cu a la superficie de TiO, evitando la recombinacion (109,111,112).

En los resultados obtenidos de los controles: UV (fotolisis) se encontraron
porcentajes de inactivacion del 100 % debido a la radiacion directa de radiacion UV a
la solucion con Salmonella. Este resultado podria deberse a un flujo elevado de
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fotones que ataca a las bacterias, favorece la velocidad de reaccion y evita los
mecanismos de foto reactivacion (53). De igual forma se realiz6 un control de
fotocatalsis con las lamparas de luz visible con los dos tipos de peliculas en donde
no se presentd inactivacion. Como se indicé anteriormente la utilizacion de la luz
visible en los tiempos de exposicion del Plackett-Burman fueron ineficientes para la

inactivacion de los dos serotipos de Salmonella evaluados.

La literatura indica que los procesos de fotocatalisis con un semiconductor son mas
eficientes a un rango de pH de 3 a 5, ya que afecta de manera directa la superficie
del catalizador y la forma quimica del compuesto a degradar; si el pH es acido la
velocidad de reaccion es mayor porgque el TiO, se carga positivamente generando
atracciéon entre los compuestos a degradar o microorganismos facilitando la
eliminacion de estos por medio de especies reactivas generadas por la radiacion UV
sobre la superficie de CuO/TiO, (11). Se esperaba que a pH de 5,6 la inactivacion
fuera superior que a pH 9.0; pero no hubo diferencias sobre la tasa de inactivacion
con los dos serotipos de Salmonella spp. No obstante, es poco usual encontrar
aguas tan alcalinas en la industria de beneficio avicola ya que genera deterioro de
las tuberias por deposicién de sales de calcio y magnesio. Los tratamientos Tz y Tg

se realizaron con un pH de 9.0 donde obtuvo inactivacién del 100 %.

5.2.4 Curvas de inactivacién para fotocatalisis con CuO/TiO;

Los resultados de las curvas de inactivacién para los tratamiento con fotocatalisis
CuOI/TiO;, en agua de chiller demostré que a los 25 minutos de exposiciéon para S.
Enteritidis el porcentaje de inactivacion fue del 100% y a los 35 minutos de
exposicién para S. Typhimurium. Se realizé recuento en profundidad donde no
observo reactivacion de la poblacion bacteriana en los 65 minutos de exposicion.
(Figura 14).

Con el control de fotolisis (UV), se obtuvo 100% de inactivacion a los 55 minutos de
exposicion para S. Enteritidis y a los 45 minutos de exposicion para S. Typhimurium.

Los resultados obtenidos de fotolisis en el disefio Palckett-Burman no se evidencié
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diferencias en los porcentajes de inactivacion para fotocatalisis y fotolisis a los 60

minutos de exposicion.

Como se pudo determinar en las curvas de inactivacion la fotocatalisis con CuO/TiO;
es mas eficiente que fotolisis, esto se debe a que la irradiacion de la radiacion UV se
da sobre la superficie del solidos semiconductor (CuO/TiO,) potencializando la

generacion de radicales *OH y otras especies con poder oxidativo.

Por el contrario en los resultados obtenidos para el control de adsorcion a 65 minutos
de exposicibn no se observaron disminuciones de las poblaciones de los dos
serotipos de Salmonella; por el contrario se evidenci® un incremento en los
recuentos sugiriendo que los dos serotipos de Salmonella asimilaron los nutrientes

existentes en el agua para su proceso de crecimiento durante los 65 minutos de

exposicion.
10 - 10 -
A cuomozuy S. Enteritidis T s Typhimurium
j 1 —'—TiOZICUZSOA/oscuridad —_ | —'—TiOZICuzsoaloscuridad
= -
R 81 E 8 1 Il
=] o — 1
S - " » = . 1 5 ] - - » x »
o / ] /
3 » =)} I »
N3 6 —E\I/ o 6 T
—
g |«l 2 0
=R B 8 R
i) S I
o 44 _
S 4 S 44 I\
) o &\
° N, = © N
S 24 . S 24
<) *— - c AN
> e 5] \
(&) S AN
() o °
[0 () °
0~ P — kX
LI L S B S B L BN B B LA B B LR L S L N N R UL A L N B R
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 0 '5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 14.Curva de inactivacion para S. Enteritidis y S. Typhimurium para
fotocatalisis con CuO/TiO,, controles de UV (fotolisis) y adsorcion (oscuridad)
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Con respecto los resultados obtenidos de las constantes de inactivacién (min™) las
mejores constantes fueron para el tratamiento de CuO/TiO,/UV para S. Enteritidis y

S. Typhimurium. Los resultados estan en la tabla 14.

Tabla 14. Constantes cinéticas y coeficiente de regresion para la inactivacion de S.
Enteritidis y S. Typhimurium en fotocatalisis heterogénea con CuO/TiO, /UV y
UV (fotolisis).

CuO/TiO, /UV
Microorganismos K (min™) R? UV K (min™) R?
S. Enteritidis 0.479+0,012 0.998 0.229+0,0065 0,98
S. Typhimurium 0.364+0,0045 0.997 0.298+0,07 0,99

Las constantes de inactivacion se relacionan con la velocidad de muerte de los
microorganismos expuestos a un determinado tratamiento. Entre mas alto es el valor
de la constante, la inactivacion es mas rapida y esta directamente relacionado con la
efectividad del tratamiento fotocatalitico (97). Las constantes de inactivacion
obtenidas para fotocatalisis con CuO/TiO; para S. Enteritidis y S. Typhimurium fueron

de k= 0,479 min™y k= 0,364 min™ respectivamente.

Segun los resultados obtenidos de las constantes de inactivacion para fotocatélisis
con CuO/TiO, se obtuvo mayores resultados y por consiguiente el tratamiento
demostré ser mas efectivo; debido a la presencia del semiconductor modificado con
Cu el cual le concedié caracteristicas al TiO,, mejorando su eficiencia de
inactivacion ya que el Cu, actia como una trampa de electrones evitando la
recombinacién de los pares e/h"; adicionalmente estos iones de Cu tiene la facilidad

de dispersarse en la red del TiO, favoreciendo el proceso fotocatalitico (95,113).

