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tiempo experimental durante fotocatalisis con 35 mg/L de TiO, (—m—) y fotolisis solar (—e—) bajo
radiacion solar natural. La muestra de control en oscuridad fue evaluada en presencia de la
misma concentracion de TiO, (—o—). Evolucion de temperatura (linea punteada) y pH (-x) durante
el tratamiento. LD = 2 UFC/mL. Media de UV-A solar durante el ensayo (de 11:00 a 16:00 hora
local): 30(+3) W/m?.

Figura 4.6. Inactivacion fotocatalitica de clamidosporas (—m—) y macroconidios (—e—) de F. equiseti
(cepas M3T1b y M2T1b, respectivamente) con 35 mg/L de TiO,. Evoluciéon de la temperatura
(linea punteada) durante el tratamiento fotocatalitico. Media de UV-A solar durante el ensayo
(10:45- 15:45): 27(+4) W/m>.

Figura 4.7. Macroconidio de F. equiseti (a, b) y clamidosporas (c, d, e) teiidas con verde
malaquita un dia después del tratamiento fotocatalitico (x1000).

Figura 4.8. Zoosporas de P. capsici enquistadas en presencia de 100 mg/L de TiO2 en
suspension durante 5 h en oscuridad tefiidas con verde malaquita (x1000).

Figura 4.9. Diagrama de interaccion entre particulas de catalizador en suspension y esporas en
funcién del pH y de la carga superficial del catalizador [Adaptado de Fernandez-lbafiez, 2004].
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Figura 4.10. Concentracion de esporas de F. solani en oscuridad en el foto-reactor CPC de 60 L
en presencia de TiO2 a 20 L/min (—e—) y 30 L/min (—m-) (Eje-Y izquierdo), y concentracion de TiO;
a 20L/min (—o-) y 30L/min (—o-) (Eje-Y derecho).

Figura 4.11. Viabilidad de microconidios de F. solani en funcion del tiempo en agua destilada con
luz solar natural en presencia de 0 (-V¥-), 50 (—e—), 100 (-=—) y 250 (—A—) mg/L de TiO; en el
reactor solar CPC de 60 L. Los simbolos huecos corresponden a los controles en oscuridad. Las
barras representan el Quv necesario para alcanzar el limite de deteccion en cada concentracion
de TiOz. LD = 2 UFC/mL.

Figura 4.12. Concentracion de microconidios de F. solani en funcién del tiempo en agua natural
de pozo, condiciones de radiacién solar reales y en presencia de 0 (—A-), 50 (—e—) y 100 (—m—)
mg/L de TiO2 en el reactor solar CPC de 60 L. Las barras representan el Quv necesario para
alcanzar el limite de deteccion en cada concentracién de TiO,. LD = 2 UFC/mL.

Figura 4.13. Concentracion de macroconidios viables de F. equiseti en funcién del tiempo en
agua de pozo (—m—) y agua destilada (—e—) en presencia de 100 mg/L de TiO, y fotolisis solar
(= ¥-) en condiciones de radiacion solar natural en el reactor CPC 60 L. Las barras representan
el valor de Quv necesario para alcanzar el limite de deteccion en cada concentracion de TiO;
evaluada. LD =2 UFC/mL.

Figura 4.14. Concentracion de clamidosporas viables de F. equiseti en funcién del tiempo en
agua natural de pozo (—m—) y agua destilada (—¢—) en presencia de 100 mg/L de TiO2 y un
experimento de fotolisis solar (—¥—) en condiciones de radiacién solar natural y en reactor solar
CPC de 60 L. Las barras representan el Quy necesario para alcanzar el limite de deteccion en
cada concentracion de TiO,. LD = 2 UFC/mL.

Figura 5.1. Espectro de absorbancia del agua destilada, agua de pozo y agua simulada de salida
de EDAR en presencia y ausencia de H2O, (10 mg/L).

Figura 5.2. Inactivacion de esporas de F. equiseti durante el tratamiento de radiacion solar natural
con 10 mg/L de H202 en el reactor de botella (200 mL) en agua destilada (—e—), agua de pozo
(—A-), y agua simulada de salida de EDAR (—m—). Los simbolos huecos corresponden al
tratamiento de fotolisis solar en agua destilada, (—o-), agua de pozo (—A-), y agua simulada de
salida de EDAR (-o-).

Figura 5.3. Estado redox del oxigeno con sus potenciales de reduccién estandar a una
concentracion de oxigeno de 1 M (perdxido de hidrégeno: H,O,; superoxido: Oz7) [Imlay y cols.,
2007].

Figura 5.4. Diagrama de las principales vias de inactivacion generadas durante el tratamiento de
radiacion solar en presencia de H>O2 en una suspensién acuosa de esporas fungicas.

Figura 5.5. Diferentes etapas de germinacidon de las esporas. a) Conidios no germinados
[adaptado de Marchant, 1966]. b) Primera etapa de la germinacién de espora: donde se observa
el aumento de tamafio por entrada de agua en el interior celular. ¢) Desarrollo del tubo
germinativo [adaptado de Chitarra y cols., 2005].

Figura 5.6. Efecto sobre la inactivacion de las esporas de F. solani por la adicion de 10 mg/L de
H2O; a diferentes tiempos de exposicion a la radiacion solar en reactores de botella.

Figura 5.7. Efecto de la radiacion solar sobre la inactivaciéon de esporas flungicas durante el
tratamiento H»O./Solar con 10 mg/L de H20. (-m-) en 180 minutos. Efecto sobre la viabilidad
fungica al pasar muestras del tratamiento H2Oz/solar a condiciones de oscuridad y temperatura
ambiente a diferentes tiempos del tratamiento solar: 90 (-¢-), 120 (-e-) y 150 minutos (- A-).

Figura 5.8. Evolucion del COD medido a lo largo del periodo experimental en reactor de botella y
reactor solar CPC en agua simulada de salida de EDAR y 10 mg/L de H,O,.

Figura 5.9. Inactivacion de esporas de F. equiseti bajo radiacién solar natural y H2O» (10 mg/L) en
reactor de botella y agua destilada con (—A—) y sin (—e-) filtro de luz UV-A (corte = 370 nm). Los
simbolos huecos representan controles en oscuridad.

Figura 5.10. Viabilidad de esporas de F. equiseti en reactor CPC de 60 L con 20 mg/L de H.O, en
oscuridad. La linea discontinua muestra el perfil térmico obtenido durante el tratamiento.

Figura 5.11. Inactivacion de esporas de F. equiseti bajo radiacion solar natural y 10 mg/L de H2O,
en el reactor solar CPC de 60 L con agua destilada (—e—), agua de pozo (—A-), y agua simulada
de salida de EDAR (—m—). Los simbolos huecos corresponden al tratamiento de fotolisis solar en
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agua destilada (—o—), agua de pozo (—A-) y agua simulada de salida de EDAR (—o-).

Figura 5.12. Inactivacién de esporas de F. equiseti en agua simulada de salida de EDAR bajo
radiacién solar natural con 10 mg/L (—m—) y 15 mg/L (—A-) de H202 en el reactor solar CPC de
60 L. Los simbolos huecos corresponden a los controles en oscuridad.

Figura 6.1. a) Concentracion de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR
en oscuridad durante 5 h de tratamiento Fenton con 5 mg/L de Fe* y 10 mg/L de H207 (—A-).
LD= 2 UFC/mL b) Evolucion de la concentracion de HyOg, Fe? , Fe y Fe' durante el
experimento.

Figura 6.2. Inactivacién de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR por
fotolisis solar a pH 3 (-=-), pH 4 (—A-) y pH 8 (—e—) en funcién de Quy. Las lineas discontinuas
muestran la temperatura a cada pH. LD = 2 UFC/mL.

Figura 6.3. Inactivacion de esporas de F. solani bajo radiacién solar natural con 10 mg/L de H2O;
apH3 (—A-),pH 4 (=) ypH 8 (—e—) en agua simulada de salida de EDAR en funcion de Quv.
La linea discontinua muestra la temperatura. LD = 2 UFC/mL.

Figura 6.4. a) Inactivacion de microconidios de F. solani durante el tratamiento de foto-Fenton
solar con 5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H,O, en agua simulada de salida de EDAR a pH 3 ( ),
pH 4 (—=-), pH 5 (-¢-) y pH 8 (—e-), en funcion de Quv. La linea discontinua muestra la evolucién
de la temperatura. LD = 2 UFC/mL. b) Evolucién de la concentracion de Hz0o, F92+, Fe®* y Fe'
durante los experimentos a pH 8; ¢) pH 5; d) pH 4 y e) pH 3.

Figura 6.5. Diagrama de las dos fases en las que se produce la inactivacion fungica observada en
la figura 6.4.a durante el tratamiento de foto-Fenton solar. La fase 1 representa la formacion de
radicales hidroxilo en el medio externo; y la fase 2 representa la difusion del Fe?* al interior celular
y su posterior reaccion con el H,O, metabdlico generando a su vez OH".

Figura 6.6. Inactivaciéon de microconidios de F. solani con tratamiento de foto-Fenton solar
(10 mg/L de Fe? y 20 mg/L de H202) en agua simulada de salida de EDAR a pH 5 (-=-), pH 4
(—e=) y pH 3 ( ) en funcidon de Quv. Las lineas discontinuas muestran la evolucion de la
temperatura en el experimentode pH5ypH 4 (-- o--)ypH 3 (--o--). LD = 2 UFC/mL.

Figura 6.7. Inactivacion de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR bajo
radiacion solar natural con 5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H20; (- A—-) y solo 10 mg/L de HzO, (-m—)
a pH 3 en funcién del Quy. Los correspodientes simbolos huecos representan la evolucion de
COD.

Figura 6.8. Evolucién de la concentraciéon de zoosporas de P. capsici a diferentes temperaturas:
35°C (-A-), 40 °C (-e-), 45 °C (-m-) y 50 °C (- ¥-) durante 5 h en oscuridad. LD= 2 CFU/mL.

Figura 6.9. Evolucion de la concentracion de zoosporas de P. capsici a pH 2 (-A-), 3 (-e-) y 4
(-m-) durante 6 h en oscuridad.

Figura 6.10. a) Concentracidon de zoosporas de P. capsici en presencia de 2,5 mg/L (-e-), 5 mg/L
(-m-) y 10 mg/L (-A-) de H2O, durante 5 h en oscuridad. La linea discontinua representa la
temperatura. b) Inactivacion de zoosporas de P. capsici en presencia de 2,5 mg/L (-¢-), 5 mg/L
(-m-) y 10 mg/L (- A-) de H2O, durante 4 h bajo radiacion solar natural y fotolisis solar (-V¥-).La
linea discontinua muestra el perfil térmico.

Figura 6.11. a) Viabilidad de zoosporas de P. capsici en presencia de 1 mg/L (-m-) 2,5 mg/L (-A-)
y 5 mg/L (-e-) de Fe? en oscuridad. b) Inactivacién de zoosporas de P. capsici en presencia de
1 mg/L (-m-), 2,5 mg/L (-e-), y 5 mg/L (-¥-) de Fe** bajo radiacién solar natural y fotolisis solar
(- A-). La linea discontinua muestra el perfil térmico.

Figura 6.12. a) Evolucion de la concentracion de P. capsici en presencia de 1 mg/L (-e-), 2,5 mg/L
(-m-) y 5 mg/L (-A-) de Fe* en oscuridad. b) Inactivacion de zoosporas de P. capsici en presencia
de 1 mg/L (-=-), 2,5 mg/L (-e-) y 5 mg/L (-¥-) de Fe** bajo radiacion solar natural y fotolisis solar
(- A-). La linea discontinua muestra el perfil térmico.

Figura 6.13. Diagrama de las principales rutas de actuacion del Fe?* y Fe®* durante el tratamiento
de foto-Fenton en la espora fungica.

Figura 6.14. a) Evaluacion de la concentracion de zoosporas de P. capsici con Fenton
(oscuridad): 1/2,5 mg/L (--), 2,5/5 mg/L (-m-) y 5/10 mg/L (- A-) de Fe?*/H20,. b) Inactivacion de
zoosporas de P. capsici por foto-Fenton bajo radiacion solar natural con 1/2,5 mg/L (-m-),
2,5/5 mg/L (-e-) y 5/10 mg/L (- ¥-) de Fe®*/H,0, y fotolisis solar (- A-).La linea discontinua muestra
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el perfil térmico.

Figura 6.15. a) Evolucion de la concentracion de zoosporas de P. capsici con Fenton en
presencia de 1/2,5 mg/L (-e-), 2,5/5 mg/L (-m-) y 5/10mg/L (- A-) de Fe**/H,0,. b) Inactivacion de
zoosporas de P. capsici con foto-Fenton solar en presencia de 1/2,5 mg/L (-m-), 2,5/5 mg/L (-e-) y
5/10 mg/L (-¥-) de Fe*'/H,05. La linea discontinua muestra el perfil térmico.

Figura 7.1. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L con 10 mg/L de H2O, en
agua destilada (-A-) y su correspondiente perfil térmico (—); y en agua simulada de salida de
EDAR (-m-) y el perfil térmico (---). La evoluciéon del COD para el agua simulada de salida de
EDAR se representa por la linea discontinua ().

Figura 7.2. Inactivacion de esporas de F. solani (—m—) y otros hongos (—A—-) en agua real de
salida de EDAR con HxOy/solar (10 mg/L + adicion de 30 mg/L). La linea discontinua (---)
representa el perfil térmico. La linea discontinua (---) muestra la evolucién del COD a lo largo del
tratamiento experimental. LD = 2 UFC/mL.

Figura 7.3. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L con 100 mg/L de TiO2 en
agua simulada de salida de EDAR (- A-). Temperatura (---) y degradacién del COD ().

Figura 7.4. Inactivaciéon de esporas de F. solani (—m—) y otros hongos (—A—) en agua real de
salida de EDAR mediante fotocatalisis solar con TiO, (100 mg/L). La linea discontinua (---)
representa el perfil térmico. La linea discontinua (---) muestra la evolucién del COD a lo largo del
tratamiento experimental. LD = 2 UFC/mL.

Figura 7.5. Viabilidad de microconidios de F. solani durante el tratamiento de Fenton en reactor
CPC de 60 L con 10 mg/L de Fe?* y 20 mg/L de H202 a pH 3 en agua simulada de salida de
EDAR (-m-). La temperatura se representa por la linea punteada (---). La evolucion del COD se
representa por la linea discontinua (--+-).

Figura 7.6. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton
solar en agua destilada con 5 mg/L de Fe?* y 10 mg/L de H,O; (-m-) y perfil térmico (---); 5 mg/L de
Fe?* y 10 de mg/L H202 por dosis (-e-) y su perfil térmico (---); 10 mg/L de Fe? y 20 mg/L de H20>
(- A-) y su perfil térmico (---).

Figura 7.7. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton
solar en agua destilada con 5 mg/L de Fe* - 10 mg/L de H,O, (-m-) y perfil térmico (---); 10 mg/L
de Fe*" - 20 mg/L de H,0; (- A-) y su perfil térmico (--).

Figura 7.8. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor solar CPC de 60 L mediante foto-
Fenton solar con sulfato ferroso en agua simulada de salida de EDAR: (-m-) 5 m%/L Fe* - 10 mg/L
H.0, a pH 8 (natural); (--) 5 mg/L Fe?* - 10 mg/L H20; a pH 3; (-A-) 5 mg/L Fe*" - 10 mg/L H,0,
a pH 3 dosificando H20,; (-¢-) 10 mg/L de Fe?* - 20 mg/L H,0, a pH 3; (-¥-) 10 mg/L Fe®" -
20 mg/L H20O; a pH 3 dosificando H20-.

Figura 7.9. Evolucion del COD durante los mismos experimentos desarrollados en la figura 7.8,
éstos se representan por simbolos huecos: (-o-); (-0-); (-A-); (-0-); (-V-).

Figura 7.10. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton
solar con nitrato férrico en agua simulada de salida de EDAR: (-u-) 5 mg/L Fe*" - 10 mg/L H20y;
(-e-) 5 mg/L Fe** - 10 mg/L H,0, dosificando H2O,; (-A-) 10 mg/L Fe>* - 20 mg/L H2O0z; (-7 -)
10 mg/L Fe** - 20 mg/L H20, dosificando H,O,. La temperatura se representa por la linea
discontinua.

Figura 7.11. Evoluciéon del COD durante los experimentos de la figura 7.10 representados por
simbolos huecos: (-0-); (-0-); (-A-); (-V-).

Figura 7.12. a) Inactivacion de esporas de F. solani (—s—) y otros hongos (—A—) en agua real de
salida de EDAR mediante foto-Fenton solar con 5 mg/L de Fe? y 10 mg/L de H,0,, ahadiendo
peroxido cada 30 minutos (10 mg/L). La linea discontinua (---) representa el perfil térmico. La linea
discontinua (---) muestra la evolucion del COD a lo largo del tratamiento experimental.b) Evolucion
del Fe', Fe**, Fe** y H,0, durante el tratamiento.

Figura A1.1. Dosis de radiacion solar UV-A recibida diariamente a lo largo del afio 2010 en la
PSA.

Figura A1.2. Dosis de radiacién solar UV-A recibida diariamente a lo largo del afio 2011 en la
PSA.
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Figura A1.3. Irradiancia solar UV-A acumulada por unidad de volumen de agua diaria durante el
afio 2010. La linea continua representa el valor 30 kJ/L necesario para alcanzar el LD en la
inactivacion de esporas de F. solani. Las barras grises representan los dias en los que se superan
los 30 kJ/L y las barras naranjas representan los dias en los que ese valor no se alcanza.

Figura A1.4. Irradiancia solar UV-A acumulada por unidad de volumen de agua diaria durante el
afio 2011. La linea continua representa el valor 30 kJ/L necesario para alcanzar el LD en la
inactivacion de esporas de F. solani. Las barras grises representan los dias en los que se superan
los 30 kJ/L y las barras naranjas representan los dias en los que ese valor no se alcanza.
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Resumen

RESUMEN

El elevado estrés existente sobre los recursos hidricos del planeta se debe
fundamentalmente al uso indiscriminado de las fuentes de agua dulce y en muchos
casos a la contaminacién quimica y microbiologica de las mismas. Por ello
recientemente la comunidad cientifica ha dedicado interés y esfuerzo en desarrollar
métodos que permitan aprovechar el agua que ya ha sido utilizada para otros fines.
En materia de reutilizacién de aguas es critico realizar un tratamiento efectivo para
reducir la carga de contaminantes quimicos y agentes patdgenos. Las técnicas
tradicionales de tratamiento y purificacién de aguas dan soluciéon a gran parte del
problema pero presentan ciertas limitaciones. Por ello existen diversas tecnologias en

fase de investigacion encaminadas a resolver las limitaciones de las tradicionales.

Los Procesos Avanzados de Oxidacién (PAO) se basan en la generacion de
radicales hidroxilo (OH®), que permiten la mineralizacién de una gran variedad de
compuestos organicos debido a su elevado potencial de oxidacién y su baja
especificidad. Las propiedades oxidativas de los PAO también pueden utilizarse para
la inactivacion de microorganismos, tal y como muestran los trabajos cientificos
publicados en los ultimos quince anos. Especialmente interesantes son aquellos PAO
que utilizan la radiaciéon solar como fuente de fotones. Esto permitiria a medio y largo
plazo desarrollar métodos de tratamiento de aguas de bajo coste con un minimo
impacto sobre el medioambiente. El objetivo fundamental de este trabajo es explorar
las capacidades de diversas técnicas fotoquimicas solares para la desinfeccion de

agua y su posible reutilizacion.

En este trabajo de investigacion se estudia la eficiencia de diferentes
tratamientos fotocataliticos solares para la inactivacién de esporas del género
Fusarium y Phytophthora en agua. Ambos géneros fungicos son causantes de graves
problemas de contaminacién de agua y suelos en agricultura. Dichas esporas son
muy interesantes en esta investigacion por su elevada resistencia a los tratamientos
convencionales de desinfeccion de agua y a los factores ambientales, permitiendo

observar gradientes de eficiencia entre los distintos métodos evaluados.

Uno de los tratamientos estudiados es la fotocatalisis heterogénea con didxido
de titanio (TiO,). Este semiconductor genera radicales OH® en agua y en presencia
de oxigeno al ser iluminado con fotones de longitud de onda inferior a 390 nm. Este
catalizador ha sido ampliamente estudiado en la literatura mostrando resultados
prometedores en la desinfeccion de agua. Otra de las técnicas fotocataliticas que

actualmente estd empezando a considerarse para la desinfeccion de aguas es el

XXi



Resumen

foto-Fenton, ciclo de reacciones cataliticas promovidas por sales de hierro, H,O, y
fotones de longitudes de onda inferiores a 580 nm. En este campo los aportes
cientificos son mas escasos. Gran parte del trabajo experimental presentado en esta
memoria se ha realizado con el proceso de foto-Fenton y luz solar. Al igual que en la
descontaminacion de compuestos organicos, la desinfeccidn con foto-Fenton
presenta una elevada eficacia para la inactivacion de las esporas objeto de estudio.
Se ha investigado también el tratamiento de H,O, con radiacion solar y por primera
vez se demuestra su capacidad para la inactivacion de hongos en agua. Este
tratamiento no se puede considerar fotocatalitico pero produce cambios fotoquimicos
y fotobioldgicos que vulnera la viabilidad de los microorganismos. Este proceso es
novedoso en la desinfeccion de aguas y, dado los resultados positivos que se han
encontrado, podria considerarse como una alternativa de bajo coste para el

tratamiento y reuso de agua en agricultura.

La presencia de compuestos organicos e inorganicos de forma natural en el
agua tiene un efecto sobre la eficiencia fotocatalitica. Por ello, ademas de los
diferentes tratamientos solares, se han evaluado diferentes tipos de agua: (i) agua
destilada, donde no se producen interferencias en la formacién de radicales OH® por
la ausencia de compuestos quimicos; (ii) agua natural de pozo, la cual se caracteriza
por una elevada concentracién de carbonatos y bicarbonatos (conocidos
secuestradores de radicales OH®); (iii) agua simulada de salida de una Estacion
Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) y (iv) agua real de salida de EDAR (El
Bobar, Almeria, Espafia) con elevada carga de compuestos quimicos (organicos e

inorganicos) y microorganismos.

Todos estos procesos aplicados a los diferentes tipos de aguas se han
investigado en primer lugar en volumenes pequefos. Para ello se han utilizado
reactores solares de botella de 200 mL. Esta escala de trabajo permite obtener
evidencias preliminares acerca del comportamiento y eficiencia de un determinado
proceso. Tras estos estudios preliminares, todos los procesos se estudiaron
experimentalmente en reactor solar CPC de 60 L. Los resultados obtenidos a lo largo
del desarrollo experimental han demostrado la elevada eficiencia del sistema CPC en
la inactivacion de esporas fungicas con los tres procesos solares investigados y los
diferentes tipos de agua. Esto demuestra que estas tecnologias solares llevadas a
cabo en reactor CPC son una buena opcién a tener en cuenta para ser aplicada en
un futuro real y a escalas de tratamiento superiores dado el caracter modular de los

reactores CPC.
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ABSTRACT

The high stress over the Earth’s hydric resources by the human activity is due
to the indiscriminate use of fresh water and also to the chemical and microbiological
contamination of the water resources. For this reason the scientific community has
recently been focused on developing research for water treatment and recycling. In
water reclamation it is critical to perform an effective treatment to reduce the
hazardous chemical compounds and pathogens. The traditional techniques for
treatment and purification of water solve a part of the problem but present certain
limitations. For this reason there are different technologies under research focused on

overcoming the drawbacks of the traditional techniques.

The Advanced Oxidation Processes (AOP) are based on the generation of
hydroxyl radicals (OH®) that allow the mineralization of a large variety of organic
compounds due to the high oxidation potential and low specificity. The oxidative
properties of the AOP can also be used for the inactivation of microorganisms as it
has been proven by the number of scientific publications during the last 15 years.
Especially interesting are AOP that use solar radiation as source of photons, as this
could allow for development of methods for water treatment at low cost and
environmentally friendly. The main objective of this work is to explore the capabilities

of different photochemical solar techniques for water purification and reuse.

This work studies the efficiency of the different photocatalytic solar treatments
for the inactivation of Fusarium spp and Phytophthora capsici spores. Both types of
fungi are responsible for severe contamination of water and soils in agriculture. These
spores are very interesting for this research because of their resistance to
conventional water purification treatments and to environmental factors. Therefore,
these spores used as target for disinfection permit to analyse the effectiveness of the
several solar AOP studied in this work observing gradients in efficiency between the

different methods evaluated.