En el control de fotolisis también se obtuvo constantes de inactivaciéon para S.
Enteritidis de k=0.229 min™ y S. Typhimurium de k= 0.298 min™® pero como se pudo
observar el valor de las constantes de inactivacién fue menor que el de el valor de

CuOITiO, /UV; esto se debe a la presencia no solo de la radiacion UV sino de la
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superficies del solido semiconductor que potencializa la generacion de radicales *OH
y otras especies con poder oxidativo.

Se han realizado multiples estudios sobre la modificacion del TiO»; Villanueva (2010),
realizo modificaciéon con CuSQO, utilizando lamparas de luz visible para la inactivacion
de E. coli obteniendo resultados de inactivacion cercanos al 100 % a los 720 minutos
de exposicidon (59). Karunakaran y colaboradores (2010), reportaron la inactivacion
de E. coli con la modificacién con Cu proveniente de la sintesis de Cu(NH3),%* con
luz visible obteniendo resultados eficientes a los 30 minutos (108). Por otro lado,
Rengifo y colaboradores (2010), estudiaron el dopamiento con nitrégeno y azufre
preparado con urea Yy tiourea para ser utilizado con luz visible para la inactivacion de
E. coliy eliminacién de fenoles (109).

También se ha modificado con otros materiales; Kang y colaboradores realizaron
modificacion con la platino (Pt) CdS/Pt-TiO, mejorando la absorcion de fotones y
resultados eficientes en la inactivacion de E. coli (97). Liu y colaboradores realizaron
la modificacion con plata Ag/TiO, y demostraron la inactivacion de E. coli con
radiacion UV y en oscuridad (110).

También se ha reportado éxito en la remocion de colorantes, se ha modificado con
Cu,S/TiO; para la degradacion de colorantes como el azul de metileno y naranja de
metilo (60), se ha estudiado la actividad fotocatalitica de Cu-TiO, (61), en el
tratamiento de agua residuales (74), degradacion de contaminantes organicos y
separacién de agua por medio de TiO,/CuO con luz visible (104). Estos estudios
demuestran que el proceso de modificacion del TiO; resulta ser exitoso obteniendo
mejores resultados en la inactivacion de microorganismos y en otro tipo de procesos
como la remocién de colorantes y contaminantes. La mayoria de estudios se han

enfocado en la inactivacion de E. coli.
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5.2.5 Proceso Fenton

Se realizaron dos disefios experimentales PlackettBurman y un factorial 23, con los
resultados obtenidos se procedi6 a realizar las curvas de inactivacién. A continuacion

se presentas los resultados para cada una de los experimentos.

5.2.6 Plackett-Burman para proceso Fenton homogéneo

En la tabla 15, se presenta el resumen del analisis de varianza y los coeficientes de
regresion para el disefio realizado con la cepa de S. Typhimurium. Observando que
el modelo obtenido tenian buen R? lo que demostré buena correlacién entre los
valores predichos y los observados (anexo 6). Adicionalmente presentd una precision
adecuada (35.27) ya que es deseable que sea superior a 4.0 para poder analizar los
resultados del modelo. Una vez verificada la calidad del modelo se procedi6 a
determinar cuales fueron los factores que generaron el efecto principal y se
determind que los factores C, E y F tuvieron un efecto significativo sobre la
inactivaciéon de Salmonella con valores de p = 0.0001, 0.0301 y 0.0363 (anexo 6).
Con respecto a los coeficientes de regresion el signo determind si es mas favorable
el nivel bajo (-1) o el nivel alto (+1) para continuar con futuros experimentos de
optimizacién. En el presente estudio los valores obtenidos se presentan en la
ecuacion 22 y segun los resultados el signo del coeficiente del factor C fue negativo
lo que indicé que la inactivacion se favorecié a pH acidos y muy posiblemente si se
disminuye mas el pH la respuesta puede incrementar. Para los factores E y F los
signos fueron positivos e indicaron que a concentraciones altas de los dos reactivos

favorecieron la inactivacion.

Inactivacion (%) S.T = 62.42 — 1.08, + 7.255 — 3.42, + 0.25, + 0.75; + 0.25  [22]
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Tabla 15. Resultados y coeficientes de regresion para el Plackett Burman de
proceso Fenton con S. Typhimurium

Salmonella Typhimurium
Inactivacién (%)
SC GL CM Valor F Probabilidad > CR
[=]
Modelo 793.17 6 132.19 176.26 < 0.0001 62.42
A 14.08 1 14.08 18.78 0.0565 -1.08
Tiempo
B 630.75 1 630.75 841.00 0.567 7.25
Ufc/mL
C 140.08 1 140.08 186.78 < 0.0001 -3.42
pH
D 0.75 1 0.75 1.00 0.3632 0.25
Agitacion
E 6.75 1 6.75 9.00 0.0301 0.75
H-0,
F 0.75 1 0.75 1.00 0.0363 0.25
FeS0O,
Residuales 3.75 5 0.75
Correlacién total 796.92 11
R® 0.98
Precision 35.27
adecuada
Coeficiente de 1.39
variacion

*p= <0,05 indican los términos son significativos.