One of the treatments studied is the heterogeneous photocatalysis with
titanium dioxide (TiO,). This semiconductor generates OH® radicals in water when it is
illuminated with photons of wavelength lower than 390 nm and there is oxygen
available. This catalyst has been previously studied in literature showing promising

results in water disinfection.

Other photocatalytic technique under investigation for water disinfection here

was photo-Fenton using also solar radiation. It is based on a cycle of catalytic
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reactions promoted by iron salts, H,O, and solar photons with wavelength lower than
580 nm. In this area the scientific contributions remain low. A large part of this
experimental work has been accomplished with this technique, i.e., photo-Fenton with
sunlight. As organic chemicals are removed, the disinfection by photo-Fenton shows

high efficiency in the inactivation of the spores under evaluation.

A new solar treatment with H,O, has been also investigated. This is the first
time that this treatment has been demonstrated to be capable for fungi inactivation in
water at small and large scale. This process cannot be considered photocatalytic, it
generates photochemical and photobiological changes that damage the viability of the
microorganisms. This is novel in water disinfection and, given the positive experiment
results, it could be considered as a low cost alternative for the treatment and reuse of

wastewater for agriculture.

An aspect that affects mainly the photocatalytic efficiency of these solar
treatments is the presence of organic and inorganic compounds that are naturally
found in water. For this reason the different solar treatments evaluated were tested
with different types of water: (i) distilled water, where there are no interferences in the
formation of OH® radicals as no chemicals compounds are present; (ii) water from a
natural well, characterised for a high concentration of carbonates/bicarbonates; (iii)
Water prepared on lab to simulate the output of a wastewater treatment plant
(WWTP). This water is used as experimental model to avoid the typical fluctuations in
the chemical composition of the real effluents from WWTP and; (iv) Real effluent from
a WWTP (EI Bobar, Almeria, Spain) with the corresponding amounts of chemical

compounds (organic and inorganic) and microorganisms.

These solar processes were initially investigated with small water volumes using
bottled reactors (200 mL) in all water types. At this small scale it was possible to
obtain preliminary results and evidences of the behaviour and efficiency of each
process. Then all the processes under study were also elavualted on a 60 L solar
CPC reactor. The experimental results demonstrated the high efficiency of the CPC
system for inactivation of fungi spores using the three solar processes evaluated and
with different types of water. This shows as well that these technologies can be
applied in n CPC reactors successfully and itis an appropriate choice to consider for a

real scale implementation in the future.
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1. INTRODUCCION

El incremento desmesurado del consumo de agua a nivel mundial ha derivado
en uno de los principales problemas medioambientales que afectan actualmente a la
poblacion humana: la escasez de agua dulce. En el pasado, la aparente abundancia
de agua en el mundo genero la falsa impresién de que era un bien inagotable y este
recurso se derrochaba de forma descontrolada. No fue hasta la década de los 70
cuando la escasez de agua comenzd a ser un problema importante en los paises
desarrollados. Desde entonces y hasta la actualidad no ha cesado el esfuerzo por
alcanzar el derecho que todo ser humano tiene al acceso a este recurso y garantizar

su disponibilidad para la poblacion mundial.

Es por ello que la busqueda de alternativas para abastecer de agua a la
poblacién mundial es una carrera donde intereses politicos, econémicos y sociales
estan en juego. Una de las principales fuentes de abastecimiento de agua puede ser
la utilizacion del agua que ya ha sido empleada en alguna actividad, es decir, la
reutilizacion del agua. Sin embargo, previo a esta posible reutilizacién, el agua debe
cumplir con unos requerimientos de calidad para que no constituya un peligro para la

salud humana, de animales y de cultivos.
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Este trabajo de investigacion estd enmarcado dentro del proyecto FITOSOL,
qur fue concebido para dar cabida a alternativas a los tratamientos convencionales
de desinfeccidén de agua. La fotocatalisis solar estudiada en esta memoria presenta
ventajas frente a los tratamientos convencionales de desinfeccion, tales como su
efecto germicida frente a microorganismos resistentes o el uso de una fuente

renovable de energia, el sol.

1.1. Problematica del agua

La distribucion mundial de los recursos hidricos no es homogénea y no todos
ellos estan disponibles para el hombre. La figura 1.1 muestra la distribucion mundial
del agua y la tabla 1.1 muestra ademas el tiempo de residencia, el volumen total y el

volumen de agua dulce acumulada en cada componente en los que ésta se divide.

Distribucion global del agua

Agua
dulce 3% Otros 0.9% Agua Rios 2%
— ——dulce - P
superficial
Agua 0.3%
subterrane
30.1%
Agua
salada
(océanos)
97%
Agua de la Tierra Agua dulce Agua dulce

superficial (liquida)

Figura 1.1. Diagrama de la distribucién global del agua [Shiklomanov, 1993 y USGS.
http://ga.water.usgs.gov/edu/watercyclespanish.html]

Del total de la superficie terrestre, aproximadamente el 70 % esta cubierta por
agua, de la cual un 97,5 % es agua salada, y el restante 2.5 % es agua dulce. El
agua dulce a su vez se encuentra repartida de forma desigual, de manera que
aproximadamente el 70 % se encuentra congelada en glaciares, areas montafiosas o
suelos periglaciares. Esto significa que el agua que constituye estos componentes
presenta tiempos de residencia muy altos y, por tanto, no estan disponibles para ser
utilizados (Tabla 1.1). El restante 30 % lo constituyen lagos, corrientes, pantanos,

humedales y acuiferos accesibles que de forma natural son renovados mediante
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precipitacion. Sin embargo, de todos ellos solo el 1 % del agua dulce del mundo

puede ser utilizada para el consumo humano y el 17 % para la agricultura.

Tabla 1.1. Tiempos de residencia estimados y volumenes de agua almacenados de los
principales componentes de la hidrosfera terrestre [Shiklomanov y Rodda, 2003].

Componentes Tiempo medio de Total de agua Agua dulce
residencia acumulada acumulada
(miles de km®)  (miles de km®)
Capa permafrost de suelos 10000 afios 300 300
periglaciares
Hielo polar 9700 afios 24023 24023
Océanos 2500 afios 1338000 -
Glaciares montariosos 1600 afos 40,6 40,6
Agua subterranea (excepto la 1400 afos 23400 10530
Antartida)
Lagos 17 anos 176,4 91,0
Pantanos 5 afios 11,5 11,5
Humedad del suelo 1 afo 16,5 16,5
Corrientes 16 dias 21 21
Atmosfera 8 dias 12,9 12,9
Biosfera Varias horas 11,2 11,2
Total 1385985 35029

Los recursos hidricos no estan disponibles de forma homogénea y, aunque
existe cierta incertidumbre en las estimaciones estadisticas derivadas del uso del
agua y de los recursos renovables, se ha podido estimar que el 85% de la poblacion
mundial reside en las zonas mas secas de la tierra. Esto se traduce en mas de mil
millones de personas con acceso restringido a los recursos hidricos renovables
[Vorésmarty, 2005].

Ya en la década de los 90 se estimaba que el 40 % de la poblacién mundial
sufria graves problemas de sequias. Actualmente, un tercio de esta poblacién vive en
paises que sufren estrés hidrico de moderado a alto (donde el consumo supera el
10 % de los recursos renovables de agua dulce). El informe del Desarrollo Humano
presentado en 2006 por el Programa de Desarrollo de las Naciones Unidas (UNDP)
estima la disponibilidad de agua per capita a nivel mundial y ésta se representa en la
figura 1.2.




1. Introduccion

Water availability per capita (1950=100)
100

90
80
70

sa Developed
countries

50

40

30

N s Developing

20 countries, humid

Developing
10 countries, arid
0
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2025

Figura 1.2. Disponibilidad de agua per capita en el mundo desde 1950 a 2025 [UNDP, 2006.
http://hdr.undp.org/en/reports/global/hdr2006/chapters/]

Se observa un fuerte descenso en la disponibilidad de agua que han sufrido
paises en vias de desarrollo y se estima que esta tendencia continie al menos hasta

el afo 2025, aunque con un descenso menos pronunciado.

La escasez de agua se debe basicamente a que mientras que el consumo no
deja de aumentar, las recargas de agua para renovar los recursos hidricos por las
precipitaciones son limitadas, llegandose a alcanzar el limite en la obtencién y
extraccién de los mismos. Hay que tener en cuenta que no todas las entradas de
agua cuentan en la recarga del recurso puesto que aproximadamente un tercio de
ellas se pierde por evaporacion; otro tercio se fija en el suelo por la vegetacion y los
organismos que componen la biosfera; y otro tercio llega a cauces y lagos
superficiales y subterraneos vy finalmente, al mar. Ejemplos de impactos importantes
sobre la excesiva explotacion del agua se pueden observar en areas de los Estados
Unidos, China e India, donde se esta consumiendo agua subterranea con mas
rapidez de la que se repone, y por tanto, los niveles hidrostaticos disminuyen
constantemente. Algunos rios, tales como el Rio Colorado en el oeste de los Estados
Unidos y el Rio Amarillo en China, con frecuencia se secan antes de llegar al mar.
Estos y otros casos relacionados con problemas en la escasez del agua a nivel
mundial se pueden consultar en la pagina web (ultimo acceso 10 de Septiembre

2012): http://www.bbc.co.uk/spanish/especiales/agua/default.stm

Las principales actividades humanas que conllevan altos consumos de agua

se dividen en tres sectores principales: la industria, el doméstico y la agricultura. La
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figura 1.3 muestra los porcentajes estimados del consumo de agua en funcion de
estos tres sectores en todos los continentes [FAO, 2011.

www.fao.org/nr/water/docs/waterataglance.pdf ].

9.0% Q“
‘ 0.4 % ' . BL. 1% ' a1.a0%

Il ndustrial
Agricultural

Domestic

Figura 1.3. Distribucion continental del agua consumida de los sectores agricola, doméstico e industrial
[FAO, 2011. www.fao.org/nr/water/docs/waterataglance.pdf]

Se puede observar que, de manera generalizada, la agricultura es el sector
que consume el mayor porcentaje de agua, seguido del uso industrial y finalmente, el

consumo domeéstico.

1.1.1. El consumo urbano y el desarrollo industrial.

El aumento del consumo industrial de agua esta motivado por el crecimiento
de la poblacién y por el incremento de paises de rapida industrializacion como es el
claro ejemplo de China. En este pais, el consumo industrial de agua se ha duplicado
desde 1980 hasta alcanzar el 21 %, y las perspectivas actuales indican que la
demanda aumentara un 20 % mas en el afio 2030. La presion resultante amenaza
con incrementar el grave estrés relacionado con este recurso [UNDP, 2006.
http://hdr.undp.org/en/reports/global/hdr2006/chapters/].

Se estimaba que el constante crecimiento de la poblacién mundial derivaria
para el aino 2015 en un total de 7 mil millones de personas habitando el planeta. Sin

embargo, el 31 de octubre de 2011 se alcanzo6 esta cifra de acuerdo con los datos del
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Fondo de Poblacién de las Naciones Unidas (UNFPA, siglas en inglés), y este dato
sigue aumentando por lo que se pronostica que la poblacion humana llegara a
alcanzar los 9 mil millones de habitantes en 2050 [UNFPA, 2011.
http://foweb.unfpa.org/SWP2011/reports/SP-SWOP2011_Final.pdf].

Si el consumo de agua estimado de un ser humano se promedia en 50 L/dia
para realizar actividades cotidianas tales como beber, cocinar, lavar y sanearse, el
uso doméstico incrementara sustancialmente el porcentaje de agua requerida para
este fin. El consumo urbano también aumenta con la renta per capita, debido al
incremento de usos recreativos como campos de golf, parques, jardines, etc. y las

actividades derivadas del turismo.

Sin embargo, para una gran parte de la poblacion mundial, no solo la falta de
acceso es un problema sino que una de las mayores amenazas para su salud radica
en el consumo continuado de agua no tratada. Al ritmo actual, el acceso universal al
agua potable no podra asegurarse hasta el afio 2050 en Africa, el 2025 en Asia y el
2040 en América Latina y el Caribe. Mientras que el porcentaje de poblaciéon con
acceso a agua potable aumenté del 79 % (4100 millones) en 1990 al 82 %
(4900 millones) en el afo 2000 segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
actualmente 1100 millones de personas carecen de dicho acceso y 2400 millones no
tienen acceso a servicios sanitarios adecuados. Otros datos preocupantes recogidos
por la OMS relacionados con el acceso al agua potable y al saneamiento son

[http://www.who.int/water sanitation health/publications/facts2004/es/]:

e La falta de agua potable genera cientos de millones de casos de

enfermedades y mas de 5 millones de muertes cada afo.

o La diarrea y el cdlera son la principal causa de muerte en nifios menores de

5 anos.

o Con el suministro adecuado de agua potable y de saneamiento, la incidencia
de algunas enfermedades y consiguiente muerte podria reducirse hasta en un
75 %.

e 31 paises carecen totalmente de acceso a fuentes de agua limpia.
o De cada cuatro personas una no dispone de agua potable.
e Cada ocho segundos muere un nifio por beber agua contaminada.

La concienciacion social, proveniente especialmente de los paises desarrollados,
no ha cesado en su labor de propagar informacion acerca del problema tan

importante que supone la escasez de agua y saneamiento. Y ello lo refleja la multitud
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de conferencias acontecidas desde 1972 hasta la actualidad, las mas destacadas se

resumen en la Tabla 1.2.

Todas estas conferencias y foros abordan, entre otros muchos aspectos, el
problema del acceso al agua potable y el saneamiento, asi como el desarrollo
sostenible mediante una adecuada gestion del agua y conservacion de los
ecosistemas. En La Declaracién de los Objetivos del Milenio (Nueva York, Estados
Unidos) en el afo 2000 se sefald la necesidad de reducir a la mitad, para el afio
2015, la proporcion de la poblacién careciente de acceso al agua potable, bien por no
poder costearlo o bien por no tener acceso a los servicios basicos de saneamiento,
segun lo convenido en el Plan de Aplicacion de las Decisiones de la Cumbre Mundial

sobre el Desarrollo Social [NU, 2000. http://www.un.org/spanish/milenio/ares552.pdf].

Uno de los logros mas importantes se alcanzé en 2010 con la Declaracion del
Derecho al Agua, reconocido por 189 paises en la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU). En este texto se puede leer explicitamente que la ONU: “Declara el
derecho al agua potable y el saneamiento como un derecho humano esencial para el
pleno disfrute de la vida y de todos los derechos humanos” [ONU.

http://www.politicaspublicas.net/panel/agua/dhagua/667-onu-2010-resolucion-

agua.html].

El nimero de congresos y conferencias en los ultimos afios ha seguido
aumentado significativamente y en este propodsito han colaborado asociaciones
internacionales como la Asociacién Internacional del Agua (IWA). La IWA es un punto
de referencia mundial para los profesionales del agua, integrando la cooperacion de

un numero nada despreciable de miembros [http://www.iwahg.org/1nb/home.html].
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Tabla 1.2. Principales conferencias relacionadas con el agua desde 1972 hasta la actualidad

[Modificado de UNESCO, 2009].

Foros internacionales Lugar de celebracion Ano
Conferencia (Naciones Uunidas) sobre el ser Estocolmo, Suecia 1972
humano y el medioambiente

Conferencia NU del agua Mar del Plata, Argentina 1977
Década Internacional del suministro de agua potable 1981-90
y Saneamiento

Consulta global sobre agua potable y Saneamiento Nueva Delhi, La India 1990
para los 90s

Década Internacional de la reduccion de desastres 1990-2000
naturales

Conferencia Internacional del agua y el medio Dublin, Irlanda 1992
ambiente

Conferencia NU del Medioambiente y Desarrollo Rio de Janeiro, Brasil 1992
Conferencia Ministerial en Suministro sobre Agua Noordwijk, Paises Bajos 1994
Potable y Saneamiento Medioambiental

Conferencia Internacional NU sobre Poblacion y El Cairo, Egipto 1994
Desarrollo

Cumbre Mundial sobre Alimentacion Roma, Italia 1996
1%" Foro Mundial del Agua Marrakech, Marruecos 1997
Conferencia Internacional sobre Agua y Desarrollo Paris, Francia 1998
Sostenible

Declaracioén del Milenio Nueva York, EE.UU 2000
2" Foro Mundial del Agua La Haya, Paises Bajos 2000
Conferencia Internacional sobre Agua Dulce Bonn, Alemania 2001
Cumbre Mundial sobre el Desarrollo Sostenible Johannesburgo, Sudafrica 2002
3° Foro Mundial del Agua Kyoto, Japén 2003
Década Agua para la Vida 2005-15
4° Foro Mundial del Agua Ciudad de México, México 2006
5° Foro Mundial del Agua Estambul, Turquia 2009
Congreso Mundial del Agua (IWA) Montreal, Canada 2010
6° Foro Mundial del Agua Marseille, Francia 2012
Congreso y Exposicién Mundial del Agua (IWA) Busan, Corea del Sur 2012

1.1.2. El consumo agricola

Si se suman las tendencias actuales en la demanda de agua por parte de

paises desarrollados y en vias de desarrollo, se estima que las extracciones
mundiales de agua pasaran de 3800 km® en 1995 a 4300-5200 km® en el afio 2025

[Shiklomanov, 1999]. Y esta gran diferencia se debe principalmente a la expansion de

la agricultura necesaria para proveer de alimento a la creciente poblacion mundial.
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La agricultura es la actividad humana responsable del consumo de
aproximadamente el 70 % del agua dulce, y hasta del 90 % en las regiones tropicales
aridas de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacion [FAO, 2006]. ElI agua de riego procede generalmente de acuiferos
subterrdneos y aguas embalsadas o estancadas. En muchos paises, el agua
subterranea se ha convertido en el sostén principal de las actividades
agroalimentarias. El 33 % de la poblacion mundial, sobretodo la rural, depende del
agua subterranea para la irrigacion y la extraccion abusiva del agua esta provocando
que los niveles freaticos de agua dulce estén descendiendo a un ritmo muy
alarmante. Son tres los problemas principales que caracterizan la utilizacion del agua
subterranea: el agotamiento debido a un exceso de extraccion de este recurso, las
inundaciones y la salinizacion causada por un drenaje insuficiente. EI Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) informé que la tasa de
pérdida de tierras regadas por anegamiento y salinidad es de 1,5 millones de
hectareas al afio [Tolba, 1992]. La superficie afectada por la salinidad, como
porcentaje del area total de regadio, se estima en un 10 % en México, un 11 % en la
India, un 21 % en Pakistan, un 23 % en China y un 28 % en los Estados Unidos
[Umali, 1993].

El excesivo consumo de agua por parte de la agricultura es debido por un lado
a los requerimientos para la produccion de alimentos y, por otro lado, a la deficiencia
de la mayoria de los sistemas de riego. Se estiman que son necesarios 1000-
3000 m® de agua por tonelada de cereal cosechado, o lo que es lo mismo 1-
3 toneladas de agua para producir 1 kg de cereal. Para dar cobertura a las
necesidades alimentarias diarias de una persona se necesitan 2000-5000 L de agua

[FAO, 2011. www.fao.org/nr/water/docs/waterataglance.pdf]. La deficiencia en la

mayoria de los sistemas de riego supone pérdidas del 60 % del agua por evaporacion
o reflujo a rios y mantos acuiferos. El riego por embalsado es una practica muy
extendida que dia a dia va siendo sustituida por otras técnicas mas eficientes como
el riego localizado. La irrigacion ineficiente desperdicia el agua y también provoca
riesgos ambientales y de salud, tales como la pérdida de tierra agricola productiva
debido a la saturacion y, a su vez, el agua estancada puede provocar la transmision

de enfermedades como la malaria.

Como alternativa a los principales problemas generados por los sistemas
tradicionales de agricultura intensiva especialmente en areas donde el suelo ha sido
agotado, surgié en la década de los 90 un nuevo sistema denominado cultivo

hidropdnico. Este sistema ha aumentado en zonas semiaridas con alta radiacion
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solar y suficiente agua subterranea. Se trata de un método que permite el desarrollo
de plantas en un medio acuoso sin suelo, donde las raices permanecen en contacto
con una solucion mineral nutritiva. Este contacto puede darse manteniendo las raices
sumergidas en tanques de agua asi como empleando diferentes sustratos inertes
como es la perlita [Vazquez y Carpena, 2005], la lana de roca [Le bot y Adamowicz,
2006] y la fibra de coco [Raviv, 2005]. Esta tecnologia presenta la ventaja de la
optimizacion de factores como la temperatura del sustrato, agua, pH y solucion
nutritiva para satisfacer las necesidades de las plantas en continuo crecimiento y sin
estrés [Schnitzler, 2008].

Ademas de los problemas derivados del excesivo consumo de agua por la
agricultura también hay que sumar las pérdidas de cosechas y, por tanto,
economicas, asociadas a las enfermedades que atacan los cultivos y que entran en
los mismos a través del agua empleada para su riego. Incluso los métodos de
recirculacién de una solucién nutritiva que presentan beneficios ecoldgicos, requieren
un exhaustivo manejo de los cultivos ya que, bajo ciertas condiciones, los patégenos
pueden extenderse facilmente a través de dichos sistema poniendo en peligro todo el
cultivo. Es mas, la solucién nutritiva usada en cultivos sin suelo, constituye un
sistema de crecimiento diferente al cultivo tradicional, y causa la aparicion de nuevas

enfermedades [Runia y Boonstra, 2001].

Por tanto, sea cual sea el mecanismo que se emplee para la reduccion del
consumo de agua en la agricultura asi como para dar cobertura a las necesidades
basicas del ser humano, existe un punto comun en todas ellas y éste es que el agua
debe cumplir con unos minimos requisitos de seguridad microbiolégica con el fin de

evitar la transmision de enfermedades tanto a personas como a cultivos.

1.2. Normativa de regulacion del agua y Ley Espanola de reutilizacién

Los problemas derivados del uso del agua llevaron a la publicacion de la
Directiva Marco del Agua (DMA), Water Framework Directive [Directiva 2000/60/EC]
por parte de la Comision del Medio Ambiente del Parlamento Europeo. En esta
Directiva se establece un “MARCO COMUNITARIO DE ACTUACION EN EL AMBITO
DE LA POLITICA DE AGUAS". Previamente la Directiva 98/83/EC establecia la
calidad de las aguas destinadas al consumo humano, siendo el objetivo principal
garantizar la salubridad vy limpieza del agua [Directiva 1998/83/EC
http://www.belt.es/legislacion/vigente/seg_ind/prl/higiene/cont biolo/pdf/Dir 98 83.PD

F]. El objetivo de la Directiva 2000/60/EC es establecer un marco para la proteccion
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de

las aguas superficiales continentales, aguas de transicion, costeras vy

subterraneas contribuyendo a:

Garantizar el suministro de agua superficial o subterranea en buen estado.
Reducir la contaminacion de las aguas subterraneas.
Proteger las aguas territoriales y marinas.

Lograr objetivos como la prevencion de la contaminacion del medio marino.

La normativa en Espafa relacionada con el reglamento del agua es muy amplia y
se inicid en 1985 con la aprobacién de la Ley de Aguas 29/1985 [BOE. Ley 29/1985
http://www.boe.es/boe/dias/1985/08/08/pdfs/A25123-25135.pdf], desde entonces se

han aprobado diversos textos y Reales Decretos, los cuales se citan a continuacion:

Ley 11/2005, de 22 de junio, por la que se modifica la Ley 10/2001, de 5 de

julio, del Plan Hidrolégico Nacional.

Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios

sanitarios de la calidad del agua para consumo humano.

Real Decreto 849/1986, de 11 de abril, por el que se aprueba el Reglamento
del Dominio Publico Hidraulico, que desarrolla los Titulos Preliminar, I, IV, V,
VIy VIl de la Ley 29/1985, de 2 de agosto, de Aguas.

Real Decreto 865/2003, de 4 de julio, por el que se establecen los criterios

higiénico-sanitarios de prevencion y control de la legionelosis.

Real Decreto 907/2007, de 6 de julio, por el que se aprueba el Reglamento de

la Planificacion Hidroldgica.

Real Decreto Legislativo 1/2001, de 20 de julio, por el que se aprueba el texto

refundido de la Ley de Aguas.

Real Decreto Ley 11/1995, de 28 de diciembre, por el que se establecen las

Normas Aplicables al Tratamiento de las Aguas Residuales Urbanas.