Debido a que no se encontré diferencias entre los tratamientos que presentaron
porcentajes de inactivacién bajos 57.5 % (B) y altos 72.4 % (A) como se observa en
la figura 15 y tabla 16 se decidi6 realizar los experimentos del proceso Fenton a
escala de reactor para poder controlar durante todo el tratamiento las variables que
presentaron diferencias significativas como el valor de pH, concentracion de FeSO,y
adicion en cantidades controladas de H,O,; ya que son variables que influyen en la
reaccion Fenton (114,115).
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Figura 15. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para proceso
Fenton homogéneo. Porcentaje de inactivacion para los 12 tratamientos a evaluar
para S. Typhimurium

Tabla 16. Resultados del disefio experimental Plackett-Burman para proceso Fenton.
Porcentajes de inactivacion para S. Typhimurium

(%) Inactivacion
S. Typhimurium
57,59
72,45
72,45
57,59
72,45
72,45
72,45
57,59
57,59
10 57,59
11 72,45
12 57,59

Tratamiento

=

O O|INO|O|AWIN
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El control en adicion H,O, juega un papel importante en la generacion de radicales
*OH e inactivacion de microorganismos, por otro lado el control de pH desde el
inicio hasta el final de la reaccion juega un papel importante sobre el potencial de
oxidacion de los radicales *OH (114). En los ensayos realizados en el disefio factorial
Plackett-Burman no fue posible controlar todas las variables por esta razon se hizo

necesario realizarlo en reactor.
L . 3 ,
5.2.7 Disefo factorial 2" de proceso Fenton homogéneo

Al cambiar la configuracion del sistema e incrementar el volumen de agua a tratar en
las curvas de inactivacion fue necesario evaluar si los factores que fueron
significativos en el Plackett-Burman se comportaban de la misma forma y favorecian
la inactivacion de Salmonella. Adicionalmente, se control6 mejor el proceso al
adicionar continuamente el peréxido, monitorear el pH e incrementar la agitacion.
Para esto se realiz6 el disefio factorial 2° los resultados del anélisis de varianza y
regresion se presentan en la tabla 17.

Tabla 17. Resultados del analisis de varianza y coeficientes de regresion para el

Factorial 2°
Fuente Suma de Grados de Cuadrado Valor F Prob>F Coeficientes
cuadrado libertad medio de regresion
Modelo 6135.75 7 876.54 1448.33 < 0.0001 35.96
A 332.82 1 332.82 549.94 < 0.0001 -3.72
B 418.29 1 418.29 691.16 < 0.0001 4,17
C 1561.91 1 1561.91 2580.81 < 0.0001 8.07
AB 310.29 1 310.29 512.70 < 0.0001 3.60
AC 404.18 1 404.18 667.84 < 0.0001 4.10
BC 10.81 1 10.81 17.86 < 0.0001 0.67
ABC 3097.45 1 3097.45 5118.03 0.0005 -11.36
Curvatura 76.84 1 76.84 126.97 < 0.0001
Error puro 10.89 18 0.61
Correlacién 6223.49 26
total
R* 0.99
Precision 121.6
adecuada
Coeficiente 2.13
de variacion

*p= <0,05 indican los términos son significativos
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Inicialmente, se realiz6 una grafica para establecer cuales eran los factores o
interacciones que generaron un efecto sobre el porcentaje de inactivacion de
Salmonella, seleccionando solamente los principales que seran aquellos que se
observaron mas distantes a la linea base (anexo 8). Por otro lado se verificd que los
resultados de la variable dependiente (porcentaje de inactivacion) cumplieran con las
premisas de distribucion normal, independencia y homocedasticidad. Por esta razon,

no fue necesario realizar una transformacion matematica de la variable dependiente.

De acuerdo con los resultados de la prueba ANOVA se determind que tanto el
modelo, como los factores y todas las interacciones tuvieron un efecto significativo
(tabla 17), por esta razén al realizar el analisis de regresion multiple de los datos

experimentales se genero la ecuaciéon que se presentan a continuacion:

Inactivacion (%) = 35,96 — 3,724 + 4,17B + 8,07C + 3,60A4B + 4,10AC + 0,67BC — 11,36ABC [23]

Los tres factores tuvieron un efecto altamente significativo (p<0.0001) sobre el
porcentaje de inactivacion de Salmonella. Como se puede observar en la figura 16
gue corresponde a la representacion cubica de la interaccion de los factores en la
interseccion de los niveles altos de H,0, y FeSO,4 con el nivel bajo de pH es el punto
donde se obtuvo un 56 % de inactivacion a los 60 minutos de tratamiento

Adicionalmente, esta interaccion se dié en el tratamiento 7 y en la figura 17 se
observa que este es significativamente diferente (p<0.0001) que los demas

tratamientos.
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B: Cocnentradénde HiO: 56.26 41.49
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C: Concentracién de Fe S0y
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Figura 16. Representacion cubica del efecto del efecto de pH, concentracion de
H,O, y concentracién de FeSO, sobre la inactivacion de S. Typhimurium

Inactivacion (%)

Tratamientos

Figura 17. Proceso Fenton homogéneo. Porcentajes de inactivacion para los 8
tratamientos evaluados en el disefio factorial 2° para S. Typhimurium.

Como se observo en los resultados obtenidos con las concentraciones mas altas del
catalizador (FeSQO,) y del agente oxidante (H.O) y con un pH de 4,0 se obtuvieron
los mejores porcentajes de inactivacion de S. Typhimurium. Fue indispensable

mantener el valor de pH durante todo el proceso para no afectar la reaccion Fenton,
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también la adicion en cantidades controladas de H,0,. Como condiciones de
operacion para optimizar el proceso hubo agitacion e inyeccion de aire continua para
evitar la precipitacion de la reaccion y la formacion de lodos por parte del catalizador
(22).

El pH es una variable determinante en el proceso Fenton ya que afecta directamente
el rendimiento catalitico. EI pH 6ptimo de la reaccion fue de 4.0, donde no hubo
disminucion de la concentracion del catalizador ni tampoco se precipitd la reaccion y

por tanto no se afect6 el rendimiento catalitico (18,117).

Durante el proceso Fenton el H,O, tiene un papel determinante en la produccion de
radicales OHe, se demostré que el efecto de la dosificacion controlada de H,0,
contribuy6 en la inactivacion de Salmonella (114). Se obtuvo el mayor porcentaje de
inactivacion con una concentracién de H,O, de 200 (ppm) que podria incrementar la
produccion de *OH (73).

El Fe®* es otro factor importante en la reaccién Fenton que cataliticamente
descompone el H,O, para generar radicales OH+. Concentraciones mas elevadas de
Fe?* produce un incremento en la velocidad de reaccién; como se pudo observar el

mejor porcentaje de inactivacién se dio con una concentracion de FeSO, de 100
(ppm) (114).

No se encontrd porcentajes de inactivacion para los controles de H,O,y FeSO, a las
concentraciones seleccionadas del factorial, no hubo un exceso ni del catalizador ni
del oxidante que estuvieran inhibiendo a Salmonella por si solos y no se estuviera

llevando acabo la reaccién Fenton.

5.2.8 Curvas de inactivacion de proceso Fenton homogéneo

Con los resultados obtenidos del disefio factorial 2° se seleccionaron las variables

con las que se realizaron las curvas de inactivacion.
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Los resultados de las curvas de inactivacion para el proceso Fenton homogéneo
H,O./Fe*? en agua de chiller arrojaron 100% de inactivacién para S. Typhimurium a
los 15 minutos de exposicion. Se realiz6é recuento en profundidad donde no observo

reactivacion de la poblacion bacteriana en los 65 minutos de exposicion (figura 18).

10

FeSO,/H,0, (100 ppm/200 ppm)
—®—HO0, (200 ppm)
—A— FeSO, (100 ppm)

G M—8—4—— 42—+ a2

Recuento de colonias (Log , ufc/mL)

1T ~Trr T 17 17T 17T 1T 1T 1T 17T 71T 71T 7T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Tiempo (minutos)

Figura 18. Cinética de inactivacion para S. Typhimurium con Proceso Fenton
H,0,/FeSQOy; controles de H,0O, y FeSO,4

Como se menciono anteriormente la interaccion entre una concentracion adecuada
del oxidante H,O,: 200 ppm y del catalizador Fe*?; 100 ppm bajo condiciones de
acidez pH: 4.0 controlando cada una de las variables generé la reaccién Fenton. Uno
exceso del oxidante puede dar lugar a la degradacion del mismo por los radicales
OHe-. Blanco (2008) demuestra la importancia de la adicion controlada de H,0O, ya
gue mejora la eficiencia del proceso cuando se dosifica el reactivo; si no se controla

esta dosificacion podria inhibir la generacion de «OH (73).

Lipczynska y colaboradores (2008) investigaron la eliminacion de compuestos como
el arsénico en aguas residuales utilizaron concentraciones de H,O,: 200 ppm y
concentracion de FeSO,4: 100 ppm obteniendo resultados de remocion de 95 %.

Concentraciones iguales a las utilizadas en este estudio (88).
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En cuanto a la inactivacién de microorganismos se han realizado algunos estudios,
entre estos estudios Spuhler y colaboradores (2010) evaluaron el efecto de Fe®,
Fe*/H,0, en foto-Fenton para la inactivacion de E. coli a un pH cercano a la
neutralidad (7-7.5), con concentracién de Fe?* de 0,6 mg/L y de H,O, de 10 ppm
donde se obtuvo eficiencia a las 4 horas de exposicion. Lo que demuestra la
importancia de un valor de pH que favorezca la reaccion para obtener resultados de

inactivacion en tiempos de exposicion mas cortos (77).

Sciacca y colaboradores (2010), realizaron tratamiento para la eliminacién de S.
Enteritidis con proceso foto-Fenton en aguas naturales, donde encontraron una
inactivacién a los 30 minutos de exposicion con una concentracion de 10 ppm de
H,0O,. (22). De igual forma los estudios con E. coli también involucra la utilizacion de

radiacion solar o ultravioleta para potencializar el proceso foto-Fenton (20).

Uno de los mecanismo de dafio celular se da por medio de la liberacién de H,O;
extracelular que puede aumentar la permeabilidad de la membrana y permitiendo
que el Fe?* ingrese a la célula bacteriana causando alteracién en la funcién celular
(21).

5.3 Etapa Il: Comparacién de los tratamientos por fotocatalisis y proceso
Fenton con tratamientos quimicos con &acido peracético e hipoclorito de sodio.

Para poder comparar los procesos de oxidacion avanzada (fotocatalisis y proceso
Fenton homogéneo) fue necesario realizar curvas de inactivacion para las
concentraciones seleccionadas de &cido peracético (CH3-CHOOOH) e hipoclorito

de sodio (NaOCI), en los mismos tiempo de inactivacion utilizados previamente.

5.3.1 Curvas de inactivacion desinfeccion quimica:

Los resultados obtenidos de las cinéticas de inactivacion demostraron que la
desinfeccién quimica con acido peracético (CH3-CHOOOH) a 80 ppm y 160 ppm no

fue eficiente a los 65 minutos de exposicion tanto para S. Enteritidis como para S.
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Typhimurium en agua de chiller (figura 19). Hubo una ligera disminucion del recuento
celular para el tratamiento con acido peracético a 160 ppm.

El proceso de inactivacion con hipoclorito de sodio depende de factores importantes
como el control del pH y materia organica presente en el medio. En este tipo de
aguas donde la carga de materia organica es alta y el pH generalmente no es
controlado se esperaria que el hipoclorito de sodio no sea tan eficiente; sin
embargo, en este tipo de industrias el uso del cloro se ha convertido en un
procedimiento estandar para desinfeccién del agua en la industria avicola (41).

En las curvas de inactivacion con hipoclorito de sodio el consumo cloro en la
desinfeccién de agua residual juega un papel importante en el proceso. Ocurre un
primer paso de consumo de hipoclorito de sodio tras reacciones reductivas con
compuestos presentes en el agua. Un segundo paso donde el cloro residual es
trasformado a cloro libre y es en este paso donde el hipoclorito de sodio ejerce su

accion desinfectante (118).