Ademas de la regulacién de las cuencas hidroldgicas, en los ultimos afios ha

surgido el problema de la manipulaciéon de las aguas residuales. En la Directiva

Europea 2000/60/EC, la reutilizacion del agua fue incluida como medida

complementaria del programa de medidas aplicables con el fin de cumplir los

objetivos del articulo 4 de la DMA. En esta directiva se hace una sola referencia en el

Anexo VI, parte B, en la que se enumeran las medidas complementarias que cada
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demarcacion hidrografica puede incluir en el programa de medidas. Previa a esta
normativa, en el Anexo | de la Directiva 91/271/CEE del 21 de mayo de 1991, sobre
el tratamiento de aguas residuales urbanas, se fijaron las condiciones de calidad de
las aguas urbanas [Directiva 91/271/CEE

http://www.marm.es/es/agua/publicaciones/03 Manual Directiva 91 271 CEE tcm7

-28959.pdf].

La reutilizacion del agua presenta un claro beneficio ya que permite un
incremento neto del recurso de agua dulce en los casos en los que el agua depurada
se vierte al mar o se pierde a través de la evaporacion. En zonas de interior permitiria
sustituir al agua potable en los usos que requieren una calidad menos exigente
reservando la de mayor calidad para el abastecimiento. Una de las mayores ventajas
de la reutilizacion del agua es la garantia tanto de la calidad como del caudal, ya que
no depende de la estacionalidad del recurso ni de las épocas de sequia. Una de las
principales vias para reducir la presidon que existe actualmente en el consumo del
agua es la reutilizacion de la que ya ha sido empleada para otras actividades
teniendo en cuenta que en los paises en desarrollo, aproximadamente el 90-95 % de
las aguas residuales y el 70 % de los desechos industriales se vierten sin ningun

tratamiento sobre aguas potables.

La reutilizacion del agua tratada requiere de estandarizar una serie de
parametros fisicos, quimicos y biolégicos para que el agua no sea perjudicial para la
salud o para el uso al que esta destinada. Las consecuencias del vertido a los cauces
naturales de aguas sin un tratamiento previo pueden determinar diferentes efectos
cuando los contaminantes superan la capacidad de autodepuracion de los cursos de
agua. Estos efectos varian desde eutrofizacion de sistemas por contaminacion de
origen agropecuario a través del uso incontrolado de plaguicidas téxicos y
fertilizantes, con elevadas concentraciones de nitrégeno y fésforo, hasta la aparicion
de enfermedades cancerigenas por acumulacion de metales pesados, materia
organica y nuevos compuestos téxicos (PCB, etc). Sin olvidar tampoco que esta agua
es portador de multitud de agentes microbiolégicos patdégenos que pueden producir

diversas enfermedades desde asintomaticas hasta mortales.

A nivel nacional la reutilizacién del agua tratada se regula a través del Real
Decreto de Reutilizacion 1620/2007 aprobado el 7 de diciembre de 2007
modificandose parcialmente el Reglamento del Dominio Publico Hidraulico aprobado
por Real Decreto 849/1986 [BOE. RD 1620/2007
http://www.boe.es/boe/dias/2007/12/08/pdfs/A50639-50661.pdf]. Este RD tiene por

objetivo establecer el régimen juridico para la reutilizacion de aguas depuradas, de
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acuerdo al articulo 109.1 del texto refundido de la Ley de Aguas, aprobado por el
Real Decreto Legislativo 1/2001, del 20 de julio. EI RD 1620/2007 establece una serie
de definiciones que facilita la compresién del texto destacandose la definicion del
concepto de reutilizacién y la introduccion del concepto de agua regenerada, tal y

como se describe a continuacion:

¢ Reutilizaciéon de las aguas: aplicacion, antes de su devolucién al dominio
publico hidraulico y al maritimo terrestre para un nuevo uso privativo de las
aguas que, habiendo sido utilizadas por quien las derivd, se han sometido al
proceso o procesos de depuracidn establecidos en la correspondiente
autorizacion de vertido y a los necesarios para alcanzar la calidad requerida

en funcion de los usos a que se van a destinar.

e Aguas depuradas: aguas residuales que han sido sometidas a un proceso de
tratamiento que permita adecuar su calidad a la normativa de vertidos

aplicable.

e Aguas regeneradas: aguas residuales depuradas que, en su caso, han sido
sometidas a un proceso de tratamiento adicional o complementario que

permite adecuar su calidad al uso al que se destinan.

Ademas, este RD de reutilizacion, trata también aspectos relativos al régimen
juridico y establece las condiciones de calidad que debe cumplir el agua regenerada
para su uso indicando los usos permitidos y prohibidos. En el Anexo | de este RD se
establecen los valores maximos admisibles de los parametros en funcién de los usos
a los que el agua esta destinada. Se describen 13 usos distintos separados en 5 tipos

principales: urbano, agricola, industrial, recreativo y ambiental.

La tabla 1.3 muestra los criterios de calidad de naturaleza microbiolégica para
la reutilizacién de las aguas del RD 1620/2007 espafiol comparados con los
establecidos por anteriores recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA) a
fin de observar todos los parametros que determinan la calidad del agua asi como el
grado de semejanza. La tabla 1.4 a su vez muestra los requerimientos en los

parametros fisico-quimicos aplicados para el mismo fin.
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Tabla 1.3. Criterios de calidad microbioldgica segun RD de reutilizacion, OMS y USEPA [Adaptado de la
Guia para la aplicacion del Real Decreto 1620/2007, 2010].

Parametro ESPANA OMS USEPA
RD 1620/2007 Recomendaciones Recomendaciones
de reutilizacion* 2006 2004

Uso agricola (2): <1 Uso agricola: Riego con  Sin recomendaciones
Uso urbano (1):<1 o0 sin restricciones: <10
Uso industrial (3.1.ay b): no reducido <1 (es decir,

NETEER s se fija limite (3.1.c- 3.2): <1 no detectable) cuando

e e Uso recreativo (4.1): <1 hay nifios menores de

(huevos/10L) (4.2): no se fija limite. 15 afios expuestos.
Uso ambiental (5.1 y 5.3): Resto usos: sin
no se fija limite. recomendaciones
Uso ambiental (5.2): <1
Uso agricola (2.1):< 100 Uso agricola: Uso agricola: cultivos

Escherichia coli

(2.2):< 1.000 (2.3):< 10000

Uso urbano (1.1): 0
(1.2): <200

Uso industrial (3.1.c):
<1000 (3.1a-b):< 10000
(3.2):0

Uso recreativo (4.1): <200

(4.2):< 10000

Uso ambiental (5.1): < 1000

(5.2): 0 (5.3): no se fija

limite (5.4): se estudiara en

Riego sin restricciones:
<1000 (aumenta a
10000 cuando la
cosecha de raiz no
haya crecido)

Riego con restricciones
<100000 en conjunto
con técnicas de control
de exposicion humana.
Reducida a £10000 por
exposicion de nifios <

comestibles que no se
procesan
industrialmente: no
detectable.

Usos agricolas: cultivos
comestibles que se
procesan
comercialmente;
cultivos no comestibles:
<200

Riego en areas de

(UFC/mL) cada caso de 15 afios. Puede acceso restringido,
aumentar a 1000000 construccién; uso
cuando la agricultura industrial; uso
local esté altamente ambiental: <200
mecanizada. Usos urbanos; masas
Riego localizado: no de agua recreativas;
hay recomendaciones. agua potable: no
Resto usos: sin detectable
recomendaciones

Uso urbano (1.1-1.2): sihay  Sin recomendaciones Sin recomendaciones
) riesgo de aerosoles: <100
Legionella spp. Uso agricola (2.1): <1000
(UFCIL) Uso industrial (3.1): <100
Uso recreativo (4.2): <1000

T.saginatal T.solium Uso agricola (2.2): <1 Sin recomendaciones Sin recomendaciones

(huevos/L)

Enterovirus, Sin recomendaciones Sin recomendaciones Sin recomendaciones

Cryptosporidium

spp. y Giardia spp.

*Nomenclatura de la division de los 5 usos principales del agua, cada uno de ellos son especificaciones
dentro del uso general: Uso 1, urbano (1.1, 1.2); Uso 2, agricola (2.2-2.3); Uso 3, industrial (3.1-3.3); Uso
4, recreativo (4.1-4.3); Uso 5, ambiental (5.1-5.4).
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Tabla 1.4. Criterios fisico-quimicos de calidad segun RD de reutilizacion, OMS y USEPA [Adaptado de la
Guia para la aplicacion del Real Decreto 1620/2007, 2010].

Parametro ESPANA omMS USEPA
RD de reutilizacion Recomendaciones = Recomendaciones 2004
2006
Uso urbano (1.1): <10 (1.2): <20 Sin Riego de areas de acceso
Uso agricola (2.1): <20 (2.2): <35 recomendaciones restringido; riego de
. . . cultivos que se procesan
Sélidos en tho)mdustrlal (EELFEAR S comercialmente; cultivos
¥ 3.3):<5 no comestibles; estanques
suspension el ) ql
(mg/L) Uso recreativo (4.1): <20 (4.2):< 35 de jardines; construccion;
° Uso ambiental (5.1-5.3): <35 uso industrial; uso
. ambiental: entre 5y 30
(5.2): <10 (5.4): se estudiara en
cada caso
Uso urbano (1.1): <2 (1.2): <10 Sin Uso urbano;uso agricola
Uso agricola (2.1): <10 recomendaciones (cultivos comestibles que
I no se procesan
(2.2 y 2.3): no se fija limite. comercialmente);
RS Uso industrial(3.1.a y b):< 15 estanques recreativos; uso
(UNT) (3.1.c): no se fija limite (3.2): <1 potable (recargar
Uso recreativo (4.1): <10 (4.2): no acuiferos con agua
se fija limite potable por inyeccion;
Uso ambiental (5.1 y 5.3): no se fija aumgnto de superficie de
limite (5.2): <2 suministro) £2
Fosforo total Uso recreativo (4.2-4.3): <25 Sin Sin recomendaciones
(mg/L) recomendaciones
Nitrégeno Uso ambiental (5.1-5.2): <10 Sin Sin recomendaciones
total (mg/L) recomendaciones
NOs (mglL) Uso ambiental (5.1-5.2): <25 rselgomendaciones Sin recomendaciones
Sin recomendaciones Sin 1 mg/L (minimo)- No se
Clz residual recomendaciones mide para recarga de
acuiferos por percolacion
Carbono Sin recomendaciones Sin Reutilizacion para agua
- recomendaciones potable (recarga de
Organico ; .
Total (TOC) acuiferos por inyeccion y
(mg/L) aumento de superficie de
suministro) <3
Haluros Sin recomendaciones Sin Uso para agua potable
Organicos recomendaciones (recarga de acuiferos por
Total inyeccion) <0,2
(TOX)(mg/L)

La reutilizacion del agua residual no es aplicable a todas las actividades del

ser humano y el RD 1620/2007 espanol establece también los usos en los que se

prohibe la reutilizacion, que son los siguientes:

e Para el consumo humano, salvo situaciones de declaracién de catastrofe en

las que la autoridad sanitaria especificara los niveles de calidad exigidos a

dichas aguas y los usos. En ningun caso se permite la potabilizacion para

agua de bebida.

e Para los usos propios de la industria alimentaria, determinado en el articulo

2.1b) del Real Decreto 140/2003, por el que se establecen los criterios
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sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, salvo lo dispuesto en
el anexo |.A.3.calidad 3.1c) para el uso de aguas de proceso y limpieza en la

industria alimentaria.
e Para uso en instalaciones hospitalarias y otros usos similares.
o Para el cultivo de moluscos filtradores en acuicultura.
e Para el uso recreativo como agua de bafio.

o Para el uso en torres de refrigeracién y condensadores evaporativos, excepto

lo previsto para uso industrial en el anexo |.A.3.calidad 3.2.

e Para el uso en fuentes y laminas ornamentales en espacios publicos o

interiores de edificios publicos.

e Para cualquier otro uso que la autoridad sanitaria 0 ambiental considere un
riesgo para la salud de las personas o un perjuicio para el medio ambiente,

cualquiera que sea el momento en el que se aprecie dicho riesgo o perjuicio.

La reutilizaciéon para consumo agricola podria determinar una fuerte reduccion de
la presidn generada sobre la escasez del agua. Ademas, garantizaria la eliminacion
de microorganismos patégenos de plantas responsables de altas pérdidas

economicas relacionadas con la produccién agricola.

1.3. Principales microorganismos patégenos encontrados en ambientes
acuaticos

Todas las fuentes de agua son portadoras de fauna microbioldgica, no
obstante, algunas son especialmente peligrosas por su elevado contenido en
especies patdogenas, como son las aguas residuales. Un agente microbiolégico se
considera patégeno cuando genera enfermedad en otro organismo. El espectro de
patdogenos procedentes del agua varia en funcion de factores tales como los
incrementos en la poblacion humana y de animales, un aumento del uso de aguas
residuales para otras actividades, cambios en los estilos de vida y mejoras en
medicina, movimientos poblacionales migratorios y presiones selectivas sobre
nuevos patégenos y mutaciones en los ya existentes. La tabla 1.5 muestra las
diferentes concentraciones de agentes patdégenos notificadas en publicaciones

cientificas en distintos recursos hidricos.
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Tabla 1.5. Ejemplos de concentraciones detectables maximas (por litro) notificadas en publicaciones
cientificas de agentes patdgenos entéricos e indicadores de contaminacion fecal en diferentes tipos de
aguas [OMS, 2006].

Grupo de agente Lagos y Rios y arroyos Rios y arroyos  Aguas
patégeno o indicador embalses afectados silvestres subterraneas
Campylobacter spp. 20-500 90-2500 0-100 0-10
Salmonella spp. - 3-58000 1-4 -

E. coli (genérica)* 10000-1000000 30000 -1000000 6000-30000 0-1000
Virus 1-10 30-60 0-3 0-2
Cryptosporidium spp. 4-290 2-480 2-240 0-1
Giardia spp. 2-30 1-470 1-2 0-1

*E. coli genérica o biotipo 1 hace referencia a todas las variedades no patégenas para el hombre ni para
animales y se encuentra de forma natural en el intestino.

No obstante, en aguas residuales se puede encontrar un rango mucho mas
amplio de microorganismos. La tabla 1.6 muestra los principales microorganismos
patégenos encontrados en aguas residuales, asi como enfermedades producidas por

los mismos, el rango tipico de presencia y su dosis infectiva.

Se define la dosis infectiva como el niumero minimo de organismos requerido
para causar una infeccion. Estos valores varian segun el tipo de organismos. En
general, virus y protozoos tienen dosis infecciosas bajas, tipicamente entre 1y 10?
quistes o particulas, mientras que bacterias necesitan grandes dosis para causar
infeccion, entre 10? y 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC). La dosis infectiva
también varia en funciéon del huésped y éstas son por norma general mas bajas en
ninos, personas inmunoldgicamente comprometidas o enfermas y ancianos.

Igualmente ocurre cuando el huésped es un animal o una planta
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Tabla 1.6. Microorganismos patégenos comunmente encontrados en aguas residuales, enfermedades
que producen, rango de concentracidn tipico y dosis infectiva [Adaptado ®Metcalf y Eddy, 1991; b
Lazarova y Bahri, 2005; ¢ Fratamico y cols., 2005; 4 0MS, 201 1].

Microorganismos Enfermedad Dosis infectiva Rango
tipico
Bacterias
Bacillus sp. Antrax, Intoxicacion alimentaria ~ 10%-10""© -
Campylobacter jejuni Gastroenteritis - 100-10°@
Clostridium spp. Gangrena gaseosa 105100 @ -
Escherichia coli Gastroenteritis, diarrea 10%-10°@ 10%-10"°@
Salmonella spp. Intoxicacion alimentaria, fiebre — 1-10%@ <10a10°@
tifoidea y paratifoidea
Shigella spp. Shigelosis (disenteria bacilar) 10%®@- 10%© <10@
Vibrio cholerae Colera (colera asiatico) 10%@ 100-10°@
Yersinia enterocolitica Yersiniosis (gastroenteritis) 10° @ =
Protozoos parasitarios
Cryptosporidium parvum Cryptosporidiosis (diarrea) 10-30 quistes @ 1-10*@
Entamoeba coli Diarrea, ulceracion 10-100 quistes @ =
Entamoeba histolytica Amebiasis (disenteria 10-100 quistes®  10-10°®
amebiana)
Giardia lamblia Giardiasis (diarrea, 1-10 quistes @ 1-10*@
malabsorpcion)
Helmintos parasitarios
Taenia saginata Tenia Taneiasis <10 huevos ® -
Ancylostoma spp. Anemia <10 huevos ® -
Ascaris spp. Ascariasis <10 huevos ® -
Schistomsoma spp. Esquistosomiasis <10 huevos ® -
Taenia spp. Taeniasis <10 huevos ® -
Trichuris spp. Anemia, diarrea <10 huevos ® -
Virus
Enterovirus Gastroenteritis, meningitis 1-72 particulas @ 1-1000 @
Virus de la Hepatitis Hepatitis de tipo infeccioso <100 particulas® 10'- 10*®
Rotavirus Gastroenteritis 1-10 particulas ®) 50-5000
Virus Norwalk Gastroenteritis 1-10 particulas -

Existen diversas vias de transmision de los patégenos desde el agua hasta el

huésped, bien por consumo directo de agua contaminada, por inhalacion de

aerosoles o por contacto con material contaminado. La figura 1.4 muestra ejemplos

de bacterias, virus, protozoos y helmintos y sus rutas de infeccion, en esta figura se

observa que la ingestidn de agua es la principal via de transmision.
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Ingestion Inhalacién Contacto
(Agua, y aspiracion (bafio)
comida) (aerosoles)

7 v

Piel, mucosas,
membranas,
heridas, ojos

u U U Acanthamoeba spp
Legionella

Aeromonas spp

Rutas de infeccion
(Sepsis e infeccion Gastrointestinal Respiratorio
generalizada)

Bacterias Virus Protozoos pneumophila Burkholderia
Campy‘lob.acter. spp Adenoyirus y helmintos Mycobacteria pseudomallei
Escherichia coli Astrovirus Cryptosporidium (no tuberculosa) Micobacteria
Salmonella spp Enterovirus parvum Naegleria fowleri (no tuberculosa)
Sf.lig.ella spp V?rus hepat?tis A pracunculus D.iversas infecciones Leptospira spp
Vlbrl.o.cholerae Virus P.\epatltls E nedinensis virales Pseudomonas
Yersinia spp Norov.lrus Entamoeba Otros agent.e§ con aeruginosa

Rotavirus histolytica altas exposiciones Schistosoma mansoni

Giardia intestinalis
Toxoplasma gondii

Figura 1.4. Vias de transmisién de patogenos [OMS, 2006].

Los criterios microbioldégicos descritos por el RD 1620/2007 se centran
especialmente en patégenos humanos, mientras que no se hace menciéon a otros
patdgenos, especialmente de plantas, los cuales son importantes desde el punto de
vista del reluso de agua para la agricultura. Probablemente una revision de estos
microorganismos deberia hacerse para cubrir un mayor rango de patdgenos,
especialmente aquellos que son muy resistentes a los tratamientos de desinfeccion.
La figura 1.5 muestra la relacion de microorganismos encontrados en aguas

residuales y su resistencia a desinfectantes como el ozono vy el cloro.

Aunque existen indicadores de la contaminacion fecal, como la bacteria
E. coli, estos son normalmente demasiado sensibles a los tratamientos
desinfectantes. Por ello, la evaluacidn de una técnica de desinfecciéon con un
indicador como E. coli dara resultados inciertos sobre la desinfeccion de otros
microorganismos mas resistentes como por ejemplo esporas de bacterias y hongos u
ooquistes parasitarios. Por tanto, las nuevas técnicas de desinfeccion deberian

probar su eficacia frente a patdégenos mas resistentes.
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Alta

Media @
@ Priones

. Coccidios (Cryptosporidium spp)
BaJ d Bacterias esporuladas (Bacillus spp)
e Micobacterias (Micobacterium tuberculosis)
Virus (Poliovirus)
Hongos (Aspergillus sp)
Bacterias Gram-negativas (Pseudomonas spp)
Bacterias Gram-positivas (Staphylococcus spp, Enterococcus spp)

Figura 1.5. Resistencia de diferentes microorganismos a desinfectantes quimicos [Rutala y Weber,
2004].

En este trabajo experimental se han utilizado como indicadores de la
eficiencia del proceso de desinfeccion solar y fotocatalitico solar, esporas de
microorganismos fitopatdgenos cuya ocurrencia en fuentes de agua comunes para el
riego de cultivos constituye un problema especialmente importante en este sector. No
obstante, algunas especies de los patdégenos analizados pueden ser también fuente
de episodios epidemioldgicos en humanos. Se seleccionaron dos géneros, el género
Fusarium y el género Phytophthora. A continuacion se van a detallar los aspectos

epidemiolégicos mas importantes de ambos patdégenos.

1.3.1. El género Fusarium

El género Fusarium pertenece al reino Fungi (hongos) y lo constituyen
numerosas especies de hongos filamentosos. Desde el punto de vista de su
distribucion geografica o biogeografia, se encuentran ampliamente distribuidos en
suelo, en asociacion con plantas [Summerell y cols., 1993; Sangalang y cols., 1995].
También se pueden encontrar en diversos ambientes acuaticos como embalses, rios,
lagos, estanques, zonas costeras [Palmero-Llamas y cols., 2008a] e incluso se han

aislado en sistemas de distribucion de agua en hospitales [Anaissie y cols., 2001].

Este género se caracteriza por producir tres tipos diferentes de esporas
denominadas microconidios, macroconidios y clamidosporas, los cuales se alternan y

combinan de diferentes formas en las especies del género Fusarium, de modo que la
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presencia o ausencia de cada tipo de espora determina un caracter taxonémico para
la clasificacion de las diferentes especies. Las caracteristicas morfolégicas y
estructurales de las distintas esporas de éste hongo se describen en detalle en la
seccion 3.1.1. Las esporas del género Fusarium son altamente resistentes a
compuestos quimicos y como ha sido previamente comprobado en otros trabajos,
también lo son a los tratamientos fotocataliticos solares [Sichel y cols., 2009]. El
control de Fusarium spp. al igual que otros hongos se realiza normalmente mediante

el empleo de fungicidas como el etridiazol.

La mayoria de sus especies son saprobios, absorben los nutrientes de plantas
en descomposicion o animales, e inofensivos, sin embargo existen especies
oportunista patdgenas de plantas, humanos y animales [Nelson y cols., 1994]. Este
género también puede producir dos tipos de toxinas denominadas fumonisinas y
tricotecenos [Beckman, 1987; Agrios, 2004]. Los tricotecenos son producidos por
varias especies y contaminan cereales como avena, trigo, cebada y maiz y producen
por norma general intoxicaciones alimentarias [Peraica y cols., 1999]. Las
fumonisinas, por su parte, son producidas especificamente por Fusarium
verticillioides (sin. moniliforme). Se ha relacionado la fumonisina B1 (FB1) con la
presentacion de cancer esofagico en humanos, leucoencefalomalacia en equinos y
edema pulmonar porcino entre otros [Peraica y cols., 1999]. Su distribucién es
mundial, siendo el maiz el cultivo mas afectado por esta toxina. Se encuentra
clasificada segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) dentro
del grupo 2B como “Posiblemente carcinégeno para el ser humano” [IARC, 1987;

Peraica y cols., 1999].

Las especies patdégenas de plantas hacen de este género un enemigo con
alto impacto en el presente y futuro de la industria agricola y, por extension, en la
nutricién de una parte importante de la poblacion mundial. Desde el punto de vista
epidemiolégico, se han descrito diversos episodios producidos por Fusarium spp. de
pérdidas importantes en diferentes tipos de cultivo, como ejemplo cabe destacar la
epidemia mundial conocida como “la enfermedad de Panama” que afecté a la
variedad comercial de bananas “Grand Michel” producida por F. oxysporum hace 100
afnos y que llevo a la casi extincion de la especie, la cual, actualmente, solo se cultiva
en jardines [Koeppel, 2007]. Otro ejemplo del impacto de Fusarium spp. en la
agricultura es la amenaza para los cultivos de café. Desde 1927, Gibberella
xylarioides (Fusarium xylarioides), que causa "la marchitez del café", es responsable
de enormes pérdidas en la produccion de café en Africa [Rutherford, 2006]. También

son comunmente infectados cereales como la cebada causando un importante
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impacto econémico en las industrias de malta y cerveza, asi como la cebada
forrajera. Las pérdidas totales de cosecha de cebada y trigo causado por Fusarium
spp. en los EE.UU. entre 1991 y 1996 se estimaron en 3 mil millones de ddlares
[Priest y Campbell, 2002]. Otro ejemplo es la marchitacién vascular de la palma
africana producida por F. oxysporum siendo esta enfermedad la mas destructiva de
esta planta, causando grandes pérdidas en areas altamente productivas del sudeste
de Asia [Flood, 2006].