Hassen y colaboradores (2000) realizaron curvas de inactivacion en aguas residuales
pre tratadas con filtros de arena con diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio para el tratamiento de indicadores de contaminacibn como E. coli y
Streptococcus faecalis, donde obtuvieron disminucion de 3 unidades logaritmicas con
una concentracioén de 13.6 ppm en 40 minutos. Estos resultados son mejores que los
obtenidos en este trabajo con S. typhumurium; puede estar relacionado con el tipo de
agua de chiller ya que los niveles de materia organica son altos y afectan el proceso
de inactivacién y a la capacidad de Salmonella de producir mecanismos de defensa

contra el estrés oxidativo (28,118).
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Figura 19. Curvas de inactivacion con acido peracético 80-160 ppm e hipoclorito de
sodio 20 ppm para S. Enteritidis y S. Typhimurium.

Sallen y colaboradores describen la eficacia del &cido peracético como agente
desinfectante a concentraciones superiores a 25 ppm, reportando la inhibicion de
bacterias, Gram negativas en cortos periodos de tiempo (119), se ha reportado que
su efecto mejora considerablemente al aumentar la concentracion demostrando una
respuesta eficiente a concentraciones de 100 a 200 ppm, sin evidenciar efectos

secundarios en las caracteristicas organolépticas de las carcasas de aves (42).

Sin embargo pese a los resultados reportados; en los ensayos realizados no se
evidencio una disminucion en el recuento con las dos concentraciones evaluadas del
desinfectante sobre ninguna de los dos serotipos de Salmonella evaluadas (figura
19) para ambos microorganismos se observaron resultados similares en cada una de

las concentraciones analizadas, donde la maxima disminucion correspondio al 12 %

Contrario a lo reportado por Bauermeister y colaboradores quienes afirman que el
uso de acido peracético a 100 y 200 ppm resulta efectivo como agente bactericida

frente a S. Typhimurium. En los resultados obtenidos a concentraciones de 80, 160
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ppm bajo las condiciones previamente establecidas la disminucion de viabilidad de
los microorganismos no fue lo suficientemente efectiva. Es posible que la materia
organica presente en este tipo de agua alld generado interferencias en el efecto del

desinfectante.

Los resultados de las constantes de inactivacion se encuentran en la tabla 18. Las
constantes de inactivacion se relacionan con la velocidad de muerte de los
microorganismos expuestos a un determinado tratamiento. Entre mas alto sea el
valor de la constante la inactivacion fue méas rapida y estéa directamente relacionado
con la efectividad de desinfeccion (119). Las constantes de inactivacion obtenidas de
las curvas de inactivacion del acido peracético para S. Enteritidis y S. Typhimurium a
80 y 120 ppm se observa en la tabla 16. Como no hubo porcentaje de inactivacion

con hipoclorito de sodio no genero ningun valor en la constante.

Tabla 18. Constantes de inactivacion para acido peracético e hipoclorito de sodio.

Microorganismos | CH3-COOOH: 80 ppm CH3;-COOOH: 160 ppm HCIO: 20 ppm
k (min™) k (min™) k (min™)
S. Enteritidis 0.0367+0,00023 0.182 +0,00014 ND
S. Typhimurium 0.012+0,012 0.0935+0,00023 ND

5.3.2 Comparacioén de los procesos de oxidacidén avanzada contra desinfeccion
guimica.

Al realizar la comparacion entre tratamientos se observaron diferencias significativas
(p<0.0001) gue demostraron que los dos procesos de oxidacién avanzada fueron
mejores para la inactivacion de S. Thypimurium en comparacion con los metodos de

desinfeccion quimica.

A su vez entre los dos tratamientos de oxidacion el proceso Fenton fue superior que
fotocatalisis obteniendo una inactivacion del 100 % a los 15 minutos de tratamiento
mientras que para fotocatalisis fue a los 35 minutos como se observa en la grafica

20.
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Figura 20. Comparacion de los procesos de oxidacion (fotocatdlisis y proceso
Fenton) contra desinfeccion con hipoclorito de sodio y &cido peracético

Al comparar los resultados obtenidos de las curvas de inactivacion de la fotocatalisis
con CuO/TiO, y proceso Fenton homogéneo con hipoclorito de sodio y acido
peracético; los porcentajes de inactivacién de los desinfectantes no presentaron un
efecto significativo sobre la inhibicibn S. Typhimurium, obteniendo constantes de

inactivacion menores que los procesos de oxidacibn como se observa en la tabla 19.

Tabla 19. Constante de inactivacion de cinéticas de fotocatalisis heterogénea y
desinfectante.

CUO/TiOzl/UV CH3-COOOH ?0 ppm CH3-COOOH 160 HCIO
. . k (min™) k (min™) ppm 20 ppm
Microorganismo k (min) K (min™)
S. Typhimurium 0.3644+0,0045 0.012+0,012 0.0935+0,00023 ND
CuOITiO/UV CH3-COOOH 80 p CH3-COOOH 160 HCIO 20 ppm
Microorganismo R? pm ppm R’
R R?
S. Typhimurium 0.998 0.94 0.95 ND
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La eficiencia de los fotocatélisis CuO/TiO, y el proceso Fenton en comparacion con
los desinfectantes convencionales radicd principalmente en que estos procesos
tienen una mayor factibilidad termodinamica y velocidad de oxidacion debido a la
produccion de especies fuertemente oxidantes como los radicales hidroxilo «OH que

son producidos por fotocatalisis y proceso Fenton homogéneo (120,121).

Debido a las caracteristicas de estos procesos de oxidacion y a los resultados
obtenidos en el presente trabajo, se propone la posible implementacion de
fotocatélisis con CuO/TiO,y proceso Fenton como tratamiento de desinfeccion en la
plantas de beneficio avicola. Fotocatdlisis se podria implementar como parte del
tratamiento de agua de salida del proceso chiller para luego poder reciclar y

recircular el agua para un nuevo proceso de beneficio.