En el sudeste de Esparfia, también se han producido importantes pérdidas
econdmicas causadas por este hongo en plantaciones de tomate (Lycopersicum
esculentum), meldon (Cucumis melo) y berenjena (Solanum melongena) [Tello y
Lacasa, 1988; Gémez Vazquez y Tello, 2000; Urrutia Herrada y cols., 2004]. La
enfermedad en estas plantas incluye sintomas como marchitamiento vascular y
pudricion de la raiz y el tallo [O'Donnell y cols., 1998]. Los efectos de este hongo
sobre plantas y frutos se pueden observar en la figura 1.6, donde se muestra una
planta de tomate afectada por éste hongo y una espiga de maiz inoculada con

F. verticilloides.

Entre las enfermedades mas significativas que pueden producir en el ser
humano cabe destacar la onicomicosis (infeccion en las ufas), queratitis micética o
queratomicosis (infeccion de la cérnea del ojo), favorecida en ocasiones por la
contaminacion de lentes de contacto [Zhang y cols., 2007]. También se ha detectado
que F. solani, F. oxysporum, F. verticillioides, F. proliferatum, y rara vez, otras
especies pueden producir de forma mas (generalizada en personas
inmundlogicamente deprimidas infecciones agresivas al penetrar el hongo en la
circulacion sanguinea [Howard, 2002]. En estos pacientes, la piel también esta a

menudo afectada por estos hongos [Gupta y cols., 2000].

Figura 1.6. a) Foto de planta de tomate afectada por Fusarium sp. b) Espigas de maiz inoculadas con
F. verticillioides mostrando sintomas de podredumbre.
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Algunos casos de impacto de Fusarium spp. sobre animales es la micosis
producida por F. solani en ballenas grises (Halichoerus grypus), en el ledn marino de
California (Zalophus californianus) [Migaki y Jones, 1983], en el cachalote pigmeo
(Logia breviceps), en el delfin atlantico (Lagenorhynchus acutus) [Frasca y cols.,
1996], en el elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) y en la foca comun
(Phoca vitulina) [Leslie y cols., 2001]. También F. solani causa diversas infecciones
en crustaceos como gambas (Penaemus monodon) y cigalas (Penaemus
semisulcatus) [Corolini, 1989; Khoa y cols., 2004] y en tortugas marinas [Cabanes y
cols., 1997].

1.3.2. El género Phytophthora

La taxonomia de este género ha sido muy controvertida dada sus particulares
caracteristicas. Tradicionalmente fue incluido en el reino Fungi y actualmente se le
sigue considerando como un “pseudohongo”, aunque se clasifica en el reino
Cromistas dentro del grupo Oomycota [Dick, 1995a; 1995b]. Los Oomycotas difieren
de los hongos verdaderos por su naturaleza diploide, la morfologia cristaloide de las
mitocondrias, el aparato flagelar de las zoosporas (lo que les confiere movilidad), la
bioguimica de la pared celular la cual contiene solo esqueleto microfibrilar de celulosa
y B-1,3-glucano como material amorfo en lugar de quitina, sus diferentes vias
metabdlicas por las que no transforman el escualeno a esteroles y su Unico sistema

de biologia molecular [Erwin y Ribeiro, 1996].

Este género es agente causal de enfermedades en plantas, no habiéndose
descrito ningun caso de enfermedad en el ser humano. De hecho, el nombre de
Phytophthora deriva del griego y significa phyto-planta y phthora-destructor. Desde el
punto de vista de la agricultura, la entrada de este fitopatdégeno supone la pérdida de
la cosecha dado el alto grado de facilidad de dispersion y la rapidez en la aparicion
de los sintomas [MacDonald y cols., 1997; Bush y cols., 2003]. Esta capacidad de
atacar a las plantas esta favorecida por la rapida produccion de las denominadas
zoosporas, las cuales constituyen el principal método de dispersién de este género
desde los primeros tejidos infectados y bajo condiciones medioambientales
favorables, especialmente en presencia de agua. Estas esporas nadadoras
asexuales biflageladas o zoosporas son producidas en esporangios donde pueden
llegar a diferenciarse entre 20 y 40 zoosporas por esporangio [Bernhardt y Grogan,
1982]. Este fitopatdgeno, bajo condiciones de estrés, también genera otro tipo de

esporas de pared mas gruesa denominadas clamidosporas como estructura de
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supervivencia y oosporas que, ademas, constituyen una fuente de variabilidad
genética [Erwin y Ribeiro, 1996]. Las caracteristicas morfologicas y estructurales de
las distintas esporas de éste hongo se describiran en detalle en la seccién 3.1.2. El
gran desarrollo de esporangios exhibido en agua permite la rapida expansion de la
enfermedad lo que causa la pérdida completa de plantaciones en viveros e

invernaderos, asi como en cultivos hidroponicos [Erwin y Ribeiro, 1996].

Los principales sintomas se producen sobre tejidos aéreos incluyendo la
pudricién del fruto, hojas y corona aunque también puede verse afectada la raiz
[Hausbeck y Lamour, 2004; Granke y cols., 2009]. Se han descrito asociaciones de
enfermedades incluyendo la podredumbre parda de los citricos, la muerte subita del
roble y otras enfermedades de plantas ornamentales con especies de Phytophthora
presentes en el agua de riego [Whitesides y Oswalt, 1973; van Kuik, 1992; Garbelotto
y Rizzo, 2005]. En particular, la especie utilizada en este trabajo experimental, P.
capsici es el agente causal de la enfermedad del tizén del pimiento (Capsicum sp.),
aunque este patdgeno también puede infectar otras solanaceas y cucurbitaceas
como el pepino (Cucumis sativus), berenjena (Solanum melongena), tomate
(Lycopersicum esculentum), calabaza (Cucurbita sp.), calabacin (Cucurbita pepo) y
melén (Cucumis melo) [Gevens y cols., 2007]. La figura 1.7 muestra los efectos que

éste fitopatdogeno puede generar sobre frutos y plantas en cultivos de pimiento.

Phytophthora sp., en los ultimos afios, ha adquirido una gran importancia
desde el punto de vista cientifico y econdmico por ser un patéogeno de amplio
espectro. Se trata de un patégeno del suelo con una amplia adaptacion
medioambiental, ya que se puede encontrar tanto en ambientes terrestres [Granke y
cols., 2009] como en habitat acuaticos [Hong y Moorman 2005; Kong y cols., 2009].
Se encuentra distribuida por todo el mundo. Ha sido aislada en Norteamérica y
Sudamérica, Asia, Africa y Europa [Erwin y Ribeiro, 1996]. Mas de 20 especies se
han recuperado de diferentes fuentes de agua [Hong y Moorman 2005; Kong y cols.,
2009], y varios nuevos taxones se han recuperado de ambientes acuaticos a la
espera de una descripcidn formal [Brasier y cols., 2003; Hong y cols., 2008; Reeser y
cols., 2011].
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Figura 1.7. a) Foto de pimientos afectados por P. capsici y b) plantacion afectada por el mismo
patogeno.

A menudo, el impacto econémico global es dificil de estimar. En 2010, 77850
hectareas de pimiento chili y campana fueron plantados en los EE.UU. con un valor
estimado de 772 millones de ddlares los cuales son susceptibles de ser atacados por
éste fitopatégeno. La produccion de hortalizas en todo el mundo se estima en mas de

mil millones de ddlares [Lamour y cols., 2012].

El control de este patdgeno se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante
practicas como el barbecho, variacién de la época de siembra y de los cultivos y
fungicidas. Sin embargo, P. capsici no es susceptible a la mayoria de los fungicidas
de amplio espectro, por ejemplo mefenoxam (clase fenilamida de los derivados de
fungicidas metalaxil), esta insensibilidad ha sido observada en estudios de P. capsici
en pimiento e incluso se ha observado la aparicion de cepas resistentes [Lamour y
cols., 2000]. El control de la enfermedad en ocasiones puede resultar muy dificil por
lo que el control mas efectivo consiste en la aplicacion de fungicidas preventivos.
Actualmente los productos agroquimicos mas utilizados para el control de este

patdégeno son: Curzate, metalaxyl, fosetil-Al y milfuran [Erwin y Ribeiro, 1996].

1.4. Técnicas convencionales de desinfeccion del agua

El término desinfeccion se refiere al proceso que tiene como objetivo la
inactivacion de microorganismos patdégenos, minimizando la probabilidad de
transmisién de enfermedades y, en el caso de que el medio sea acuatico, evitando su
transmisién hidrica. La desinfeccidn se consigue al provocar una alteracion en los
mecanismos celulares de los organismos mediante la destruccién o alteracién de la
organizacién estructural (dafos en la pared celular), la interferencia con el

metabolismo energético (inhibicion de la actividad enzimatica), la interferencia con la

25



1. Introduccién

biosintesis y el crecimiento (alterando la sintesis de proteinas y acidos nucleicos) y

todo ello conlleva la pérdida de viabilidad del microorganismo [Blatcley y cols., 1997].

Distintas técnicas se utilizan para la desinfeccion del agua. Algunas producen
una desinfeccion primaria, en la que el microorganismo es inactivado durante el
proceso y se puede afadir un desinfectante secundario para mantener la calidad del
agua en los sistemas de distribucion. Y otras producen una desinfecciéon secundaria,
que supone una barrera final contra la contaminacion bacteriana y el recrecimiento,

manteniendo una desinfeccion residual [Al Dufour y cols., 2003].

1.4.1. Eliminacién fisica de microorganismos

Los métodos de desinfeccion fisica se aplican considerando los
microorganismos como particulas en suspensién. Entre otros podemos encontrar la
coagulacion, floculacién y sedimentacién asi como la filtracion donde se encuentran
los procesos de filtracidn granular, filtracion lenta en arena, filtracion rapida,
microfiltracién, ultrafiltracion, nanofiltracién y ésmosis inversa. La aplicacion de
radiacion también se considera un método fisico de desinfeccion, el mas habitual es

la radiacion UV-C.

1.4.1.1. Filtracion con membranas

La filtracion mediante membranas sigue el principio de la separacion de
particulas basada en el tamafio de poro y en su distribucién. Segun la membrana
elegida se pueden separar sélidos en suspension, bacterias, parasitos y quistes, asi
como proteinas, pesticidas y acidos humicos entre otros, de forma que aplicando esta
tecnologia se puede obtener agua libre de patdégenos y compuestos quimicos
[LeChevallier y Au, 2004]. La figura 1.8 muestra la eliminacién de microorganismos

en funcion del tamafio medio del poro del filtro.
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Figura 1.8. Eliminacion de microorganismos en funcion del tamafio de poro del filiro. TD = Tierra de
diatomeas; MF = microfiltracién; NF = nanofiltracion; Ol =6smosis inversa; UF = ultrafiltracion [Adaptado
de LeChevallier y Au, 2004].

La retirada de particulas del agua mediante el uso de membranas se basa en
ejercer una presion transmembrana para conducir el agua, mediante presion o vacio,
a través de las mismas, generandose dos corrientes, la del agua tratada o permeado
y la del rechazo que contiene las particulas y los sdlidos separados. Las membranas
pueden clasificarse en funcion del material (acetato de celulosa, polisulfonas,
compuestos de polivinilo, asi como materiales ceramicos o aceros inoxidables), su
forma y disposicion (plana, tubular, transversal o tangencial) y tamafno del poro

(microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracidn y 6smosis inversa).

La tecnologia de membrana se ha desarrollado en los ultimos afos con fines
industriales para obtener concentrados o para aprovechar el permeado. En este
sentido su aplicacion en el tratamiento de aguas presenta un gran interés basado
principalmente en las nuevas necesidades que precisa este sector, tales como altos
estandares de calidad, reducido impacto medioambiental de los efluentes tratados,
minimo espacio disponible para las instalaciones y amplio rango de aplicacion. Una
de las ventajas de esta tecnologia es que la separacion se realiza de manera
continua y se puede combinar con otros procesos de separacion creando procesos

hibridos y el escalado es relativamente sencillo. Sin embargo, presenta el
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inconveniente de la colmatacion de la membrana (fouling y biofouling), lo que obliga a
su limpieza regular para no reducir la produccién y, periddicamente, a su sustitucion.
Ademas, su uso se encuentra limitado debido a las altas inversiones y los elevados

costes de operacién que lleva asociados.

1.4.1.2. Radiacién Ultravioleta

El método de desinfeccion UV mediante radiacién UV-C consiste en el uso de
lamparas que emiten radiacion con longitudes de onda de 200 a 280 nm. Esta
radiacion se utiliza por su alto poder germicida. La aplicacion de esta radiacion se
lleva a cabo mediante lamparas de vapor de mercurio desde las que se transfiere la

energia electromagnética al material genético del organismo (ADN o ARN).

La radiacion UV-C es absorbida por los nucleétidos, promoviendo la formacion
de enlaces entre nucledtidos adyacentes, con lo que se forman los conocidos
dimeros (Figura 1.9), siendo los mas comunes los dimeros de timina-timina, aunque
también suelen darse los de citosina-citosina, citosina-timina y de uracilo, en el caso
de ARN. La formacion de un numero suficiente de dimeros implica el colapso del
ADN o del ARN de modo que no puede replicarse y, por tanto, el microorganismo
muere [Bolton y Linden, 2003]. La inactivacién de los microorganismos mediante UV
es funcion de la longitud de onda que absorbe su ADN. El punto maximo se alcanza
a las longitudes de onda cercanas a 265 nm (Figura 1.9), por lo que es conveniente
gue la emision de la lampara coincida con el punto de maxima absorcion que se
encuentra cerca de 265 nm, como es el caso de las lamparas de mercurio de baja
presion empleadas convencionalmente, cuya longitud de onda irradiada se situa en
254 nm [Harm, 1980].
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Figura 1.9. Estructura del ADN antes y después de ser irradiado con luz UV-C. Gréfica representando el
maximo de absorcion de radiacion UV por las distintas bases nitrogenadas [Masschelein, 2002].

Las ldamparas de media presién irradian luz a mayor intensidad y longitudes de
onda mas cortas, lo que determina menores tiempos de contacto para lograr un
determinado nivel de desinfeccion. En ocasiones, reducir el tiempo de contacto
puede producir un resultado final en el que no se alcanza una desinfeccion eficiente
[Al Dufour y cols., 2003]. Esto se debe a que no todo el sistema, en términos de
volumen de agua, se trata adecuadamente lo cual puede estar favorecido por la

configuracién del sistema, volimenes de agua excesivos, etc.

Los factores que afectan a la accion germicida de la luz UV-C dependen de la
absorcién por parte de los microorganismos, lo cual, a su vez, va a depender de las
propiedades del propio fluido y de las sustancias presentes en el mismo tales como
sélidos en suspension. Estas particulas pueden crear sombras que eviten la
incidencia de la radiacion UV sobre los microorganismos por lo que los sélidos en
suspension se limitan a 30 mg/L y, en general, la turbidez a 5 UNF (Unidades
Nefelométricas de Formazina). Para la aplicacién del tratamiento UV-C, la
transmitancia del agua es otro factor importante, por lo que se recomienda que ésta
sea por lo menos el 55 %. Las particulas minerales de hierro, manganeso, calcio y
magnesio pueden producir incrustaciones en las paredes de la lampara y absorber
parte de la radiacion UV-C, por ello se limitan a 0,3 mg/L. Los compuestos organicos
como el acido humico y los taninos absorben parte de la radiacion UV-C, por lo que
disminuyen la potencia disponible para la desinfeccion. El estado del equipo, el
envejecimiento de las lamparas y la estabilidad del suministro eléctrico también

influyen en la capacidad germicida de la radiacién UV-C.

Un aspecto importante en la eficiencia de este proceso es la existencia de

mecanismos de reparacion de los acidos nucleicos denominados fotorreactivacion o
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fotorreparacion, en los que una enzima fotorreactiva, tras absorber radiacion entre
300 y 500 nm, rompe el dimero formado. Esta capacidad de regeneracion se da en
bacterias y otros microorganismos, pero nunca en virus, y su intensidad esta
relacionada con la extension del dafio UV-C, la exposicion a la luz reactivadora, el pH
y la temperatura del agua. El fendbmeno de fotorreactivacién requerira que la
exposicion del microorganismo a la luz reactivadora no supere mas de dos a tres
horas desde su inactivacion [Groocock, 1984; Masschelein, 2002], teniendo en
cuenta que el grado de reactivacion es una funcién inversamente proporcional a la

dosis de radiacion utilizada.

La velocidad de inactivacion microbiana varia en funcién del microorganismo y
de la longitud de onda de la radiacion UV-C. En general, dosis de 400 J/m? reducen
poblaciones bacterianas entre 4 y 8 log y viricas entre 3 y 6 log. Los protozoos son
mas resistentes requiriendo mayores dosis de radiacion, pero se conoce que
410 J/m? puede reducir hasta 4 log de estos microorganismos y similares reducciones

se han observado en esporas de Bacillus subtilis [Al Dufour y cols., 2003].

Las principales ventajas de usar radiacion UV-C son que no precisa
almacenamiento quimico ni equipo para su manipulacién o alimentacion y que no
genera subproductos de desinfeccion identificados. Mientras que entre las
desventajas se encuentra la ausencia de actividad residual, y el compromiso de la
eficiencia del proceso por variables tales como la transmitancia, contenido en
minerales, longitud de onda de radiacién y el suministro eléctrico. Entre los
principales factores limitantes de su aplicacién real se encuentran los elevados

costes de inversion, mantenimiento y operacion.

Las aplicaciones practicas de la radiacion UV comenzaron en 1901 cuando se
consiguid producir esta luz de forma artificial. Los primeros intentos experimentales
se llevaron a cabo en Marsella, Francia, en 1910. Entre 1916 y 1926, se usé
radiacion UV en los Estados Unidos para la desinfeccién del agua. Sin embargo, la
popularidad del cloro y sus derivados, asociados a su bajo coste de aplicacion,
hicieron que se retrasara la produccion de equipos hasta la década de los 50 y mas
aun hasta los afios 70 que es cuando las lamparas UV comienzan a ser fiables y de

vida prolongada [Masschelein, 2002].

Al comienzo del siglo XXI, en Europa existen unos 2000 sistemas de
desinfeccion de agua con UV. Sin embargo, este método se aplica principalmente en
pequefos sistemas de abastecimiento de agua tales como hospitales, industrias de

alimentos y bebidas y hoteles. Recientemente se ha incrementado su uso para la
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desinfeccién de efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales,

especialmente en Estados Unidos y Canada [Masschelein, 2002].

1.4.2. Eliminacion quimica de microorganismos

Entre los productos quimicos mas empleados para la desinfeccion de agua
cabe destacar el cloro y sus derivados, el ozono, y de manera minoritaria otros

compuestos como el bromo, yodo o el permanganato potasico.

1.4.2.1. Desinfeccién quimica con cloro y derivados

El cloro ha desempefado una funcién muy importante protegiendo los
sistemas de abastecimiento de agua frente a enfermedades infecciosas transmitidas
por el agua durante mas de un siglo. Ademas, los desinfectantes basados en cloro
son los unicos que proporcionan una proteccién duradera, ya que previenen el
recrecimiento microbiano y proporcionan proteccion continua durante todo el proceso

de distribucion del agua, gracias a su efecto residual dependiendo de la dosificacion.

La cloracion del agua se puede llevar a cabo con diferentes compuestos,
como puede ser el cloro gaseoso, los hipocloritos, cloraminas o el didoxido de cloro
que, previa reaccién con agua, se transforma en acido hipocloroso que es el que

realmente realiza la funcion germicida.

Entre los factores que afectan a la eficiencia de la desinfeccién con cloro se
encuentran el tipo y la concentracibn de microorganismos, la naturaleza y
concentraciéon del desinfectante, el tiempo de contacto, temperatura, pH y contenido
en materia organica. En el tratamiento de aguas es muy importante conocer el tiempo
de contacto y la dosis de agente desinfectante. El valor CT combina la dosis de
desinfectante y el tiempo de exposicidbn a una minima cantidad de desinfectante
residual, de modo que representa el tiempo (T, en minutos) necesario para que una
concentracion de desinfectante residual (C, mg/L) inactive un microorganismo
[USEPA, 1999]. La tabla 1.7 muestra los valores CT de distintos desinfectantes para
varios tipos de microorganismos. Los desinfectantes mas efectivos son aquellos que
tienen los valores de CT mas bajos, destacando en primer lugar el ozono seguido del

diéxido de cloro.
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Tabla 1.7. Valores CT (en mg min/L) para distintos desinfectantes [Block, 2001].

Microorganismo Cloro Cloramina Diéxido de cloro  Ozono

pH 6-7 pH 8-9 pH 6-7 pH 6-7
E. coli 0,034-0,05 95-180 0,4-0,75 0,02
Poliomielitis 1 1,1-2,5 768-3740 0,2-6,7 0,1-0,2
Rotavirus 0,01-0,05 3806-6476 0,2-2,1 0,006-0,06
Fago f2 0,08-0,18 Nd?® Nd? Nd?
Quistes de Giardia lambia 47-150 2200° 26° 0,5-0,6
Quistes de Giardia muris 30-630 1400 7,2-18,5 1,8-2,0

2 Nd: no hay datos;® 99,99 % de inactivacion a un pH =6-9; 90% de inactivacidn a pH 7 y 25°C.

Multiples ventajas son las que presenta la aplicacion de cloro como método de
desinfeccion, entre otras se puede destacar que es un potente germicida ya que
reduce el nivel de los microorganismos patégenos en el agua hasta valores casi
imposibles de detectar. La persistencia del cloro residual mantiene el efecto
germicida durante un tiempo muy superior a cualquier desinfectante alternativo.
También destruye el sulfuro de hidrégeno y elimina el amoniaco y otros compuestos

nitrogenados que obstaculizan la desinfeccion.

En 1974, los cientificos de la EPA (Environment Protetion Agency)
encontraron que el cloro reacciona con ciertos compuestos organicos formando
trihalometanos (THM) [Metcalf y Eddy, 2005]. Los estudios toxicolégicos emprendidos
sugirieron que era cancerigeno para animales de laboratorio, apareciendo el temor
de que pudieran ser potencialmente cancerigenos también para los humanos. En
este contexto, la EPA decidio fijar limites para estos subproductos de la desinfeccion
(SPD). El objetivo era reducir los niveles de SPD sin comprometer la proteccion
microbiana, siendo uno de los mejores métodos, la eliminacion de los precursores
organicos antes de la desinfeccién mediante coagulacion y clarificacion, adsorcion en

carbon activo, o membranas.

El diéxido de cloro es un desinfectante mas potente que el cloro y la cloramina
ya que puede atravesar la membrana celular de la bacteria y destruirla. Su capacidad
germicida se produce en un amplio rango de pH (3 a 9) y esta capacidad aumenta
con la acidez, siendo mas potente que el cloro en un tiempo de contacto mas corto.
Presenta una excelente accién germicida contra los virus al ser absorbido y penetrar
en la capa proteica de la capsida viral, reaccionando con su ARN. No reacciona con
el nitrégeno amoniacal para formar aminas cloradas ni con material oxidable para
formar compuestos organoclorados, destruyendo hasta un 30 % de los precursores
de THM. Desinfecta y oxida eficazmente actuando sobre Giardia sp. y

Cryptosporidium sp., y no requiere de desinfeccidén secundaria. Sus desventajas son
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la descomposicién en subproductos inorganicos (clorito y, en menor grado, clorato) y

requiere equipos de generacién y manejo de productos quimicos en el lugar de uso.

Las cloraminas se obtienen por la reaccion de cloro y amoniaco resultando un
producto antiséptico muy estable cuya accion es menos potente que la del cloro pero
su persistencia en el agua es muy superior. Ademas presenta menores niveles de
formacion de THM y acidos haloacéticos (AHA) y es un desinfectante eficaz de
peliculas biolégicas en los sistemas de distribucién. Entre las desventajas se
encuentran la formacion de subproductos de desinfeccién, incluidos compuestos
basados en nitrogeno, la necesidad de mayores dosis y tiempos de contacto que el
cloro; su funcién germicida viral y parasitaria cuestionable (Tabla 1.7), y debido a la

generacion de amoniaco residual, puede promover la formacion de bacterias y algas.

1.4.2.2. Desinfeccién con ozono (O3)

El ozono en solucidon acuosa puede reaccionar con los microorganismos de
forma directa igual que oxida la mayoria de compuestos organicos. La acciéon
germicida se lleva a cabo gracias a su elevado poder oxidante (Tabla 1.8). Por otro
lado, la combinacién del ozono con radiacion UV, H,O, y H,O,/UV genera una
elevada cantidad de radicales hidroxilo, los cuales tienen un alto potencial germicida
y, por tanto, un elevado poder de desinfeccién. Estos ultimos procesos son Procesos
Avanzados de Oxidacion (PAO)(Seccion 1.6).

Tabla 1.8. Potenciales redox de algunos oxidantes referidos al electrodo
normal de hidrégeno [Legrini y cols., 1993]

Especie Potencial de oxidacion
Flaor 3,06
Radical hidroxilo 2,80
Oxigeno singlete 2,42
Ozono 2,07
Peroxido de Hidrogeno 1,78
Radical peroxido 1,70
Permanganato 1,68
Acido hipobromoso 1,17
Cloro diéxido 1,57
Acido hipocloroso 1,45
Cloro 1,36
Bromo 1,09
lodo 0,54
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La escasa implantacion del ozono como método de desinfeccion es debido a
sus costes de inversion y operacion [Metcalf, 2005], ademas de precisar un método
de desinfeccion residual, normalmente la cloracién. El ozono no forma subproductos
de desinfeccidén organoclorados, pero pueden aparecer compuestos bromados si el
agua contuviera bromuros, ademas de otros productos organicos como aldehidos,
cetonas, acidos carboxilicos, quininas y peroxidos que son potencialmente

cancerigenos y mutagénicos [Silva y cols., 2010].

Se han observado valores CT por debajo de 0,5 mg min/L en la inactivacién
de 2log en bacterias, y 0,5 y 1 mg min/L consiguen inactivar 2 log de particulas
virales con ozono. En el caso de los quistes de Giardia spp. se ha logrado inactivar
hasta 2 log, a temperaturas por encima de 15 °C con valores de CT de 0,7 mg min/L,
mientras que a iguales condiciones, Cryptosporidium spp. requiere valores de CT
diez veces mas altos [Al Dufour y cols., 2003]. En general, el tratamiento con ozono,

presenta valores de CT inferiores a los del cloro (Tabla 1.7).

1.4.3. Técnicas de potabilizacion doméstica

Las técnicas mas habituales de desinfeccién doméstica utilizadas en paises
en vias de desarrollo son el hervido de agua, la cloracion casera, la adicion de

semillas naturales o el empleo de filiros [OMS, 2011].

El hervido de agua es una técnica que solo precisa de combustible (lefia, gas,
gasolina) y un recipiente resistente al calor. Se pueden obtener de 3 a 4L por
recipiente y el agua puede presentar cualquier tipo de caracteristicas fisicas. Para
alcanzar la desinfeccién se debe hervir varios minutos, aunque la duracion de hervido
aumenta con la altitud, afadiéndose un minuto por cada mil metros por encima del

nivel del mar.

Los compuesto quimicos mas empleados en desinfeccion doméstica de agua
son el cloro y el alumbre potasico KAI(SO,4),12H,0. La cloracién casera requiere un
recipiente cerrado y cloro (comercial o hipoclorito de sodio). Se usa normalmente
para desinfectar de 20 a 25 L. El agua debe ser relativamente clara, con una turbidez
inferior a 5 UNF, en caso contrario se filtra previamente. El alumbre potasico es un
compuesto practico y econdmico que permite sedimentar las particulas suspendidas
en el agua. Como alternativa se puede usar el sulfato de aluminio que tiene un efecto
similar. Este proceso no garantiza un agua apta para consumo humano, por lo que

requiere de un tratamiento de desinfeccion adicional.
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Oftra técnica empleada en algunas comunidades en América, que no ha sido
difundida masivamente, es la adicion de productos naturales como semillas de frutos,
habas, yuca, durazno, etc. Las semillas secas se muelen y se afiaden 0,5 g de polvo
por cada litro de agua a tratar. Tras dos horas de reposo, las particulas sedimentan
en el fondo del recipiente, y se utiliza la parte superior del volumen de agua. Esta

técnica tampoco garantiza agua apta para consumo.

La sedimentacién se emplea para aclarar el agua ya que durante el
almacenamiento en recipientes, los sélidos en suspension y algunos de los
patdgenos se depositan en el fondo del recipiente. Al almacenar el agua que tiene
solidos suspendidos en condiciones no contaminantes por un dia se puede eliminar
mas del 50 % de las bacterias. Periodos mas largos de almacenamiento conduciran a
reducciones aun mayores. El agua que queda en la parte superior del recipiente sera
relativamente clara y tendra menos patdégenos. Pero igualmente no garantiza su

completa desinfeccion.

Distintos tipos de filtros se utilizan a nivel doméstico, como el filtro de
bioarena. Se trata de un envase que contiene capas de arena y grava. El filtro
permite tratar hasta 60 L/hora. Otro tipo de filtro es el filiro lento de arena. Este se
compone de barriles de metal o plastico, que contienen capas de arena y grava. El
agua a ftratar debe estar clarificada antes de llenar el filtro (<30 UNF). En ambos
casos, el agua pasa lentamente a través de las capas y sube por su propio peso por
una tuberia conectada a la pared del filtro. El uso continuo del filiro hace que los
espacios entre los granos de arena se obstruyan, de modo que, cuando el agua pasa
muy lentamente, se debe hacer una limpieza de las capas de arena. Para una mayor

seguridad se recomienda desinfectar posteriormente el agua filtrada.

Los filtros ceramicos utilizan un elemento filtrante de arcilla poroso saturado
con plata coloidal, colocado en un recipiente de arcilla o plastico. Pueden tener forma
de cazuela, vela o disco y se fabrican localmente. Hay que usarlos con aguas claras
o filtradas previamente. Permiten filtrar 2 L por hora. Una variante de los filtros
ceramicos es el filtro de mesa, este se compone de dos recipientes de PVC (20 L); el
superior contiene uno o dos filtros de ceramica, y el inferior almacena el agua. El
agua a tratar debe tener menos de 5 UNF, obteniéndose 20 L al dia. Se coloca el
agua en el recipiente superior donde se retienen en primer lugar las particulas
gruesas, evitando asi la colmatacion de la arena al afiadir el agua a filtrar. La arena
retiene las particulas finas y los filtros de ceramica se encargan de la microfiltracion,

reteniendo protozoarios y gran parte de las bacterias.
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Una técnica muy distinta a las anteriores es la que se conoce como
desinfeccion solar (SODIS). Esta técnica permite obtener agua libre de patdgenos
requiriendo solamente botellas de plasticos transparentes de tereftalato de polietileno
(PET) de 1,5 a 3L y luz solar. Se pueden obtener de 2 a 40 L al dia, y es necesario
un pre-tratamiento para aguas > 30 UNF. Las botellas transparentes y limpias se
llenan con el agua a tratar y se exponen al sol durante 6 horas, si el dia es nublado
se dejan dos dias expuestas a la radiacion solar. Si se exponen las botellas al sol
sobre una superficie metalica, se reduce el tiempo requerido para la desinfeccion
debido al aumento de la temperatura del agua. El agua desinfectada no tiene riesgo
de recontaminacién por estar dentro de la botella y se puede tener guardada 2 dias a
la sombra. Las caracteristicas de esta técnica asi como el efecto germicida de la

radiacion solar se encuentran detallados en la seccion 1.5.

1.4.4. Técnicas de desinfeccion en agricultura

Las técnicas empleadas para la desinfeccion del agua y mantener los cultivos
libres de patdgenos pueden variar desde procesos fisicos como la solarizacién al
empleo de productos quimicos. Algunos de estos métodos pueden afectar muy
negativamente al rendimiento del cultivo o producir derivados potencialmente toxicos

para la agricultura.

1.4.4.1. Tratamientos fisicos

Entre los tratamiento fisicos mas empleados en la desinfeccion del suelo se
encuentra el vapor de agua. Esta técnica es muy eficaz pero muy costosa y el efecto
es mayor sobre suelos secos que humedos. El vapor de agua se obtiene en una
caldera movil con una temperatura que oscila entre los 80 y 100 °C, desde donde se

conduce por tuberia y se inyecta vapor al suelo.

Un tratamiento que esta aumentando recientemente en algunos paises, como
por ejemplo Espana es lo que se conoce como solarizacion de suelos. Esta técnica
logra desinfectar el suelo recubriendo el terreno con una lamina plastica de polietileno
de un espesor entre 0,025 y 0,1 mm durante un periodo de tiempo comprendido entre
4 y 6 semanas, pudiendo efectuar riegos por debajo de la lamina durante este
tiempo. Asi se alcanzaran temperaturas de 45 a 50 °C a una profundidad de 10 cm y
de 38 a 45°C a 20cm, lo que provoca la destruccion de todos los parasitos

existentes en el suelo.
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Ademas, con la solarizacion se consigue una reduccion de las pérdidas de
calor latente por evaporacién ya que el plastico impide la evaporacién del agua del
suelo al producirse una condensacion del agua en la cara interna del plastico.
Asimismo se reducen las pérdidas de calor debidas a la emision infrarroja del suelo, y
aumenta la capacidad calorifica y la conductividad térmica del suelo, lo que produce
un aumento en la eficiencia de la transmision del calor. La solarizacion se suele
realizar los meses de verano, en los que la temperatura ambiental es mas alta. Esta
técnica tiene un claro efecto herbicida pero los estudios realizados recientemente
demuestran que algunas malas hierbas, sobre todo aquellas que son perennes,

tienen la capacidad de rebrotar después del tratamiento [Labrada, 2004].

1.4.4.2. Tratamientos quimicos

Los compuestos quimicos empleados para el control de plagas en agricultura
son los pesticidas. Entre ellos destacan el bromuro de metilo. Este es un fumigante
de accion general con una clara actividad contra nematodos, insectos, hongos y
malas hierbas. Se formula conjuntamente con clorocipicrina por la gran toxicidad del
bromuro y porque la accion de ambos juntos es mas intensa que por separado. Este
aditivo, al igual que otros fumigantes biocidas, afecta a la microflora del suelo, sobre
todo a las bacterias nitrificantes y destruye la flora celulitica. También se han
detectado casos de fitotoxicidad en algunos cultivos horticolas como la cebolla, el
clavel, el crisantemo, etc., pudiendo llegar a producir resistencia de algunos
patégenos criptogamicos. El empleo de este compuesto es muy controvertido ya que

afecta a la capa de ozono.

Otros compuestos empleados son el dicloropropeno y sus mezclas, los cuales
son nematicidas (dicloropropano y metilisotiocianato) para ampliar el campo de
actividad hasta hongos y malas hierbas en germinacién. Algunos fungicidas,
insecticidas y en cierta medida herbicidas se pueden encontrar con el nombre
comercial de de Metam-Sodio, Metam-Potasio, Dazomet y Nema. El cloro se emplea
como desinfectante del agua de riego, sin embargo es frecuentemente fitotoxico y a

menudo inefectivo [Jarvis, 1998].

Para la desinfeccion del suelo también existen productos mas especificos
como el quintoceto o PNCB que controlan diferentes patégenos fungicos del suelo
como Sclerotinia spp., Phytium spp., Rhizoctonia spp., Plasmodihora brassicae entre
otros, y también se utiliza en la desinfeccién de semillas. El fungicida conocido como

Nabam se aplica normalmente en el agua de riego y hace frente al mildiu del
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pimiento. El etridiazol se aplica directamente al terreno para la desinfeccion de
semillas, combatiendo patégenos como Phytium spp., Rhizoctonia spp. vy
Fusarium spp. Otros productos con accién insecticida y nematicida son el

carbofurano, fenamifos, oxamilo, furatiocarb, forato y aldicarb.

Algunos de los efectos secundarios sobre el suelo tras la aplicacion de
cualquiera de los dos métodos estudiados, tanto fisicos (vapor de agua) como
quimicos, son la acumulacion excesiva de nitrégeno amoniacal y el aumento de la
salinidad. Otros efectos pueden derivarse del uso de compuestos quimicos
(pesticidas, fertilizantes, fungicidas, etc.) tanto en el suelo y agua como en la fauna y
flora de un ecosistema. Entre estos efectos se puede destacar la intoxicacion directa
de humanos y animales. Su uso excesivo puede determinar la aparicién de
resistencias de las plagas a los plaguicidas. La degradacién del medio ambiente por
compuestos quimicos se debe a varias acciones que pueden tener lugar de forma
simultanea, por ejemplo la contaminacion de los recursos hidricos lo cual trae
aparejado la pérdida de fauna y flora acuatica, pérdida del recurso como fuente de
agua y alimento e intoxicacién humana y animal. Por otro lado, segun la composicion
quimica del plaguicida, estos pueden ser absorbidos por particulas de arcilla o
materia organica afectando gravemente al suelo, su fauna y flora mientras que otros
son facilmente arrastrados por el flujo del agua lo que provoca la contaminacién de
aguas subterraneas. Otro de los principales problemas asociados al uso de
plaguicidas quimicos es la persistencia en las cadenas troficas, insecticidas con
estructura quimica del tipo de los clorados, poseen la capacidad de fijarse en el tejido
adiposo animal y conlleva la acumulacion paulatina en la cadena trofica. Ademas, al
igual que sobre plagas, estos compuesto tienen acciéon sobre insectos y flora
benéfica que cumplen un papel fundamental en las cadenas tréficas y que igualmente

son destruidas.

1.5. La radiacion solar y su efecto germicida
1.5.1. Radiacibn solar terrestre

A la superficie de la tierra llegan longitudes de onda comprendidas entre 320 y
900 nm, correspondientes a la radiacion UV-B lejana, UV-A, radiacion visible e
infrarroja. De toda la radiacion que incide sobre la superficie terrestre, la densidad
superficial de energia radiante se distribuye en un 7,8 % de ultravioleta, un 47,3 % de

visible y un 44,9 % de infrarroja [Fernandez-lbanez, 2004].
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La radiacion solar global recibida en la superficie terrestre se puede dividir en
la suma de dos componentes, directa y difusa. La radiacion directa es la que no sufre
interacciones al atravesar la masa atmosférica. Y la radiacién difusa es la que llega al
nivel del suelo con una direccion distinta a la directa debido a los procesos de
absorcion y dispersion de luz que tienen lugar a su paso por la atmoésfera. En
general, la irradiancia solar ultravioleta presenta una proporcién de componente
difusa, en relacién con la global, relativamente elevada si se compara con la visible.
Esto es debido a que la presencia de nubes y vapor de agua dispersa los fotones UV,

aunque éstos no son absorbidos.

En un emplazamiento determinado, la radiacion UV esta sometida a
variaciones en su intensidad por las posibles alteraciones de los agentes
atmosféricos que la atenuan, asi como por las condiciones climatolégicas siempre
cambiantes, siendo la presencia de nubes, el factor predominante de atenuacion en
la regién UV [Blanco, 2002a].

De toda la energia radiante emitida por el Sol en un afio (Potencia = 10*® erg/s
> Energia = 3,15x10* J = 8,75x10%" kWh), tan sélo se reciben en la Tierra
5,4x10%* J. Cuando la energia radiante emitida por el sol alcanza nuestro planeta
sufre, como ya se ha mencionado, una serie de fendbmenos de absorcion, dispersion,
etc., cuya naturaleza e intensidad dependen de los componentes atmosféricos con
los que interacciona y de la longitud de onda de la radiacién. La figura 1.10 refleja el
efecto de los distintos elementos atmosféricos sobre la radiacion solar recibida en la

superficie terrestre.

Aunqgue se puede establecer un valor promedio estimado de irradiancia global
UV recibida, los valores de densidad de energia UV varian con la localizacién del
emplazamiento (longitud y latitud) y con el tiempo. Por ello, es muy importante medir
en cada localizacion estos valores durante los experimentos solares, y para ello se

emplean piranédmetros de radiacion UV global (descrito en capitulo 3, seccién 3.6).
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Figura 1.10. Espectros terrestre con el Sol a 48,2° de angulo cenital [ASTM, 1987] y
extraterrestre [Thekaekara, 1973].

1.5.2. Desinfeccién de agua por radiacién solar

Desde tiempos muy antiguos se conoce la accion negativa que tiene la
radiacion solar sobre la capacidad de reproduccion de los microorganismos. Sin
embargo fue Acra y cols. los que definieron el concepto de desinfeccion solar
(SODIS) aplicado a la desinfeccion de agua de bebida y soluciones de rehidratacion
oral [Acra y cols., 1980]. En 2005, el tratamiento SODIS, fue aprobado por la OMS
como uno de las opciones de tratamiento recomendados para desinfectar agua a
escala doméstica. Especialmente recomendado para paises en vias de desarrollo
[OMS, 2009. http://www.who.int/household water/en/].

Este proceso combina el efecto de la radiacion solar junto con el aumento de
temperatura para inactivar principalmente bacterias en agua. El sistema requiere la
disponibilidad de botellas de plastico (PET) como contenedores para llenarlas con
agua contaminada con una turbidez inferior a 30 UNF. El agua se expone al sol
durante un minimo de 6 horas para obtener las ventajas sinérgicas entre radiacion
UV solar y temperatura [Wegelin y cols., 1994], mientras que en dias nublados se

requiere un periodo de al menos 2 dias consecutivos de exposicion.

La desinfeccion bacteriana por radiacién solar es proporcional a la intensidad

de la radiaciéon y a la temperatura e inversamente proporcional a la profundidad del
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agua, debido a la dispersién de la luz. La atenuacién de la radiacién en profundidad

de la capa de agua depende de la longitud de onda, por ejemplo, de 200 a 400 nm, la

reduccion es de menos del 5 % por metro de profundidad, y a mayores longitudes de

onda ésta puede ser de hasta un 40 % por metro [Caslake y cols., 2004].

Cada fraccion del espectro UV genera diferentes dafios sobre las células, de

modo que ésta se divide en:

UV-Vacio (100-200 nm): no tiene efectos sobre las células porque es
rapidamente disipada en el agua en distancias cortas y ademas no alcanza la

superficie terrestre.

UV-C (200-280 nm): es la mas energética y peligrosa para las células ya que
comprende la longitud de onda de maxima adsorcion del ADN. No alcanza la
superficie terrestre porque es retenida principalmente en la capa de ozono.
Esta radiacion, como ya se ha mencionado anteriormente, es empleada para

desinfeccién de agua mediante el uso de lamparas.

UV-B (280-320 nm): Al igual que la UV-C queda casi totalmente retenida por

la capa de ozono y puede provocar alteraciones en el ADN.

UV-A (320-400 nm): llega casi en su totalidad a la superficie terrestre y sus
efectos son iguales a los del UV-B pero requiere de mayores dosis para

generar el mismo efecto al ser menos energética.

La figura 1.11 resume los principales danos generados sobre las células por la

fraccidn del espectro solar que corresponde a cada rango de radiacién ultravioleta. La

inactivacion de células microbianas por exposicién a la radiacion UV obedece a

distintos mecanismos que dependen del rango UV empleado.
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Figura 1.11. Principales dafios bioldgicos producidos por las distintas franjas del espectro UV [Malato y
cols., 2009].
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La luz del sol utilizada durante la desinfeccién solar se compone principalmente
de los rayos UV-A (sélo un 4,5 % de la radiacion UV solar es UV-B) y el mecanismo
de inactivacion principal es un proceso fotooxidativo debido a la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS, siglas en inglés) tales como el anion
superoxido, el perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo. Las ROS pueden provocar
la peroxidacion de lipidos e incluso lesiones del ADN mediante la formaciéon de
dimeros de pirimidina. Cuando las ROS reaccionan con el ADN, éste se rompe en
una sola cadena modificandose las bases nitrogenadas, lo que puede ser letal y
mutagénico. Ademas se pueden oxidar proteinas y provocar dafios en la membrana
que conducen a la muerte celular. Las diferencias en la inactivacion de bacterias a
temperaturas de entre 12 y 40 °C parecen ser insignificantes [Wegelin y cols., 1994;
Berney y cols., 2006]. Sin embargo, cuando la temperatura sube a 50 °C la accion
bactericida se duplica, debido a la fuerte sinergia entre la radiacion UV y el aumento

de temperatura [McGuigan y cols., 1998].

El éxito del proceso SODIS ha sido probado experimentalmente en multitud
de patégenos del agua [Boyle y cols., 2008; Ubomba-Jaswa, 2009a]. Sin embargo, el
verdadero efecto positivo del empleo de esta técnica se ha observado mediante los
estudios de campo que corroboran la reduccion de la incidencia de enfermedades de
transmisién hidrica como la diarrea cuando la poblacion utiliza éste método de

desinfeccion del agua de bebida. Los primeros ensayos de campo se llevaron a cabo
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en Kenia, en poblaciones Maasai, y demostraron la reduccion de la incidencia de
diarreas en nifos menores de 5 afios comparadas con grupos control (aquellos que
no utilizaron SODIS) [Conroy, 1996]. A este estudio le han seguido otros realizados
en poblaciones de Camboya, comunidades rurales de Kenia y Sudafrica entre otros,
revelando datos muy positivos en cuanto al impacto del uso de SODIS como técnica
de tratamiento de aguas para reducir diarreas en nifios menores de 5 afios [du Preez

y cols., 2010; McGuigan y cols., 2011; du Preez y cols., 2011].

Los esfuerzos por mejorar y entender este proceso constituyen por si solo un
area de investigacion. Proyectos europeos como SODISWATER (EU FP6-2006-
INCO-031650) [www.rcsi.ie/sodis] han permitido no solo desarrollar estudios de
campo sino también mejorar la eficiencia del proceso mediante el escalado de
fotoreactores solares de bajo coste que permiten el incremento del volumen tratado.
Se han obtenido resultados muy prometedores mediante el desarrollo de un reactor
solar que permite inactivar 25 L de agua contaminada con 10° CFU/mL de E. coli
K-12 en 5 horas, en dias completamente soleados e incluso con una turbidez de
100 UNF [Ubomba-Jaswa y cols., 2010].

1.6. Captadores Solares CPC

Los reactores tipo CPC (Colectores Parabodlicos Compuestos) surgieron en los
afios 80 para concentrar radiacion solar mediante dispositivos fijos. Estos sistemas
combinan caracteristicas de los sistemas parabdlicos de alta concentracion y alta
temperatura (por encima de 400 °C) y los sistemas planos fijos no concentradores
(hasta 150 °C). Las ventajas de este sistema para su aplicacion a la fotocatalisis solar
se resumen a continuacion [Romero y cols., 1999; Blanco y cols., 2000; Malato y
cols., 2002a; 2002b; 2004; Robert y Malato, 2002]:

o Aprovechamiento de radiacion directa y difusa, frente a los de seguimiento de

la trayectoria solar, los cuales soélo captan la directa.

e Su rendimiento 6ptico es muy alto ya que aprovechan toda la radiaciéon que
les llega y, puesto que no recibe un flujo fotdnico excesivo, se obtiene una

eficiencia en las reacciones de fotocatalisis muy elevada.

e No se producen aumentos de temperatura importantes en el seno de la
reaccion fotocatalitica, por lo que se evitan problemas de pérdidas o

volatilizacién de compuestos organicos.
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e Permite el uso de reactores presurizados, tanto para evitar pérdidas de

volatiles como para aumentar la concentracion de O,, si fuese necesario.

o Requiere el uso de un reactor tubular evitando los problemas de los sistemas
no concentradores, que tienen flujo laminar y ofrecen una transferencia de
materia muy baja. En el tubular se puede producir flujo turbulento, favorable

para la fotocatalisis.

e Sus costes de construccion, instalacién y mantenimiento se pueden abaratar

bastante si se compara con los captadores de seguimiento.

Los captadores CPC son estaticos y presentan una superficie reflectante cuya
seccion es una curva compuesta por, a su vez, dos curvas que, para el caso de un
absorbedor cilindrico, son una parabola y la envoluta del absorbedor. En el caso de
aplicaciones fotocataliticas, el absorbedor es un reactor cilindrico transparente, lo que

permite el bombeo del agua.

Los captadores tipo CPC consiguen concentrar sobre el receptor toda la
radiacion solar que incide sobre los mismos por debajo del angulo de aceptancia
(26,5, Figura 1.12) y permiten obtener un factor de concentracion (FC) de 1 [Collares-

Pereira y cols., 1995; Blanco y cols., 2002a].
A

<V

Figura 1.12. Esquema de disefio de la curva del captador CPC [Blanco, 2002al].
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Tal caso ocurre cuando el semiangulo de aceptancia es 90°, lo cual permite
captar toda la radiacion UV, directa y difusa, que alcanza al area de apertura del
CPC. El factor de concentraciéon de un captador CPC de dos dimensiones viene dado

por la ecuacién 1.1.