Aunque el Proceso Fenton fue mas efectivo en el tiempo de inactivacion que
fotocatdlisis no podria utilizarse para el tratamiento de las aguas de salida del
proceso chiller por la posible generacion de lodos, el pH al que deberia ser
implementado el proceso no es el pH adecuado para utilizar en el beneficio avicola.
No obstante, se implementaria para el tratamiento de las aguas residuales
generadas durante el proceso en este tipo de empresas para poder ser eliminadas a

alcantarillado publico.

5.4 Etapa lll: Pruebas de tratabilidad con fotocatalisis y proceso Fenton en
aguas provenientes del beneficio avicola

Como parte de los objetivos planteados se tomaron muestras de 2 empresas de
beneficio avicola con diferentes niveles de produccion. Se realizaron muestreos del
agua de salida del proceso chiller y del agua residual generada por la planta de
beneficio. Antes de ser sometidas a los tratamientos de desinfeccion se les realizo
caracterizacion fisica, quimica microbiolégica (tabla 20). Estas muestras fueron
sometidas a tratamientos de desinfeccion por fotocatalisis y proceso Fenton en los

tiempos de inactivacion obtenidos en las curvas realizadas anteriormente.
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Tabla 20. Resultados de parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos de empresas
de beneficio avicola.

Resultado Resultado Resultado Resultado
PARAMETROS (8 mil pollos/dia) | (300 mil pollos/dia) | (8 mil pollos/dia) | (300 mil pollos/dia)
Salida Chiller Salida Chiller Residual Residual
pH (unidades) 6,5 6,8 6,0 6,8
DQO (ppm) 1060 1014 2746 2604
Conductividad
(Mumhos/cm) 590 500 780 800
OD (ppm) 6,5 7,0 6,3 8,3
Unidades de 293,5 236 435 676,5
color (UC)
Ausencial/presen Ausencia Presencia Ausencia Presencia
cia Salmonella
(100 ml)
Coliformes <1 UFC/ml <1 UFC/ml 1.6 x10’ 2.7 x10°
Totales
E. coli < 1 UFC/ml < 1UFC/ml 5 x10° 1.6 x10°

5.4.1 Caracterizacion muestras de salida del proceso chiller:

Para las dos empresas los resultados obtenidos de pH, conductividad y OD se
encontraron dentro del rango permitido por el decreto 1575/07 de aguas potables. El
valor permitido de pH para aguas potables debe estar comprendido entre 6.5 - 9.0 y

para conductividad entre 50 - 1000 umhos/cm.

Los resultados de caracterizacion microbiolégica para Salmonella spp, E. coli y
coliformes totales fueron los esperados para agua potable. No se encontré presencia
de ninguno de los indicadores de contaminacién fecales y de Salmonella; lo que
indicé que aunque hay diferencias en la cantidad de produccion para cada una de
estas empresas estan cumpliendo con lo establecido con la legislacion en cuanto a

estos parametros.
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La legislacion en aguas potables no establece valores de la DQO pero se analizaron
con el fin de establecer si los tratamientos de oxidacion reducen los niveles de la
DQO comparados con los iniciales. Los resultados de las unidades de color son

similares en las dos muestras.

5.4.2 Caracterizacion muestra residual del proceso de beneficio:

Los resultados obtenidos de pH, conductividad y OD para las dos empresas cumplen
con la resolucién 3930 de 2010 version IV. En cuanto a los resultados de la DQO los
valores obtenidos fueron elevados para los establecidos por esta misma resoluciéon
gue establece un valor limite hasta 800 ppm; los resultados obtenidos estuvieron
sobre 2000 mg/L como se observa en la tabla 18 para las dos empresas. Estos
resultados elevados de la DQO se deben a la naturaleza de produccion del
beneficio avicola por las diferentes etapas del proceso.

Los resultados de la caracterizacibn microbiolégica de los indicadores de
contaminacion fecal arrojaron valores entre 6 y 7 unidades logaritmicas;
considerados como altos para ser eliminados hacia el alcantarillado sin ningun
tratamiento previo. Los resultados de ausencia/presencia para Salmonella
demostraron presencia para la empresa de mayor produccion 300.000 pollos/dia en

recuentos bajos (tabla 21).

Para el andlisis de los resultados de las muestras de las dos empresas tanto de agua
de salida de proceso chiller como agua residual se realiz6 un analisis de varianza
para cada uno de los tratamientos. Como se puede observar en la figura 21 y 22. Se

graficaron los 6 tratamientos en el siguiente orden:

Tabla 21. Pruebas de tratabilidad

Clasificacion Tratamiento
T1 Linea base agua chiller
T2 Linea base agua residual
T3 Fotocatalisis para agua de chiller

92



T4 Fotocatalisis para agua residual

T5 Proceso Fenton para agua de chiller

T6 Proceso Fenton para agua de residual

Al realizar los recuentos iniciales de Salmonella de los dos tipos de aguas no se
obtuvo concentraciones celulares elevadas (10 UFC/mL), se inocularon las muestras
de agua cruda con la misma concentracion celular de S. Typhimurium utilizada en

las curvas de inactivacién (10° UFC/mL).

Como se observa en la grafica 21 se encuentran los resultados de los analisis
microbiologico para los 6 tratamientos como estan clasificados tabla 21. En color
naranja esta graficado los resultados obtenidos para S. Typhimurium, color morado
coliformes totales y color rosa E. coli. Los recuentos iniciales son los T1 y T2, de
inactivacion con los tratamientos por fotocatalsis T3 y T4 y tratamiento con proceso
Fenton T5 y T6. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0.0001) obteniendo los mejores resultados de inactivacion para la fotocatalisis con
CuOI/TiO2/UV durante los 35 minutos para S. Typhimurium, coliformes totales 'y E.
coli (grafica 21). Indicando la efectividad de fotocatalisis para el tratamiento de aguas
crudas provenientes de industrias de beneficio avicola con presencia en
concentraciones altas de diferentes microorganismos y diversas caracteristicas fisico

guimicas del agua.
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Grafica 21. Inactivacion de S. Typhimurium, E. coli y coliformes totales con
tratamiento fotocatalitico con CuO/TiO,/UV y Proceso Fenton homogéneo Fe*?/H,0,.

El proceso Fenton homogéneo disminuyo tres unidades logaritmicas de coliformes
totales, E. coli y S. Typhimurium (grafica 21) durante los 15 minutos de exposicion.
Lo que demostrd que el tratamiento produce una disminucién de la carga microbiana

inicial pero no tan efectivo como la fotocatélisis.

Aunque esta reportado en la literatura por autores como Alrousa y colaboradores
(2009) , Rincon y Pulgarin (2007) que la presencia de cargar organica afecta el
rendimiento del tratamiento con fotocatalisis porque estos compuestos entran a
competir con las especies reactivas formadas por los tratamientos, los resultados
obtenidos arrojan que no afecto el proceso de inactivacion bacteriana tanto de un
microorganismos patégeno y de los indicadores fecales determinando la relevancia e
importancia de los resultados obtendidos no solo en la inactivacion microbiana sino

también en la remocion de la DQO y disminucion de la UC.
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Como se observa en la grafica 22 se encuentran los resultados de los andlisis
quimico para los 6 tratamientos como estan clasificados tabla 21. En color verde esta
graficado los resultados obtenidos para la remocion de la DQO, color morado
disminucién de unidades de color (U.C) y color amarillo valor de pH final para cada
tratamiento. Los valores iniciales son los T1y T2, la remocién y disminucion con los
tratamientos por fotocatalsis T3 y T4 y tratamiento con proceso Fenton T5y T6. Hubo
una remocion del 50% de la DQO para los dos tipos de agua con 15 minutos de
exposicion para proceso Fenton y 35 minutos de exposicion para fotocatalisis con
CuO/TiO,. En cuanto a la reduccién de las unidades de color; con el proceso Fenton

se obtuvo un mejor resultado.

Los valores de pH finales son similares a los valores iniciales para cada tratamiento
ya que es indispensable mantener y controlar los valores de pH en este tipo de

tratamientos (figura 20).
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Grafica 22. Resultados de parametros quimicos con tratamiento fotocatalitico
CuO/TiO,/UV y Proceso Fenton homogéneo Fe*?/H,0,
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Los resultados obtenidos indican la posibilidad de implementar la fotocatélisis y el
proceso Fenton en las plantas de beneficio avicola. Es importante seguir realizando
investigacion y mejorar la eficiencia del proceso par poder escalarlo a volimenes

mayores.

Debido a la formacion de lodos que puede generar el proceso Fenton y al pH al que
debe ser operado (4.0), se implementaria la utilizacion de este tratamiento en el agua

residual del proceso de beneficio.
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7. Conclusiones

El proceso fotocalitico se favorecio al emplear radiacion UV y peliculas
modificadas con CuO, obteniendo 100% de inactivacion para las dos
serovariedades de Salmonella. Por otro lado, el proceso Fenton mejoro al
utilizar controladamente H,0, 200 ppm, Fe* 100 ppm a pH 4.0, obteniendo un
100% de inactivacion para Salmonella Thypimurium.

Los procesos de oxidacion avanzada superaron a la desinfeccion quimica,
logrando 100% de inactivacion en contraste con los valores del 0 y 12%

obtenidos con 20 ppm de hipoclorito y 160 ppm con &cido peracético.

Fotocatalisis y proceso Fenton fueron eficientes para la inactivacion de
Salmonella Thypimurium, coliformes fecales y Escherichia coli, tanto en agua
de chiller y residual en las dos empresas evaluadas, sin embargo el proceso
Fenton pudo ser afectado por la presencia de materia organica, obteniendo

menor inactivacion.

Se obtuvo una disminucién en la DQO y unidades de color superiores al 50% y
60% al tratar los dos tipos de aguas de origen avicola empleando Fotocatalisis
y proceso Fenton, determinando que las dos estarian cumpliendo con los

limites de vertimiento estipulados para este tipo de industrias.
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8. Recomendaciones

Optimizar el protocolo de modificion del TiO, con Cu,SO, para la posible
implementacion de la fotocatalisis irradiada con luz visible y su posible

aplicacion en la industria de beneficio avicola disminuyendo costos.

Caracterizacibn mas detallada de las peliculas semiconductoras para

establecer correlaciones con el comportamiento catalitico del sistema.

Estudiar la catalisis heterogénea en el proceso Fenton para evitar la
contaminacion colateral producida por precipitados formados por los iones de
Fe.

Seguir estudiando los procesos de oxidacion avanzada fotoquimicos y no
fotoquimicos para el tratamiento de agua potable y residual de empresas del

sector alimenticio como opcién viable de desinfeccion.

Generar mas investigacion con patégenos importantes como Salmonella para
los procesos de oxidacién avanzada como la fotocatalisis y proceso Fenton en

diferentes tipos de aguas.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Curvas de inactivacion de hipoclorito de sodio 20 ppm.

Procedimiento

DILUCIONES HIPOCLORITO DE SODIO

Hipoclorito de Sodio comercial
(Blancox™) 5,25% 0 52.500ppm

Se realiza dilucién aproximadamente hasta 500 ppm empleando agua potable
como diluyente

Esta Ultima es la
empleada como
—P — solucion stock
para realizar las
diluciones

52.500 ppm 5.250 ppm 525 ppm

Concentracion 20 ppm

In6culo 2 mL Hipoclorito de
sodio 685 uL
Agua de chiller é/f
17,32 mL [ 20mL
i

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes calculos,
basado en la ley de la volumetria.

o (1xV1=C2xV2
525ppm x V1 =20 ppm X 18 mL
V1 = 0,685 mL 6685 L
Vfinal = 20 mL

Inoculo = Estandarizado, dilucion 1/10 (2 mL)
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18 mL — 0,685 mL = 17,32 mL agua de chiller

Anexo 2. Curvas de inactivacion de acido peracético 80y 160 ppm.