(1.1)

Donde (6,) es el semi-angulo de aceptancia, r es el radio del absorbedor y A es la
apertura del captador. El semi-angulo de aceptancia (6,), para aplicaciones
fotocataliticas es 60° - 90°. Este amplio angulo de aceptacién permite que el receptor
pueda recoger tanto radicacion directa como una gran parte de la radiacion difusa. La
luz reflejada por el espejo CPC se distribuye en todo el tubo receptor de modo que
toda la circunferencia del tubo receptor esta iluminada de forma homogénea con la

totalidad de la luz UV que entra en la apertura del CPC (Figura 1.13).

Figura 1.13. Diagrama de rayos de la radiacion reflejada en la superficie de un espejo CPC [Blanco y
cols., 2000; 2002a]

Los dispositivos CPC para aplicaciones fotocataliticas se fabrican
generalmente con reflectores de aluminio anodizado ya que se trata de una superficie
de alta reflectividad en el UV que ademas es resistente a la alta radiacién solar y a
las condiciones meteorologicas adversas [Malato y cols., 1996; Vidal y cols., 1999;
Blanco y cols., 2000; 2002b].

El sistema completo debe ser cerrado, de modo que el medio acuoso pueda
mantenerse sin alterarse al pasar por el sistema de tuberias, y que el material
empleado para este objetivo no se vea afectado ni por el tipo de reactivo ni los
distintos pHs ni por temperaturas ligeramente altas (40-50°C). El material

generalmente utilizado en el sistema de tuberias y valvuleria es el polietileno.
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También debe permitir la fluidez del liquido a una minima presion y maxima
homogeneidad. ElI movimiento del agua a lo largo del sistema se lleva a cabo con
bombas centrifugas cuya potencia se escoge en funcion del volumen total del reactor
y el maximo flujo requerido para el tratamiento fotocatalitico (normalmente es un
régimen turbulento). Adicionalmente, lo deseable es que sea resistente a la

intemperie y facil de manejar y de limpiar por el usuario.

Desde el punto de vista de su transparencia en el rango UV el mejor material
para el tubo reactor es el cuarzo, pero es muy caro. Por ello, y para cumplir todas las
exigencias anteriores, se utiliza el vidrio borosilicatado, a pesar de que presenta el
problema de que contiene cierta cantidad de hierro, que absorbe fotones de longitud
de onda inferior a 400 nm [Blanco y cols., 2002b]. Sin embargo, una reduccién en la
cantidad de hierro (<50 mg/kg de vidrio) permite obtener vidrios de alta transmisividad
en el rango UV de 300 a 400 nm [Blanco y cols., 2000].

Tanto los espejos CPC como los tubos de vidrio de borosilicato se montan
sobre un marco que, a su vez, es el soporte para la conexion de los tubos, valvulas,

bombas, etc. [Blanco y cols., 2000].

La energia UV global anual recibida sobre un plano aumenta con la inclinacién
fija del captador solar. Este incremento depende de varios factores como las
condiciones climaticas, inclinacion, orientacion y la cantidad de radiacion solar directa
y difusa en una determinada localizacién [Duffie y Beckman, 2006]. La inclinacién del
reactor hacia el ecuador favorece la captacion de la radiacion solar directa en
detrimento de la difusa. La inclinacion o6ptima coincide con la latitud del
emplazamiento donde se ubica el captador. Los reactores tipo CPC ubicados en la
Plataforma Solar de Almeria (latitud: 37°84’ N, longitud: 2°34’ W), se encuentran
inclinados 37° sobre la horizontal y orientados hacia el sur. Segun Duffie y Beckman
la ganancia anual de radiacion solar global es de un 10 % en el plano inclinado
respecto al horizontal [Duffie y Beckman, 2006]. Este balance positivo se debe a que
el espectro global que alcanza la superficie terrestre presenta una elevada fraccion
de radiacion directa cuya captacion se ve favorecida en el plano inclinado. En la
figura 1.14 se representa la relacion de la irradiancia mensual medida en la PSA en el

plano inclinado respecto al horizontal del espectro global y UV.
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Figura 1.14. Irradiancia mensual media en la PSA: relacion entre medida en plano inclinado y horizontal
(espectro global y UV) [Navntoft y cols., 2012].

Las medidas de irradiancia solar realizadas en la PSA durante varios afios en
plano horizontal e inclinado (37°) y en el espectro global y UV muestran que durante
los meses de agosto a abril la ganancia de radiacion solar oscila entre 1y 1,25 en el
rango UV y de 1 a 1,55 en el global. Por otro lado, en los meses de mayo a julio se
da una pérdida en esta relacion de hasta 0,95 (UV) y 0,85 (global) (Figura 1.14)
[Navntoft y cols., 2012].

Son muy numerosos los trabajos cientificos que demuestran que el uso de
reactores solares tipo CPC tienen un gran potencial para degradar contaminantes
persistentes en agua mediante procesos fotocataliticos [Agliera y cols., 2000;
Herrmann y cols., 2002; Augliaro y cols., 2002; Malato y cols., 2000; 2000b; 2009].
Recientemente también se ha demostrado con éxito su capacidad para la
desinfeccion de aguas [Fernandez-lbafiez y cols., 2005; Sichel y cols., 2007b;
Navntoft y cols., 2008; Ubomba-daswa y cols., 2010]. Las instalaciones
experimentales de la PSA (Figura 1.15) cuentan con un gran numero de plantas CPC
para la investigacion en los tratamientos fotocataliticos. Todos ellos se basan en el
uso de captadores estaticos tipo CPC con reactores de vidrio tubulares, variando los
valores de los parametros tales como por ejemplo el paso éptico, volumen total,
sistema de post-tratamiento, pre-tratamiento, etc., segun la investigacién para la que

se utilizan.
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Figura 1.15. Vista general de los foto-reactores CPC en las instalaciones de la PSA.

1.7. Procesos Avanzados de Oxidacioén

Los Procesos Avanzados de Oxidacién (PAO) son procesos oxidativos
basados en la generacién de radicales hidroxilo (OH®). Estos son la segunda especie
con mayor potencial oxidante (potencial E; = 2,80 V) tras el fluor (Tabla 1.8). Los
radicales hidroxilo, caracterizados por su baja selectividad, pueden mineralizar casi
cualquier compuesto organico. Es por ello que, ademas de degradar compuestos
recalcitrantes, son eficientes en la inactivacion de microorganismos. De entre los
PAQO actualmente disponibles (Tabla 1.9) esta memoria se centra en el estudio de

aquellos que utilizan radiacién solar como fuente de energia.

Tabla 1.9. Principales procesos avanzados de oxidacion.

No-fotoquimicos Fotoquimicos (Lampara
UV o radiacién solar)

Fenton UV/H202

03/H202 UV/03

Oxidacion electroquimica UV/H20,/03

Cavitacién hidrodinamica/ultrasénica UVITiO,

Agua sub/super critica Foto-Fenton

El término fotocatalisis fue definido por primera vez en el afio 1976 por Carey
como la aceleracion de una foto reaccion mediante la presencia de un catalizador,
siendo la luz y el catalizador imprescindibles [Carey, 1976]. Este término incluye un
proceso segun el cual una especie quimica es alterada como resultado de absorcién

de radiacion por parte de una especie fotosensible, que, en el caso de la fotocatalisis,
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es el catalizador. El concepto de fotocatalisis heterogénea se basa en el uso de un
sélido semiconductor (TiO,, ZnO, CdS, 6xidos de hierro, ZnS, etc.) irradiado con
fotones de longitud de onda apropiada para generar una reaccion en la interfase
solido/liquido o sdlido/gas. Por definicion, el catalizador debe poder ser reutilizado
después de actuar en el sistema de oxidacion-reduccion sin sufrir cambios
significativos [Herrmann, 2005]. En la fotocatalisis homogénea, todos los
componentes se encuentran en la misma fase, generalmente disueltos en la fase

liquida y se emplean sales de hierro, cobre, etc.

En este trabajo se han utilizado principalmente dos PAO: la fotocatalisis
heterogénea con diéxido de titanio (TiO,) y el proceso de foto-Fenton con sales de

hierro (fotocatalisis homogénea), ambos activados con radiacion solar natural.

1.7.1. Fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio (TiO,)
1.7.1.1. Fundamentos

Los fotocatalizadores mas investigados hasta el momento son los 6éxidos
metalicos semiconductores vy, particularmente, el TiO, que presenta una elevada
estabilidad quimica y es apto para trabajar en un amplio rango de pH. Ademas, el
coste relativo de este semiconductor es bajo ya que el titanio es el noveno
compuesto mas abundante de la corteza terrestre. Sus costes de produccién son
bajos pues existe un mercado de TiO, en todo el mundo, con lo cual se produce en
grandes cantidades. Se utiliza para numerosas aplicaciones y productos como en
pinturas, protectores solares, medicamentos, pasta de dientes, etc. Las aplicaciones
de procesos fotocataliticos con rendimientos cuanticos maximos se han registrado
siempre con TiO,. En particular, el catalizador comercial Aeroxide P-25 (Evonik
Degussa Corporation, antes Degussa P25) es la forma mas activa de entre todas las
disponibles y generalmente proporciona las mejores eficiencias de degradacién
[Sakthivel y cols., 2000; Yamazaki y cols., 2001]. El diéxido de titanio puede
encontrarse en estado oxidado como tres formas cristalinas distintas, brookita, rutilo y
anatasa, siendo ésta ultima la mas activa desde el punto de vista fotocatalitico
[Fernandez-lbafez, 2004]. Aeroxide P-25 se caracteriza por tener una proporcion
70:30 de anatasa:rutilo [Tech. Bulle Pigm., Degussa, 1991], un tamafio medio de
particula de 20-40 nm y un area especifica (area superficial por unidad de masa de
muestra) de 55(+5) m?/g [Fernandez-lbafez, 2004].

La figura 1.16 muestra un diagrama del proceso de fotocatalisis en una

particula de TiO, iluminada por luz solar. Este proceso se produce cuando la particula
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es irradiada con una longitud de onda cuya energia es superior al ancho de banda
del semiconductor (A<387 nm; E>Eg = 3,2 eV), provocando el paso de un electron
desde la banda de valencia hasta la banda de conduccién para generar, en presencia

de agua, radicales hidroxilo (OH").

h-v>3.2eV

Recombinacion

Red
Oxid,

Recombinacion

Foto-oxidacion

Figura 1.16. Representacion del proceso fotocatalitico heterogéneo en una particula de catalizador de
TiO, suspendida en agua y del proceso de generacién y recombinacién de un par e/h* sobre una
particula de TiO, [Fernandez-lbafiez, 2004].

La formacion de los distintos radicales, asi como otros procesos que pueden
tener lugar durante la fotocatalisis con TiO,, se pueden explicar mediante las
reacciones 1.1 a 1.8 [Serpone y cols., 1993]. La primera consecuencia, tras la
absorcion de radiacion (UV cercano), es la generacion de pares electron/hueco (e/h*)
que se separan entre la banda de valencia y la de conduccion (Reaccion1.1). Ambos
migran rapidamente hacia la superficie [Bahnemann y cols., 1993] donde el hueco es
atrapado por trampas de energia sub-superficial (TiV-O*-Ti") y el electrén por
trampas superficiales (-Ti"-) (Reacciones 1.3 y 1.4), o bien por trampas externas
mediante donantes de electrones (Red,.qs) y captadores de electrones (OXj ags)

respectivamente (Reacciones 1.5y 1.6) [Fernandez-lbafez, 2004].

Antes de que se produzca la foto-excitaciéon del catalizador, es necesario que
las especies Red, y Ox; se encuentren previamente adsorbidas en la superficie para,
de este modo, evitar la posible recombinacion de los pares e/h® generados
(Reaccién1.2). Si el medio tiene capacidad oxido-reductora (como por ejemplo el
agua), éste también actua como donante y aceptor de electrones, de manera que

para una superficie de TiO, hidratada e hidroxilada, los huecos retenidos sobre las
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“trampas” superficiales del TiO, (Reaccion1.3) generan radicales OH® enlazados a la
superficie (Reacciones 1.7 y 1.8.). El electron generado puede ser capturado por el
oxigeno pre-absorbido para formar el radical superdoxido O, (Reaccién1.10),
evitandose en gran medida la recombinacion e/h* (Reaccion1.2), que detendria el

proceso [Fernandez-lbanez, 2004].

. hv>E. — +
TiO, + hv——> e, + hy,

(1.1)

ey +hy, > TiO, +calorthy (1.2)
(Ti0" = 0" =Ti") apesice + gy = (TO" =0 =Ti") ) oo (1.3)
Ti" =) e + € = T =) e (1.4)
hyy +Red, . — OX, (1.5)
ey +OX . > Red, (1.8)
(Ti0" -0* -Ti""Y)—~OH™ +h}, <> (Ti0" -0* -Ti"")-OH" (1.7)
(Ti0" - 0> -Ti")-OH, + h}, <> (Ti0" -O0* -Ti")-OH" + H* (1.8)

En la fase acuosa y en presencia de O, disuelto, el agua actua como elemento
reductor, es decir, donador de electrones y asi las reacciones 1.5 y 1.6 se
transforman respectivamente en las reacciones 1.9 y 1.10. De modo que en ausencia

de agua y oxigeno no se produce degradacion alguna.

H,0+hy, — OH +H,, (1.9)

Oy ) + €3¢ = Oz (1.10)

El principio que gobierna la eficiencia de la degradacién fotocatalitica oxidativa
es la minimizacion de la recombinacion e/h” y la potenciacion, en la interfase
semiconductor/electrolito, de la transferencia electrénica para “capturar” los
electrones y/o huecos foto-generados y hacerlos reaccionar con las especies en

disolucién.
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1.7.1.2. Capacidad de la fotocatélisis heterogénea con TiO, para la desinfeccién de
aguas

En los ultimos afios, la degradacién de compuestos quimicos por procesos
fotocataliticos o fotoquimicos ha ganado importancia en el area del tratamiento de las
aguas residuales [Gogate y Pandit, 2004]. Numerosos trabajos han demostrado la
ventaja que supone la aplicacién de procesos de oxidacion fotocatalitica que
permiten el uso efectivo de la luz solar como fuente de radiacion, lo cual da lugar a un
ahorro econdémico especialmente en operaciones a gran escala [Malato y cols.,
2009].

Desde el punto de vista de la desinfeccion de aguas, la aplicacion de
procesos fotocataliticos también ha adquirido gran importancia en el ambito cientifico.
Y de todos los PAO, el mas conocido e investigado en esta area ha sido la
fotocatalisis heterogénea con TiO,. La eficiencia de este proceso sobre la inactivacion
microbiana ha sido ampliamente estudiada desde 1985. En este afio Matsunaga y
cols. demostraban por primera vez el potencial de este tratamiento para inactivar, en
120 minutos, una especie bacteriana Gram-positiva (Lactobacillus acidophilus), otra
Gram-negativa (E. coli), y una levadura (Saccharomyces cerevisiae) irradiando
suspensiones de TiO,/Pt. Sin embargo, el alga Chlorella vulgaris que también fue
evaluada en este estudio presentd un 55 % de supervivencia tras el tratamiento.
Estas diferencias fueron atribuidas en primer lugar a las diferencias estructurales de
las membranas y paredes celulares de los microorganismos evaluados. Los autores
explicaron la desinfeccion mediante la oxidacion fotoquimica de la coenzima A
intracelular y la consecuente pérdida de la funcién respiratoria [Matsunaga y cols.,
1985].

Desde entonces hasta la actualidad, el niumero de publicaciones cientificas en
revistas internacionales no ha cesado, prueba de ello lo demuestran las 439 entradas
que se obtienen al introducir los términos “TiO,” y “disinfection” en la buscador “Web
of knowledge” (18 de diciembre de 2011). La tabla 1.10 resume los principales
hallazgos y estudios realizados en la inactivacion de microorganismos mediante

fotocatalisis heterogénea con TiO, desde 1985 hasta la actualidad.
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Tabla 1.10. Resumen de los principales hallazgos y estudios realizados en la inactivacion de
microorganismos mediante fotocatalisis heterogénea con TiO, desde 1985 hasta la actualidad.

Ano Autor Aporte cientifico

1985 Matsunaga La desinfeccion se debid a la oxidacion fotoquimica de la coenzima A.
Inactivacion en 120 minutos de Lactobacillus acidophilus, E. coli,
Saccaromices cerevisiae con TiO,/Pt excepto Chlorella vulgaris.

1988 Matsunaga Sistema de esterilizacion con TiO, inmovilizado en membrana de
acetilcelulosa.

1992 Saito Estudio de la relacién entre la fuga de iones de K* con la reduccién de la
viabilidad celular en mutantes de Streptococcus sp.

1993 Ireland Primer estudio de desinfeccion fotocatalitica para el agua de bebida.
Reactor de flujo y anatasa cristalina. Se us6 agua de grifo sin cloro y
aguas naturales contaminadas con E. coli.

1994 Zhang Descenso de 4 log en la concentracion de E. coli tras 23 minutos de
exposicion a luz solar en reactores “batch”.

1995 Pham Reduccion del 95% de las esporas de Bacillus pumilus con TiOz en
suspension.

1999 Maness Primera evidencia de que la reaccién de peroxidacion lipidica es la base
del mecanismo de muerte en E. coli K-12 con fotocatalisis (TiO>).

2000 Herrera Melian  Primer estudio de desinfeccién con TiO, de aguas residuales reales,
con luz solar y lampara UV-C.

2002 Wist Informé de la desventaja del TiO2 por falta de efecto residual debido al
fuerte recrecimiento de las bacterias del rio Cauca (Cali, Colombia) a las
24 h del tratamiento.

2003 Ibafiez Estudié la inactivacion de diferentes microorganismos con TiO;
suspendido: Enterobacter cloacae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa y
Salmonella typhimurium.

2003 Sunada Observo la degradacion de la pared celular y salida de contenido celular
tras el tratamiento, proponiendo que el primer sitio de ataque era la
membrana externa. Estos estudios se realizaron con E. coli y TiO» fijado
en laminas.

2004, Kiwi Realiza estudios de degradacion de la pared celular por espectroscopia

2005 y microscopia en E. coli con TiO2 en suspension.

2004 Nadtochenko Estudia también la degradacién de la pared celular por espectroscopia y
microscopia.

2001, Rincén y Realizaron una completa y detallada caracterizacién de los factores

2003 Pulgarin fisico-quimicos que influyen en el proceso de inactivacion fotocatalitica

2004a,b,c con TiO2 de E. coli y otras bacterias: la influencia de los diferentes tipos

2005a,b de consorcios de bacterias, las fuentes de agua, TiO, en suspension o
soportado, dosis de radiacion, efectos post-tratamiento, etc.

2004 Seven Demostré la inactivacion de E. coli, P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus, S. cerevisiae y Candida albicans con una concentracion de
catalizador muy baja: 0,01 g/L de TiO,, ZnO y arena del desierto del
Sahara. No consiguid inactivar el hongo Aspergillius niger.

2005 Lonnen Inactivacion de los hongos C. albicans y F. solani con TiOz inmovilizado.

2006 Goniat Estudios de adsorcién celular en particulas de TiO, suspendidas. La
citometria de flujo confirmé la relacion entre la adsorcion bacteriana
(E. coli K-12) y pérdida de integridad de la membrana.

2006 Maneerat y Demostraron la actividad antifungica del TiO, en suspensién y fijado

Hayata sobre Penicillium expansum. Alto potencial de control de enfermedades
post-cosecha.

2007a,b,c  Sichel Amplio estudio de parametros fisico-quimicos que afectan a la
inactivacion fotocatalitica de E. coli y Fusarium sp. en reactores solares
de botella y CPC con radiacién solar natural y TiO, suspendido e
inmovilizado.

2005-12 Otros autores Investigacion de catalizadores inmovilizados en diferentes sustratos asi

(seccion
1.6.1.5,
1.6.1.6)

como TiO, modificado quimicamente para mejorar los rendimientos de
inactivacion microbiana.
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Uno de los principales retos de la investigacion en este campo fue determinar
con exactitud cudl era el mecanismo de desinfeccion. Y, aunque inicialmente se
propuso como via de inactivacion la dimerizacién de la coenzima A y consecuente
inhibicién de la respiracion celular por Matsunaga y cols. en 1985, existen multitud de
evidencias de que la accion letal ocurre sobre membranas y paredes celulares
microbianas [Maness y cols., 1999; Sunada y cols., 2003b; Nadtochenko, 2004; Kiwi
y Nadtochenko, 2004; 2005]. Maness y cols. explicaron sus resultados por la
peroxidacion del componente poliinsaturado del fosfolipido de la membrana celular,
provocando una pérdida de funciones celulares esenciales, como la actividad
respiratoria, y finalmente, la muerte celular. Con otros estudios de microscopia
electréncia (TEM y SEM) se han detectado productos lipidicos de la peroxidacion, la
difusion de componentes intracelulares al medio, por ejemplo cationes, ARN y
proteinas, la permeabilidad a moléculas marcadas de bajo peso, por ejemplo, o-
nitrofenil-galactésido (ONPG) [Saito y cols., 1992; Huang y cols. 2000; Nadtockenko y
cols., 2004; Gogniat y cols., 2006; Wu P. y cols., 2008; 2009; 2010; Kambala y Naidu
2009; Wu D. y cols., 2009; Vacaroiu y cols., 2009; Chung y cols., 2009] que avalan la

teoria de la degradacion de la pared celular.

Actualmente, parece existir un consenso en la comunidad cientifica de que el
primer lugar de ataque del TiO, sobre el microorganismo se produce en la membrana
y la pared celular [Malato y cols., 2009]. La figura 1.17 muestra el proceso de
generacion de radicales hidroxilo con TiO, y el mecanismo de desinfeccién de este
tratamiento. Los radicales generados sobre la superficie del semiconductor atacan a
los componentes de la pared celular, alterando la funcionalidad de ésta y provocando
la muerte celular. Pero hay mas posibles formas de generar dafo en la célula, como
la posibilidad de entrada de pequefas particulas de TiO, que pueden producir la

oxidacién de otros compuestos celulares [Blanco-Galvez y cols., 2007].

54



1. Introduccién

' TiO,
VL adsorbido

S 3
~

B
—&UV solar

OH*
M /
\ »h
e /h*
| Particulas /
: e- de TiO, muy 7
TiO, Ny pequeiias .
02_. Ti02 en
suspension
40 nm 300 nm >1lum 5
Tio, aglomerados-TiO, células

Figura 1.17. Mecanismo de desinfeccion del proceso fotocatalitico con TiO, [Blanco-Galvez y cols.,
2007].

1.7.1.3. Evaluacion de la eficiencia fotocatalitica en desinfeccion

En los tratamientos mediante radiacion solar, la evaluacion de la radiacion
solar se convierte en critico, ya que la presencia de fotones determina la eficiencia
del proceso. Como se ha mencionado anteriormente, este parametro varia con el
tiempo y de un emplazamiento a otro. El tiempo real del ensayo no se puede utilizar
para la evaluacion de la eficacia®® del proceso, pues la irradiancia solar varia con el
tiempo. El uso del tiempo experimental como variable independiente puede llevar a
una interpretacion inadecuada de los resultados ya que, por norma general, en los
foto-reactores existen elementos iluminados y otros sin iluminacién. Por ello el uso
del tiempo de residencia, es decir, el tiempo que el agua esta bajo la accién de la
radiacion solar, podria ser mas adecuado. No obstante esta variable no siempre es
idénea a la hora de evaluar el proceso de desinfeccion debido a que no tiene en
cuenta las variaciones de la irradiancia solar durante la exposicion [Sichel y cols.,
2007b; Malato y cols., 2009]. Por tanto, habria que utilizar a su vez el tiempo de

iluminacion y la cantidad de fotones solares que entran en el foto-reactor.

Un aspecto importante a tener en cuenta para evaluar resultados es la
configuracién del foto-reactor. En la literatura se pueden encontrar numerosos
estudios con distintas configuraciones de reactores solares, que utilizan radiacion
solar natural o simulada con lamparas. Para unificar criterios de evaluacion, la IUPAC
recomienda comparar los sistemas solares basandose en la energia captada por el
area del receptor solar en la unidad de tiempo [Bolton y cols., 2001]. Los dos

parametros que tienen en cuenta estas consideraciones (tiempo de residencia,
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irradiancia y area de captador solar) son la dosis acumulada (J/m?) y la energia
acumulada por unidad de volumen de agua tratada, Quy (J/L) (ver definiciones en el

capitulo 3, seccion 3.6) [Malato y cols., 2009].

El modo de irradiacién del foto-reactor también tiene una gran influencia en el
comportamiento de la desinfeccion. Cuando el sistema es irradiado de forma continua
(sin interrupciones temporales) el efecto bactericida del proceso es mas rapido y mas
eficiente que cuando la luz se aplica de manera intermitente (foto-reactivacion o foto-
reparacion) [Rincon y cols. 2003; Fernandez-Ibanez y cols., 2005; Ubomba-Jaswa y
cols., 2009b].

Otra consideracion a tener en cuenta en un proceso de desinfeccion por
irradiacién (solar o artificial) es el tiempo que tardan los microorganismos en acusar
el dafo provocado por la radiacién, el cual se manifiesta a través de técnicas de
cuantificaciéon. Este tiempo depende de la intensidad del tratamiento y del

microorganismo en cuestion.

Rincén y Pulgarin estudiaron la velocidad de inactivacion bacteriana en
procesos fotocataliticos solares para el agua potable [Rincon y Pulgarin, 2004c].
Demostraron que la dosis UV solar necesaria para alcanzar los niveles deseados de
desinfeccion no puede ser el unico indicador de la eficiencia del proceso, y
propusieron un nuevo parametro denominado "Tiempo de Desinfeccion Efectiva"
(TDE), definido como el tiempo de tratamiento necesario para evitar el recrecimiento
de bacterias después de 24 6 48 h en la oscuridad tras el fototratamiento. Estudiaron
el efecto especifico del tiempo de residencia del agua en la parte iluminada del
sistema de desinfeccion solar, la intensidad de la luz y la hora del dia (mafana o
tarde) expuestos a la radiacion solar, concluyendo que no se puede tener en cuenta

solamente la dosis de fotones total en el resultado final de inactivacion.

Por otro lado, Sichel y cols. en 2007, hicieron experimentos con diferentes
superficies iluminadas en reactores solares, en diferentes estaciones del afio y bajo
condiciones ambientales cambiantes (es decir, dias soleados y nublados) bajo
radiacion solar natural. Todos los resultados obtenidos de inactivacion bacteriana con
E. coli y fungica con F. solani y F. anthophilum mostraron que, una vez que se
alcanza una dosis solar minima, la eficacia de la desinfeccion fotocatalitica no mejora
por aumentar la superficie irradiada del captador o la intensidad inicial de radiacion.
Determinaron que la minima energia UV necesaria para alcanzar una cierta
desinfeccion depende del microorganismo y de la configuracion del reactor [Sichel y
cols., 2007Db].
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Por ello, la medida y evaluacion de la energia solar UV captada por un foto-
reactor durante el proceso fotocatalitico es imprescindible en los trabajos de

investigacion de este campo.

1.7.1.4. Experiencias con energia solar natural

Muchos estudios fotocataliticos han sido desarrollados con simuladores
solares y pocas son las experiencias llevadas a cabo con radiacion solar natural. Una
de las primeras contribuciones a la desinfeccion fotocatalitica solar de agua fue
desarrollada por Zhang y cols. quienes observaron una reduccion de 4 log en la
concentracion de E. coli con suspensiones de TiO, a distintas concentraciones
expuestas a radiacion solar en 23 minutos [Zhang y cols., 1994]. En el trabajo de
Block y cols. se estudié la inactivacion bacteriana en presencia de TiO; irradiado con
luz solar y lampara UV. Observaron una fuerte reduccion de bacterias comunes tales
como Serratia marcescens, E. coliy Staphylococcus aureus en menos de 10 minutos
[Block y cols., 1997].

Sichel y cols. realizaron en la Plataforma Solar de Almeria un estudio sobre el
efecto del TiO, en distintas especies del género Fusarium (F. equiseti, F. oxysporium,
F. anthophilum, F. verticilloides y F. solani). Este trabajo mostr6 que todas ellas
podian ser inactivadas mediante suspensiones de TiO, (Aeroxide P25, Degussa,
Alemania) en 6 horas utilizando foto-reactores de botella de 250 mL, aunque con
amplias diferencias en cuanto a resistencia en la inactivacion fotocatalitica.
F. verticillioides (productor de microconidios) fue el mas susceptible a la fotocatalisis
con TiO, y F. equiseti (productor de macroconidios y clamidosporas) el mas
resistente. Este estudio constituye la primera evidencia de que las diferencias
estructurales en las esporas parecen determinar su resistencia al tratamiento
fotocatalitico [Sichel y cols., 2007a]. Esto motivd uno de los trabajos de investigacion

desarrollados en la presente memoria (Capitulo 4).

El empleo de reactores solares tipo CPC, al igual que en descontaminacion,
ha sido un éxito de eficacia en las distintas aplicaciones de desinfeccion de agua en
las que se ha investigado [Malato y cols., 2009]. Vidal y cols., publicaron el primer
estudio de fotocatalisis solar con TiO, en planta piloto para desinfeccién de agua.
Construyeron un prototipo de CPC de bajo coste, de 4,5 m? de superficie de captador
para un mayor aprovechamiento de la radiacién solar. Los resultados mostraron una

reduccion de 5 log tras 30 minutos de radiacion en E. coli y Enterococcus faecalis con
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una concentracion de 0,5 g/L de TiO, y una media de radiacién solar de 25 W/m?
[Vidal y cols., 1999; Vidal y Diaz, 2000]

McLoughlin y cols. en 2004 desarrollaron un CPC de bajo coste para
desinfeccion fotocatalitica solar de agua contaminada con E. coli y radiacion solar
natural. Observaron que la velocidad de inactivacion bacteriana aumentaba con el
uso de bajas concentraciones de TiO, suspendido en el agua en comparacién con la

desinfeccion solar [McLoughlin y cols., 2004]

Fernandez y cols. en 2005 determinaron la alta eficacia del proceso
fotocatalitico con reactores CPC en la inactivacion de E. coli K-12 y radiacion solar
natural. Lograron inactivaciones de 3 log con 50 mg/L de TiO, suspendido con una

dosis de radiacién UV acumulada de 2,6 kJ/L [Fernandez-lbarnez y cols., 20085].

Rincon y cols. también desarrollaron experiencias en reactor CPC evaluando,
entre otros parametros, la eficiencia del proceso fotocatalitico con TiO, (40 mg/L) y
TiO,/Fe* (40 mg/L y 0,3 mg/L, respectivamente) en la inactivacién de E. coli bajo
radiacion solar natural y agua real del lago Leman (Suiza). Encontraron que la
aplicacion del tratamiento fotocatalitico mejoraba la inactivacion bacteriana con
respecto al proceso de desinfeccién solar, observando incluso ausencia de

recrecimiento bacteriano tras 24 h del tratamiento [Rincén y cols., 2007a; 2007b].

1.7.1.5. Di6xido de titanio inmovilizado

Un problema importante para el uso del TiO, en aplicaciones de desinfeccion
de aguas es la necesidad de retirarlo del agua tras el tratamiento. Esto ha promovido
una importante linea de investigacion sobre el desarrollo de catalizadores eficientes
inmovilizados. Sin embargo, en relacién a la desinfeccion fotocatalitica, casi todos
estos catalizadores inmovilizados presentan rendimientos muy limitados comparados

con el TiO, en suspension.

Uno de los primeros estudios en este campo lo llevaron a cabo Ireland y cols.
quienes construyeron un fotoreactor compuesto por varios médulos fotocataliticos,
con una lampara UV (300-400 nm) envuelta coaxialmente con TiO, fijado a una malla
de fibra de vidrio conectada en serie [Ireland y cols., 1993]. Sunada y cols.
propusieron un fotoreactor que iluminaba una delgada lamina de TiO, con luz negra
(10 W/m?) [Sunada y cols., 1998]. Belhacova y cols. emplearon un reactor de flujo
con una placa de vidrio recubierta de TiO, para inactivar E. coli y el bacteriofago
NM1149 [Belhacova y cols., 1999].

58



1. Introduccioén

El TiO, ha sido inmovilizado en diversos materiales flexibles y resistentes,
como cilindros, pastillas, mallas, vidrio, etc. Algunos estudios a escala de laboratorio
han demostrado eficiencias altas a la hora de inactivar microorganismos. Este es el
caso del reciente estudio de Dunlop y cols. en 2010. Estos autores demuestran como
el TiO, inmovilizado es eficaz en la inactivaciéon de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y
Clostridium difficile. Emplearon como reactor para el tratamiento fragmentos de vidrio
de 1 cm? de superficie recubiertos con una lamina de TiO, e iluminados con lamparas
UV-A. Observaron una mejora importante comparado con la desinfeccion solar

[Dunlop y cols., 2010].

Sin embargo, el escalado del proceso de inmovilizacion del catalizador para
utilizarlo en reactores de mayor volumen no ha arrojado resultados tan positivos
comparados con el empleo de TiO, en suspension. Fernandez y cols. emplearon TiO,
depositado en papel de Ahlstrom insertado en un fotoreactor tubular de un reactor
solar CPC [Ahlstrom, 1999, Fernandez-lbafiez y cols., 2005] demostrando la mayor
eficiencia de TiO, en suspensioén para la inactivacion bacteriana [Fernandez-lbafiez y
cols., 2005]. Sichel y cols. utilizaron el mismo papel Ahlstrom para realizar
experiencias de fotocatalisis solar con reactor CPC y TiO, inmovilizado. Observaron
que utilizando este material se alcanzaba la completa inactivacién de E. coli en
90 minutos y comprobaron que comparado con el proceso de fotolisis solar, el uso de
catalizador inmovilizado reduce las concentraciones de bacterias de forma mucho

mas eficiente [Sichel y cols., 2007c].

Hasta la fecha, el catalizador inmovilizado no puede competir con el
catalizador en suspension para tratamiento de aguas, aun cuando requiera ser
retirado del agua. Retirar el catalizador no implica tecnologia avanzada, dado que el
propio TiO,, por sus caracteristicas fisico-quimicas sedimenta facilmente al alcanzar
su punto isoeléctrico a pH 7 [Fernandez-lbanez y cols., 2003]. De modo que el

empleo de filtros tras el tratamiento de sedimentacidn daria solucién al problema.

1.7.1.6. Di6xido de titanio modificado

Una limitacién del TiO, es el rango de radiacién que puede excitar este
catalizador, el cual corresponde al rango de radiacion UV-A. Con el objeto de ampliar
ese rango al espectro visible se ha desarrollo en los ultimos afos una serie de
trabajos de investigacion para modificar las caracteristicas del TiO, utilizando otros
elementos como por ejemplo, hierro, plata, cobre, etc. [Armelao y cols., 2007; Ditta y

cols., 2008]. Algunos autores han observado resultados positivos modificando TiO,
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con elementos no metalicos. Yu y cols. desarrollaron nanoparticulas de TiO,
modificado con sulfuro, mostrando una fuerte actividad en el rango visible con
radiacion solar para la inactivaciéon de la bacteria Gram-positiva Micrococcus lylae [Yu
y cols., 2005]. Otros estudios han demostrado los efectos positivos del Cu junto con
el TiO,, los cuales generan radicales hidroxilo via reacciones Fenton, observando
efectos positivos sobre la inactivacion de E. coli y el bacteriofago T4 [Ditta y cols.,
2008]. ElI empleo de Ag produce resultados similares, como ocurre con
Sthaphylococcus epidermidis y quistes de Giardia intestinaleis [Sheel y cols., 2008;
So6kmen y cols., 2008]. Otros estudios se han realizado con TiO, modificado con
carbono sobre Acinetobacter baumanii y Shigella flexneri [Cheng y cols., 2009],
laminas de anatasa dopada con Pt para inactivar Micobacterium smegmatis [Kozlova
y cols., 2010], y Pd-TiO, para inactivar el hongo Sacchararomyces cerevisiae [Erkan
y cols., 2006]. A pesar de estos logros prometedores con TiO, modificado o
combinado con elementos metalicos, los resultados mas positivos para la
descontaminacion y desinfeccion del agua contintian siendo los descritos para el TiO,

comercial Aeroxide P25 en suspension [Herrmann, 2005; Malato y cols., 2009].

1.7.2. Fotocatalisis homogénea mediante foto-Fenton
1.7.2.1. Fundamento

La reacciéon de Fenton fue descubierta por Henry J. Fenton quien en 1894
demostré que el H,O, podia ser activado por sales de Fe** para oxidar acido tartarico
[Fenton, 1894]. En 1934, Haber y Weiss propusieron que el oxidante activo generado
mediante la reaccion de Fenton era el radical hidroxilo (OH*) [Haber y Weiss, 1934].
Mas tarde, Barb y cols. revisaron el mecanismo original propuesto por Haber y Weiss
para dar lugar a lo que actualmente se conoce como la reaccion en cadena “clasica”
o “via radicales libres” de Fenton, en la que se considera como etapa clave del
proceso la produccion de radicales hidroxilo [Barb y cols., 1949; 1951a; 1951b]. La
aplicacion de la reaccion de Fenton como proceso oxidante para la destruccion de
sustancias organicas téxicas comenzd a desarrollarse a mediados de los afos 60

[Brown y cols., 1964].

El mecanismo propuesto por Barb para la descomposicion del H,O, en medio
acido, en la oscuridad y en ausencia de compuestos organicos, viene dado por las
reacciones 1.11 a 1.17, las cuales representan las reacciones de Fenton térmicas

[Rigg y cols., 1954; Pignatello y cols., 2006].
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Fé* +H,0, >Fe" +OH +OH (K~70 M's™") (1
Fe* +H,0, > Fe" +HO; + H (K =1-2x10"M"'s™) (1
OH® + H,0, - HO; + H,0 (K =1.7-25x107M's™") (1.
OH' +Fe"" — Fe’* +OH (K =32x10°M"'s™) (1
Fe¥ + HO, — Fe™ +0, + H' (K =1.2x10°M's™") a pH3 (1
Fe* + HO; + H" — Fe’* + H,0,(K =13x10°M's™") a pH3 (1
HO, +HO, - H,0, (1

Algunos autores incluyen también la reaccion 1.18, que normalmente se
desestima ya que es extremadamente lenta comparada con otras reacciones en las

que los radicales hidroperoxidos (HO,®) estan involucrados [Koppenol y cols., 1978]:

HQ +H,0, >OH +H,0+0,(K=3 M's™) (1.18)

En ausencia de cualquier otra sustancia oxidable, la reaccion que tiene lugar
es la conversion de H,O, a oxigeno molecular y agua catalizada por el hierro
(Reaccion1.19). Esta reaccion tiene lugar incluso cuando esta presente en la mezcla

un contaminante organico, constituyendo una pérdida importante de oxidante.

2H,0,—>0, +H,0 (1.19)

Dado que la reaccion 1.12 es tres 6rdenes de magnitud mas lenta que la
reaccion 1.11, se convierte en la etapa limitante en la generacion de radicales
hidroxilo. Sin embargo, el proceso de Fenton puede ser acelerado gracias a la
irradiacién con luz UV o visible [Pignatello, 1992; Oppenlander, 2003]. Este proceso
se conoce como foto-Fenton, y en él los complejos de Fe*" sufren una transferencia
de carga ligando-metal, dando lugar a su disociacién en Fe?* y el ligando oxidado, Loy
[Pignatello y cols., 2006] (Reaccién1.20).
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Fe*' (L), +hv— Fe™* (L), , + L, (1.20)

La fotoquimica del Fe** es beneficiosa para el proceso Fenton puesto que el
hierro reducido puede entonces reaccionar con el peréxido de hidrégeno para

producir radicales hidroxilo (Reaccion1.11).

El mecanismo mas habitual por el que los radicales hidroxilo reaccionan con
los compuestos organicos es la abstraccion de hidrogeno de los enlaces C-H, N-H u
O-H, asi como la adicion a enlaces C=C, adicion electrofilica por transferencia de
electrones o adicion a anillos aromaticos [Legrini y cols., 1993]. Tras la accién de los
radicales hidroxilo, independientemente de su modo de accién sobre el compuesto
organico, se generan radicales organicos (R’) que pueden seguir oxidandose
mediante reacciones con perdxido de hidrégeno u oxigeno molecular. Como

resultado, se generaran radicales hidroxilo o radicales peréxido, respectivamente.

Todas estas reacciones provocan la mineralizacion de los compuestos
organicos a diéxido de carbono, agua e iones inorganicos. Al mismo tiempo, los
radicales hidroxilo pueden formar de nuevo perdxido de hidrogeno (Reaccién1.21)
[Duesterberg y cols., 2005] o reaccionar con éste para formar agua y radicales
hidroperéxido (HO,") (Reaccion1.13). También se puede producir dimerizacién de dos

radicales organicos (Reaccién1.22).

20H" — H,0,(K =52x10°M"'s™) (1.21)

2R° >R-R (1.22)

Los radicales hidroperéxido generados en la reaccién 1.13 tienen un potencial
de oxidacion muy bajo y practicamente no contribuyen a la degradacién oxidativa de

las sustancias organicas [Legrini y cols., 1993].

Dado que los iones Fe** generados durante el proceso de Fenton reaccionan
con los iones hidroxido para formar complejos hidroxi-férricos [Walling y Kato, 1971;
Lin y Lo, 1997], cuando la cantidad de hierro empleada en el tratamiento supera a la
de H,0,, se produce un efecto de coagulacién quimica. Sin embargo, cuando ocurre

al contrario (mayor cantidad de H,0,), tiende a producirse una oxidacion quimica y en
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grandes cantidades puede captar radicales OH® segun la reaccion 1.13. Por lo tanto,
el peréxido de hidrégeno puede actuar tanto como captador de radicales hidroxilo
como iniciador de la oxidacion [Neyens y Baeyens, 2003] y debe optimizarse para

que el hierro se utilice de forma eficiente.

Uno de los mayores inconvenientes de este proceso es que la generacion del
radical hidroxilo por la reaccién 1.11 produce una cantidad estequiométrica de Fe**
que puede precipitar en forma de oxihidroxidos férricos cuando el pH varia de
fuertemente acido a neutro. El pH 6ptimo para evitar la precipitacion es 2,8 [Tang y
Huang, 1996; Kwon y cols., 1999]. A un pH inferior a 2,5, se forma el complejo
(Fe**(H,0))*), el cual reacciona lentamente con el H,O,, produciendo una menor
cantidad de radicales hidroxilo [Gallard y cols., 1998]. Asi mismo la precipitacién de
oxihidroxidos provoca una reduccioén en la eficiencia de la degradacién [Pignatello y
cols., 2006].

Los complejos de Fe** que se suelen formar en solucién acida son Fe(OH)** y

Fe,(OH),*", que absorben luz UV y visible (Figura 1.18).

1
1,0
k4 0,8 +
-+
% ‘:2 ]&0 . [F:“I]B* I 2 J
88 06711 [Fe"oH)"
g o 1,2 : [Fe"(OH),) “i
o 1 . 11} dr i
;§ é 0,4 12,2 [Fe""(OH),] PN
[$]
owv
E () 0,2 J
L
0 .
0 1 2 3 4
pH

Figura 1.18. Diferentes especies de Fe** presentes en agua a una concentracion de hierro total de
10" M, una fuerza idnica de 1 M y a 25 °C en funcion del pH. Las regiones con lineas de puntos estan
supersaturadas con respecto a los oxihidréxidos férricos [Pignatello y cols., 2006].

Estos complejos sufren una fotoreduccion para dar lugar a radicales hidroxilo
y Fe?* (Reaccién 1.23). La especie mas importante es el complejo Fe(OH)** debido a
la combinacién entre su alto coeficiente de absorcion y su alta concentracién relativa

con respecto a otras especies de Fe**.
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FdOH)* +hv—>Fé" +OH" (1.23)

Diversos iones inorganicos inhiben la oxidacion de compuestos organicos
mediante Fenton o foto-Fenton tales como el fosfato, sulfato, organosulfonato,
fluoruro, bromuro y cloruro, dependiendo de la concentracion de los mismos. La
inhibicién que provocan estas especies suele deberse a la precipitacion del hierro
(por ejemplo, el Fe*" forma complejos insolubles con el i6n fosfato en medio &cido o
neutro), o a la formacién de complejos de coordinaciéon con Fe®** que son menos
reactivos. La inhibicion de las reacciones Fenton por la presencia de altas
concentraciones de iones cloruro (aguas salinas o0 concentraciones superiores a
0,01 M a pH 2,8 [Pignatello, 1992]) o bromuro, se debe a que estos iones reaccionan
con los radicales hidroxilo, ya que estas especies actuan como ligandos débiles para
el Fe*" [Pignatello y cols., 2006]. Sin olvidar los carbonatos y bicarbonatos, cuya
presencia determina una reduccion del proceso por la sustraccion de los radicales

hidroxilo.

1.7.2.2. Desinfeccién de agua con foto-Fenton

Desde el punto de vista de degradacion de compuestos organicos en agua
mediante foto-Fenton, el nUmero de aportaciones cientificas es muy elevado [Malato
y cols., 2009]. Sin embargo, relacionado con la desinfeccion de aguas, la aplicacion
del proceso Fenton o foto-Fenton es escasa pero acaba de despertar su interés en
los ultimos anos. La primera aportacion a la desinfeccion de agua con foto-Fenton la
realizaron Rincén y Pulgarin. Los autores demostraron la inactivacion de E. coli en
reactor “batch” y simulador solar con 10 mg/L de sales de hierro y 10 mg/L de H,O, a
pH neutro. Demostraron que la presencia de Fe** acelera la inactivacién bacteriana
por el efecto combinado de los complejos de hierro fotoactivos y la accion directa de
la radiacién sobre la bacteria. Sin embargo no se realizé un seguimiento de las
concentraciones de hierro y H,O,. Por tanto, es dificil saber la cantidad de hierro que

permanecia en disolucién en condiciones de pH neutro [Rincon y Pulgarin, 2005a].

Paspaltsis y cols. en 2009 lograron inactivar mediante foto-Fenton agentes
infecciosos de naturaleza proteica o priones, que son extremadamente resistentes a

los procesos de desinfeccion convencionales. Como fuente de fotones emplearon
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lamparas UV-A y utilizaron muy bajas concentraciones de Fe** y H,0, en medio
acido (pH 3) [Paspaltsis y cols., 2009].

La primera aplicacion del tratamiento foto-Fenton a pH natural para
desinfectar aguas reales con reactores solares CPCs la realizaron Moncayo-Lasso y
cols. en 2009. Determinaron de forma simultanea la inactivacion bacteriana y la
degradacion de materia organica en agua de rio natural adicionando 10°-10° UFC/mL
de E. coli y utilizando como reactivos 0,6 mg/L de Fe* y 10mg/L de H.O,.
Demostraron la alta eficiencia del proceso tanto para acelerar la desinfeccién solar de
agua real como para la eliminacién de materia organica, la cual puede ser precursora
de subproductos de desinfeccion. Lograron alcanzar la inactivacion completa sin
observar recrecimiento tras 24 h de tratamiento asi como una degradacion del 55 %

del carbono organico disuelto [Moncayo-Lasso y cols., 2009].

Nieto-Juarez y cols. en 2010 demostraron que los procesos de Fenton y foto-
Fenton pueden ser tecnologias eficaces para la desinfeccion de virus. Evaluaron la
inactivacion del fago MS2 con sales de hierro y cobre. Estudiaron la influencia de la
concentracion de H,O, (3-50 uM) y de los metales (1-10 uM), la produccién de OH®, y
la presencia de luz solar artificial. Observaron con respecto al H,O, una cinética de
primer orden, sin embargo la adicion de cobre por encima de 2,5 uM en el sistema
Cu/H,0, no mejoraba la inactivacién. También observaron que irradiar el sistema
favorecié solamente al sistema Fe/H,O,. Atribuyeron los buenos resultados a la
produccién de especies oxidativas generadas por las sales de hierro y cobre

cercanas a las capsidas viricas [Nieto-Juarez y cols., 2010].

Bandala y cols. utilizan un sistema de foto-Fenton a bajas concentraciones de
Fe? (5-10 mmol/L) y H,0, (140-280 mmol/L) para inactivar huevos de helmintos vy el
colorante naranja acido 24 (AO24) para determinar la dosis de radiacion requerida
para conseguirlo. Los datos de inactivacién siguieron el modelo cinético de Chick-
Watson. La dosis de radiacidon requerida para inactivar mas de 5 log de huevos de
helmintos fue aproximadamente 140 kJ/L (con 10 mM Fe?** y 280 mM H,0O; iniciales).
La degradacién completa del colorante se obtuvo a una dosis de 155 kJ/L con
0,7 mM de Fe* y 5mM de H,O, y lograron una inactivacién de 6 log de E. coli y
P. aeruginosa con una dosis inferior a 10 kJ/L. Los autores proponen los huevos de
helmintos como indicador apropiado para evaluar la eficiencia del proceso de

desinfeccion fotocatalitico solar por su elevada resistencia [Bandala y cols., 2011].