Procedimiento

DILUCIONES ACIDO PERACETICO

Acido peracético empleado

150.000 ppm

Se realiza dilucion aproximadamente hasta 1500 ppm empleando agua potable
como diluyente

Esta ultima es la
empleada como

Agua de chiller

basado en la ley de la volumetria.

1500 ppm x V1 = 80 ppm X 18 mL
V1 = 0,96 mL 6 960 pL

Vfinal = 20 mL

17,04 mL {

— solucién stock
para realizar las
diluciones
150.000 ppm 15.000 ppm 1.500 ppm
Concentracion 80 ppm
In6culo 2 mL Hipoclorito de

sodio 960 uL

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes calculos,

e (C1XxV1=C2xV2

Inoculo = Estandarizado, dilucion 1/10 (2 mL)

18 mL — 0,96 mL = 17,04 mL agua de chiller
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Concentraciéon 160 ppm

In6culo 2 mL Hipoclorito de
sodio 1,92 uL

Agua de chiller
16,08 mL

~

20 mL

oy

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes calculos,
basado en la ley de la volumetria.

o (1xV1=0C2xV2
1500 ppm x V1 = 160 ppm X 18 mL
V1 =192 mL 61920 pL
Vfinal = 20 mL
Inoculo = Estandarizado, dilucion 1/10 (2 mL)

18 mL — 1,92 mL = 16,08 mL agua de chiller
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Anexo 3. Valores predichos y observados Plackett-Burman para fotocatélisis

Residuals vs. Predicted
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0.00 -

Sudentized Residuels

-3.00
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Predicted vs. Actual

100.00 —
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18.87 ]

-8.17 -

72.96 100.00

Actual

Grafica de residuales versus valores predichos

Grafica de valores predichos versus valores observados

Anexo 4. Figuras para la comprobacion de supuesto disefios experimentales.

Placket-Burman para fotocatalisis de S. Thypimurium

Normal Plot of Residuals
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|Effect|

Seleccion de factores que generaron los efectos principales.
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Anexo 5. Figuras para la comprobacion de supuesto disefios experimentales.
Placket-Burman para fotocatalisis de S. Enteritidis

Normal Plot of Residuals
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Anexo 6. Valores predichos y observados Plackett-Burman para proceso
Fenton

Residuals vs. Predicted Predicted vs. Actual

3.00 56.26 — 3m
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m
1.50 =} |
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5} m
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§ . )
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- pedn] oo
é 0.00 | 8 B3m 3m § 28.63
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g 20 B 2m
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-1.50 . - 14.82
=}
3.00 100 @
T T T T T T T T T T
161 15.27 28.93 42.60 56.26 1.00 14.82 28.63 42.45 56.26
Predicted Actual

Anexo 7. Figuras para la comprobacion de supuesto disefios experimentales.
Plackett-Burman para proceso Fenton para S. Typhumurium

Normal Plot of Residuals
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Seleccion de factores que generaron los efectos principales.
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Anexo 8. Factorial 2° para Fenton a escala de reactor

DESIGN-EXPERT Plot Half Normal plot
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Cu-modified TiO,-photocatalysis for Salmonella spp. inactivation
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ABSTRACT

Salmonella spp.; is a bacteria highly related with food transmitted diseases and great
impact in public health. TiO,-Photocatalysis is an efficient method for microbial
disinfection. The main objective of this research was evaluating Cu-modified TiO»-
photocatalysis for Salmonella spp.; inactivation from poultry plants. The wastewater
obtained from the chiller process was inoculated with two strains of Salmonella spp.;
A Placket-Burman design was performed in order to evaluate six factors (pH,
microbial concentration, microbial inactivation time, stirring, modified and unmodified
thin film, and irradiation energy). Cu-modified TiO thin films and UV radiation were
chosen from an Anova test (p<0.05). Inactivation kinetics were evaluated during 65
min. Salmonella Enteritis was completely inactivated in 25 min. Salmonella
Typhimurium was totally inactivated in 35 min. Mathematical modelation was made
and inactivation constants were determined obtaining K (min™®) of 0,479+0,012
(R?=0,998) and K (min™Y), 0,3644+0,0045 (R®=0,998) for the former strains,
respectively.

Keywords: TiO,-thin films, inactivation, photocatalysis, salmonella.
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ABSTRACT

In Poultry slaughter plants may be contamination of the process water chiller with
pathogens. In such industry a crucial part of the process is known as a chiller. Several
types of desinfectants like peracetic acid and sodium hypochlorine are used in this
stage to eliminate pathogenic microorganims such as Salmonella. Due to different
kinds of issues related with the use desinfectants, new type of desinfections
technologies has been explored. Among them, photocatalysis with CuO/TiO, and
process Fenton Fe*/H,O, are considered as good alternatives for water desinfection.
These two technologies were evaluated and compared with sodium hipochlorine and
peracetic acid for inactivation of Salmonella. Using a statistical desings Plackett
Burman and Factorial 2° the operational conditions for the process were selected,
these were pH: 5.0, cell concentration 1 X 10° UFC/mL, 60 min. Statistical analyses
suggest that process Fenton and photocatalysis with CuO/TiO, were more effective
for Salmonella spp inactivation under the parameters evaluated. Aditionally, process
Fenton was capable of 100% of inactivation in 15 minutes while photcatalysis
achieved 100% in 35 minutes. Traditional desinfectants (sodium hypoclorite, 20 ppm
and peracetic acid 80 and 160 ppm) were also tested, founding 12 % of inactivation
using peracetic acid. No inactivation was produce by sodium hypoclorite

Key words: photocatalysis CuO/TiO,, process Fenton Fe*?/H,O,, Salmonella spp,
inactivation, water the chiller, hypoclorite and peracetic acid.
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