Spuhler y cols. han presentado recientemente un estudio muy detallado

evaluando las vias de inactivacion seguidas por el efecto de Fe?", Fe*', H,0, y foto-
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Fenton (Fe* °*'/H,0,/hV). Utilizaron bajas concentraciones de reactivos (0,6 mg/L de
hierro y 10 mg/L de H,O,) a un pH cercano a la neutralidad. Emplearon E. coli K-12
como indicador de la eficiencia del proceso en varios tipos de agua, agua
desionizada, agua conteniendo iones minerales y agua desionizada enriquecida con
resorcinol como modelo de materia organica natural (NOM, siglas en inglés) y como
fuente de radiacion un simulador solar. Ademas de las propiedades altamente
bactericidas del proceso foto-Fenton a un pH casi neutro, mostraron un efecto
bactericida positivo del Fe?* solo y del Fe** bajo irradiacion (Fe*'/hv). Esto se explicd
por la difusién y generacién de reacciones Fenton de Fe? intracelulares, mientras
que el efecto de Fe*/hv se atribuyé a la absorcion de Fe** en la pared celular
bacteriana y fotosensibilizacion posterior de estos complejos de hierro, dando lugar a
la oxidacion directa de la membrana y la generacidn de especies reactivas del

oxigeno (ROS, siglas en inglés) cerca de los microorganismos [Sphuler y cols., 2010].

Los Capitulos 6 y 7 presentan un estudio del proceso foto-Fenton aplicado a
la inactivacion de esporas de hongos empleando bajas concentraciones de reactivos

y utilizando radiacion solar natural como fuente de fotones.

1.7.3. Peroxido de hidrogeno y radiacion solar

El H,O, en los procesos de oxidacién avanzada se ha utilizado con ozono,
como reactivo en el proceso foto-Fenton o bien con lamparas UV-C [Malato y cols.,
2009]. Su uso en dichas técnicas se debe a que la generacion de radicales hidroxilo
por la fotdlisis de H,O, se produce al ser irradiado por fotones de longitudes de onda
inferiores a 300 nm de acuerdo con la reaccion 1.24 [Jones, 1999; Goldstein y cols.,
2007].

H,O,+hv—20H" (®=2)
(1.24)
Dado que la radiacion solar que alcanza la superficie de la Tierra contiene una
pequena fraccion UV-B (280-320 nm) y la mayoria de UV-A espectro (320-400 nm),
la ausencia de fotones UV-C solares en la superficie terrestre impide que se
produzca la reaccion 1.24. Sin embargo, en la literatura existen evidencias
experimentales del efecto letal cuando se combina el H,O, con radiacion UV-Vis

sobre la viabilidad de varios microorganismos.
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La primera evidencia de la sinergia letal de la luz solar con H,O, fue descrita
por Anathaswamy y cols. con el fago T7 [Anathaswamy y Eisenstark, 1976; 1977;
Anathaswamy y cols., 1979]. El mismo grupo public6 mas tarde un trabajo sobre el
efecto bactericida del H,O, y radiacion UV cercana en E. coli K-12 [Hartman y
Eisenstark, 1980]. Ambos trabajos atribuyen los resultados al estrés oxidativo
generado por la formacion de un croméforo, un fotoproducto procedente de la
irradiaciéon del aminoacido L-triptéfano [McCormick y cols., 1976; Hartman vy
Eisenstark, 1980]. Explican que este nuevo fotoproducto era toxico para mutantes de
Salmonella typhimurium [Yoakum y Eisenstark, 1972] y E. coli [Yoakum y cols., 1974,
1975a; Yoakum, 1975b].

Desde entonces y hasta hace relativamente pocos afios no existia mas
literatura sobre la sinergia letal de la radiacion UV-A y el H,O,. Uno de los primeros
trabajos en los que se estudia esta combinacion lo realizan Rincén y Pulgarin en
2005. Ellos describen un aumento en la inactivacion de E. coli en presencia de H,0O,
y radiacion solar, aunque este ensayo lo realizaron como un ensayo control en un
estudio de desinfeccién fotocatalitica con foto-Fenton. Atribuyeron la inactivacién a
una elevada sensibilidad a la desinfeccion solar por la presencia de H,O, [Rincén y
Pulgarin, 2005a].

Sichel y cols. demostraron por primera vez el efecto sinérgico de muerte para
esporas del hongo F. solani a bajas concentraciones de H,O, (hasta 5mg/L) y
radiacion solar natural. Estudiaron el efecto de diferentes concentraciones tanto en

presencia de luz solar como en oscuridad [Sichel y cols., 2009].

Otros estudios mas recientes también ponen de manifiesto el efecto
bactericida del sistema H,O, con radiacién solar simulada. Sphuler y cols. emplearon
este sistema y observaron la inactivacion de E. coli con 10 mg/L de H,0,
describiendo la inactivacién via Haber-Weiss o Fenton interno favorecida por la

entrada de este compuesto dentro de la célula [Spuhler y cols., 2010].

Sciacca y cols. en 2010 describieron el efecto benéfico que presenta la
adicion de 10 mg/L H,O, a la desinfeccion solar (SODIS) en botellas PET para
desinfectar aguas superficiales que contienen de forma natural hierro disuelto
(0,3mg/L) a pH neutro. Observaron que la desinfeccion solo solar no lograba la
inactivacion completa de Salmonella sp. y coliformes en 6 horas de irradiacion solar y
72 horas en oscuridad post-tratamiento, mientras que la adicion de 10 mg/L de H,O,
resultd en un fuerte aumento de la inactivacion, sin observar recrecimiento de las

bacterias tras el tratamiento. Estos autores, por su parte, defienden que coliformes
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totales, incluida E. coli, no son indicadores adecuados para la vigilancia de la
contaminacion bacteriana en el agua en procesos de desinfeccion solar dada su baja

resistencia [Sciacca y cols., 2010].

El uso de H,0, para la inactivacion de esporas de hongos en la reutilizacion
de aguas para agricultura presenta la ventaja de que este reactivo no es toxico a
concentraciones inferiores a 50 mg/L. Sin embargo, la presencia de este reactivo
puede ser téxico por si mismo o por la formacion de productos de desinfeccion
(debido a la presencia de materia organica en el agua) cuando su destino final es el

consumo humano [Jones, 1999]

Comparado con otros oxidantes importantes, el peroxido de hidrégeno es
barato, seguro, facil de manejar y no representa una amenaza para el medio
ambiente ya que se descompone facilmente a agua y oxigeno, lo cual, sumado al
fuerte efecto positivo generado sobre la inactivacién microbiana, lo convierte en una

alternativa a los procesos convencionales de desinfeccion.

En el Capitulo 5 se estudia el efecto germicida de concentraciones muy bajas
de peroxido de hidrogeno combinado con radiacién solar natural como sistema de

desinfeccion para reutilizacion de agua contaminada con esporas de Fusarium sp.
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2. OBJETIVOS Y PLAN EXPERIMENTAL

2.1. Objetivos generales y especificos

La fuerte demanda de agua con calidad microbiolégica adecuada para su
utilizacion en diversas actividades ha generado un amplio interés en el ambito cientifico
en las Ultimas décadas. En particular, la reutilizacion del agua residual tras un
tratamiento apropiado surge recientemente como una alternativa para reducir el estrés
generado por la escasez de agua, especialmente en actividades agrarias donde su
consumo es extremadamente elevado. No obstante, las aguas residuales han de ser
depuradas para reducir los niveles de varios parametros fisico-quimicos vy
microbiologicos garantizando la seguridad de su utilizacion en diversas actividades. En
Espafia, el Real Decreto 1620/2007 describe los parametros a tener en cuenta y
establece sus limites segun el reuso final del agua. El trabajo que se presenta en esta
memoria se enfoca en la desinfeccion de aguas de diferente origen para su reutilizacion
en otras actividades como es el riego de cultivos (de invernadero o hidropoénicos)

investigando para ello diferentes técnicas solares.

Uno de los aspectos mas importantes en la busqueda de tratamientos de agua

alternativos es el abaratamiento de los costes de implementacién y operacion; ademas
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dichos procesos no deben generar residuos téxicos para evitar efectos negativos sobre
el medioambiente. El éxito de las técnicas fotocataliticas junto con el empleo de
reactores solares tipo CPC ha sido ampliamente descrito en la literatura, tanto para la
degradacién de compuestos organicos peligrosos como para la inactivacion de
microorganismos. No obstante, algunas técnicas tales como el proceso de foto-Fenton o
el uso de H,O; junto con radiacién solar natural no han sido investigadas en profundidad
como tratamientos alternativos para la desinfeccion del agua. Dado que existen
evidencias en la literatura de su efecto benéfico sobre la inactivacién de ciertos
patdgenos asi como su alta eficacia en la degradacion de compuestos toxicos, su
investigacion se hace necesaria a escala de decenas de litros (planta piloto) y

empleando para ello radiacién solar natural y foto-reactores tipo CPC.

El objetivo general de este trabajo de investigacion es la demostracion
experimental de la capacidad de diferentes tratamientos solares como son la
fotocatalisis heterogénea con TiO,, la fotocatalisis homogénea mediante foto-Fenton y el
peroxido de hidrogeno como agente oxidante, junto con la radiacion solar para la
desinfeccion de agua. En particular, este trabajo experimental se centra en analizar la
inactivacion de esporas de hongos resistentes a los tratamientos convencionales de
desinfeccion de aguas. Para ello se pretende demostrar la eficacia de dichos procesos
en volumenes de 200 mL y tratar de escalarlos a foto-reactores solares piloto de 14 y
60 L, haciendo uso de captadores solares tipo CPC. De este modo, este trabajo ofrece
un avance para acercar el uso de las técnicas solares mencionadas a futuras
aplicaciones de desinfeccion de aguas en condiciones reales aprovechando la radiacion
solar junto con la tecnologia del captador CPC. Adicionalmente, se ha investigado la
eficiencia de los distintos tratamientos con diferentes tipos de agua para determinar el
impacto de la presencia de compuestos organicos e inorganicos en condiciones de
operaciéon reales. Para ello se utilizaron agua destilada, como modelo de agua en
ausencia de especies quimicas que pudieran afectar a la eficacia del proceso, agua
natural de pozo con una elevada cantidad de carbonatos y bicarbonatos, agua simulada
de salida de una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), y agua real obtenida
del efluente de una EDAR (EI Bobar, Almeria).

Los objetivos especificos se resumen a continuacion:

1. Estudiar la resistencia de las esporas de Fusarium solani al tratamiento

fotocatalitico solar con suspensiones de TiO, comercial, a pequefa escala en
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reactor de botella de 250 mL y a escala planta piloto en un foto-reactor solar
CPC de 14 L.

2. Evaluar la capacidad del tratamiento fotocatalitico con TiO, y radiacién solar
natural para la inactivacion de esporas del género Fusarium en un nuevo
prototipo de foto-reactor solar CPC de 60 L. Estudio de forma independiente de
cada una de las esporas del género Fusarium (microconidios, macroconidios y

clamidosporas) para conocer sus respectivas respuestas al tratamiento.

3. Evaluar la capacidad germicida del tratamiento H,O,/Solar en reactor de botella
de 250 mL sobre esporas de Fusarium sp. Determinacion de la eficacia de este

mismo proceso en el nuevo foto-reactor solar tipo CPC de 60 L.

4. Estudiar, a pequefa escala en reactor de botella de 250 mL, la eficiencia del
proceso foto-Fenton a bajas concentraciones de hierro (Fe** o Fe*") y del uso de
H.O, con radiacion solar (en adelante H,O,/Solar) sobre esporas de

Fusarium sp. y Phytophthora capsici.

5. Evaluar la eficacia del proceso foto-Fenton para inactivar esporas fungicas en el

foto-reactor solar tipo CPC de 60 L.

6. Someter efluentes de depuradora reales al tratamiento fotocatalitico con TiO,,
foto-Fenton y H,O, con radiacién solar natural para evaluar la capacidad

germicida de estos procesos sobre la microbiota natural de estas aguas.

7. Evaluar el impacto de los componentes quimicos de diferentes tipos de agua en

los tratamientos fotocataliticos antes mencionados.

2.1. Plan de trabajo

El plan experimental desarrollado para el cumplimiento de los objetivos marcados

comprende las siguientes etapas:

Objetivo 1: Estudiar la resistencia de las esporas de Fusarium solani al tratamiento
fotocatalitico solar con suspensiones de TiO, comercial, a pequefia escala en reactor de

botella de 250 mL y a escala planta piloto en un foto-reactor solar CPC de 14 L.

(i) Este estudio se realizé con la especie F. solani (F12) en reactor de botella de
250 mL y foto-reactor solar tipo CPC de 14 L. Para ello se utilizaron diferentes
concentraciones de catalizador en ambos reactores (10, 20, 35, 50 y 100 mg/L
de TiO, en reactor de botella y 10, 50, 100, 250 y 500 mg/L en foto-reactor CPC).
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(ii)

Este estudio pretendia determinar el éptimo de concentracién de catalizador y
analizar su relaciéon con la concentracion tedrica estimada de acuerdo con las

teorias de dispersion y absorcion de luz en el foto-reactor.

Todos los ensayos se realizaron en agua destilada como referencia y en agua

natural de pozo.

Objetivo 2: Evaluar la capacidad del tratamiento fotocatalitico con TiO, y radiacion solar

natural para la inactivacion de esporas del género Fusarium en un nuevo prototipo de

foto-reactor solar CPC de 60 L. Estudio de forma independiente de cada una de las

esporas del género Fusarium (microconidios, macroconidios y clamidosporas) para

conocer sus respectivas respuestas al tratamiento:

(i)

Para la evaluacion de la capacidad fotocatalitica se utilizaron de forma
independiente cada una de las esporas generadas por el género Fusarium
(microconidios, macroconidios y clamidosporas) empleando para ello distintas
especies de Fusarium spp. Se comenzé el estudio realizando ensayos en reactor
de botella de 250 mL con 35 mg/L de TiO, (concentracion 6ptima encontrada en
las tareas realizadas dentro del objetivo 1) evaluando macroconidios vy

clamidosporas de forma independiente.

Estudios preliminares para establecer las mejores condiciones de trabajo en el
nuevo reactor de 60 L. Se llevaron a cabo en oscuridad con el objetivo de
determinar el caudal de trabajo adecuado (30 L/min) asi como evaluar el efecto
del estrés mecanico y el posible efecto toxico del catalizador sobre la viabilidad

de las esporas fungicas.

(iii) Determinacion de la concentracion mas adecuada de catalizador para obtener la

maxima eficiencia de inactivacion fotocatalitica en la nueva planta piloto de 60 L
tipo CPC, realizando para ello experimentos a diferentes concentraciones de
TiO, (0, 50, 100 y 250 mg/L).

(iv) Evaluacion de la eficiencia fotocatalitica del sistema con las distintas esporas y

concentraciones de catalizador en agua destilada y agua natural de pozo.

Objetivo 3: Evaluar la capacidad germicida del tratamiento H,O./Solar en reactor de

botella de 250 mL sobre esporas de Fusarium sp. Determinacion de la eficacia de este

mismo proceso en el nuevo foto-reactor solar tipo CPC de 60 L.
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(i)

(ii)

Estudio en reactor de botella de la inactivacion de esporas de F. equiseti con
10 mg/L de H,O, y radiacién solar en agua destilada, agua de pozo y agua
simulada de salida de EDAR.

Estudio del efecto germicida del tratamiento solar con 10 mg/L de H,O, en
reactor CPC 60 L evaluando las diferencias obtenidas en los distintos tipos de

agua: agua destilada, agua natural de pozo y agua simulada de salida de EDAR.

Objetivo 4: Estudiar en reactor de botella (200 mL), la eficiencia del proceso foto-Fenton

a bajas concentraciones de hierro (Fe** o Fe**) y del uso de H,O, con radiacion solar

sobre esporas de Fusarium sp. y Phytophthora capsici.

(i)

Estudio del efecto de la técnica de foto-Fenton solar sobre esporas de
Fusarium sp. en reactor de botella, evaluando parametros como la influencia del
pH sobre la eficiencia de la desinfeccion, asi como la degradacién de materia
organica (COD). Las concentraciones de Fe?* y H,O, fueron de 5 a 10 mg/L y de
10 a 20 mg/L, respectivamente. Ademas, también se ha llevado a cabo el estudio
del efecto del proceso H,O./Solar sobre la desinfeccion de estas esporas,
escogiendo una concentracion de 10 mg/L de H,O,. Con objeto de comparar
resultados, se realizaron ensayos de fotdlisis con radiacién solar al mismo pH
que el proceso foto-Fenton. En este trabajo experimental se utilizé agua
simulada de salida de EDAR.

Estudio del efecto fotocatalitico con foto-Fenton sobre la inactivacion de
Phytophthora capsici en reactor de botella con dos sales de hierro (sulfato
ferroso y nitrato férrico como fuentes de Fe* y Fe®, respectivamente), a
concentraciones de 1, 2,5 y 5 mg/L de hierro combinado con la correspondiente
concentracion de peréxido de hidrogeno a una razén de 1:2. En este estudio se
realizaron ensayos con H,O./Solar asi como ensayos de fotdlisis solar, todos

ellos utilizando agua destilada.

Objetivo 5: Evaluar la eficacia del proceso de foto-Fenton para inactivar esporas

fungicas en el foto-reactor solar tipo CPC de 60 L.

(i)

Estudio de la eficiencia de dos tipos de sales de hierro (Fe** y Fe®*) sobre la
inactivacion de esporas de F. solani. Se evaluaron dos concentraciones, 5 y

10 mg/L, junto con 10 y 20 mg/L H,O,, respectivamente.
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(i) Evaluaciéon de la dosificacion de H,O, durante el tratamiento mediante foto-

Fenton, tanto en agua destilada como en agua simulada de salida de EDAR.

(iii) Evaluacién, de forma simultanea, de la degradacion del COD durante los

ensayos fotocataliticos.

Objetivo 6: Someter efluentes de depuradora reales al tratamiento fotocatalitico con
TiO,, foto-Fenton y H,O, con radiacién solar natural para evaluar la capacidad germicida

de estos procesos sobre la microbiota natural de estas aguas.

(i) En el caso de fotocatdlisis solar con TiO,, se utilizd una concentracién de
100 mg/L de catalizador.

(i) Para el proceso H,OJ/Solar, se utilizé 10 mg/L de H,O,.

(iii) Los ensayos de foto-Fenton se llevaron a cabo utilizando sulfato ferroso como

fuente de Fe?" a una concentracion de 5 mg/L combinado con 60 mg/L de H,0..

Objetivo 7: Evaluar el impacto de los componentes quimicos de los distintos tipos de
agua en los tratamientos fotocataliticos antes mencionados. Para cumplir con este
objetivo se mantuvo un control de la composicidon quimica del agua en todos los
procesos de desinfeccion estudiados y a lo largo de los 6 objetivos anteriormente
descritos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos: clasificacién, caracteristicas y generacion
3.1.1. El género Fusarium

Las esporas del género Fusarium se utilizaron como modelo de espora fungica
para realizar los experimentos de fotocatdlisis solar ya que son altamente resistentes a
compuestos quimicos y se encuentran ampliamente extendidos en suelo y sistemas de
distribuciéon de agua alrededor del mundo e incluso en hospitales [Anaissie y cols.,
2001]. Algunas especies son patdgenas de plantas y otras son agentes infecciosos
oportunistas de humanos y animales [Nelson y cols., 1994]. Fusarium spp. se clasifica
como hongo verdadero (Division Eumycota), en un grupo especial denominado
Deuteromycetes, donde se incluye un amplio y heterogéneo grupo de especies cuya
reproduccién asexual se basa en la conidiogénesis (formacién de conidios por mitosis) y
que han perdido o reducido su fase de reproduccién sexual. Dentro de este grupo,
Fusarium spp. (con mas de 50 especies) pertenece al orden Moniliales, caracterizado
por formar conidios hialinos, curvados, con varios septos transversales desarrollados en

células especializadas denominadas fialides. Estas células especializadas tienen forma
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de botella alargada por cuya parte apical se van generando conidios por crecimiento de
la pared interna de modo que los conidios quedan unidos de forma temporal. Las fidlides
se sustentan en un filamento esporégeno especializado denominado conidiéforo [Izco y
cols., 1997]. Este género puede producir tres tipos diferentes de esporas denominadas

microconidios, macroconidios y clamidosporas (Figura 3.1a-c).

Los microconidios (Figura 3.1a) (2-4 x 4-8 uym) se forman en largos y cortos
conidiéforos simples. Generalmente son unicelulares, lisos, hialinos, ovoides o
cilindricos, y dispuestos formando estructuras redondeadas también denominadas
cabezas (ocasionalmente en cadenas). Los macroconidios (Figura 3.1b) (3-8 x 11-
70 um) estan formados por dos o mas células y son de pared gruesa, lisa y cilindrica o
de hoz (canoa), cuyas células basales y distales pueden presentar formas distintas en
las diferentes especies. Las clamidosporas (Figura 3.1c) (5-16 um), son escasas y
cuando aparecen, lo hacen en parejas, grupos o cadenas. Tienen paredes gruesas,
hialinas, y son intercalares o terminales [Sutton y cols., 1998; De Hoog y cols., 2000;
Larone, 2011].

- 4

¢

Figura 3.1. a) Microconidio de F. solani (F12). b) Macroconidio de F. equiseti (M2T1b) en suspension
acuosa tefido con verde malaquita y observado al microscopio 6ptico. ¢) Clamidosporas de F. equiseti
(FE3) obtenida en microscopio electronico de barrido, donde también se observa parte del micelio.

Las caracteristicas microscépicas como la longitud y forma de los macroconidios,
el numero, forma de los microconidios, y la presencia o ausencia de clamidosporas son
caracteristicas clave para la diferenciaciéon de las especies del género Fusarium [De
Hoog y cols., 2000].

La tabla 3.1 muestra las cuatro especies de Fusarium sp. que se han utilizado en
este estudio, asi como la nomenclatura empleada para designarlas, el tipo de espora
generada y la fuente de aislamiento de cada una de ellas. Estas especies silvestres
fueron originalmente aisladas del medio natural, y pertenecen a la coleccion del

Departamento de Produccién Vegetal de la Universidad de Almeria (Almeria, Espafia).
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Tabla 3.1. Caracteristicas de las especies de Fusarium spp. empleadas en esta memoria.

Especies de Nomenclatura Esporas generadas Fuente de aislamiento
Fusarium

F. equiseti M3T1b Clamidosporas Cultivo de Tomates (México)
F. equiseti M2T1b Macroconidios Cultivo de Tomates (México)
F. equiseti FE3 Macroconidios y Rio Andarax (Almeria)

clamidosporas

F. solani FS12 Microconidios Rio Andarax (Almeria)

El protocolo de generacién empleado en este trabajo ha sido utilizado en
numerosos trabajos anteriores [Sichel y cols., 2007a; Sichel y cols., 2007b]. Para la
obtencion de esporas de Fusarium spp., en primer lugar se debe transferir parte del
micelio procedente de un cultivo puro a placas Petri con un medio de cultivo que
favorece el proceso de esporulacién. Este medio se basa en una mezcla de agar
bacterioldgico (5 g/L, Cultimed, Espaia) y cloruro potasico (15 g/L, PANREAC, Espafa).
Este agar de esporulacién constituye un ambiente quimico muy pobre en nutrientes, y
como respuesta al estrés generado por la falta de nutrientes, asi como la exposicion
prolongada durante 15 dias a UV-C con lamparas de mercurio (40 W) a 25 °C, se ve
favorecido el crecimiento del micelio por la placa Petri originando una gran cantidad de
esporas (formas de resistencia) en lugar de generar un micelio muy frondoso. Este paso
facilita el proceso de extraccion de esporas, que es la estructura fungica que nos
interesa para realizar los experimentos ya que, como se ha descrito anteriormente, son
las que confieren la resistencia frente a los agentes ambientales. La concentracion de
esporas en placa obtenida segun este procedimiento depende de la especie en
cuestion, y en nuestro caso, la concentracion varid entre 10%-10” Unidades Formadoras

de Colonias por placa.

A continuacion, se deben extraer las esporas del medio de cultivo. En el caso de
microconidios y macroconidios, los cuales se forman sobre la superficie del agar, el
procedimiento pasa por el suave raspado de la placa que contiene el micelio con agua
destilada autoclavada y posterior recogida de la suspension. Sin embargo, para obtener
clamidosporas, se necesita triturar el agar, ya que estas esporas crecen tanto en
superficie como dentro del agar. Para ello se utiliz6 una batidora robot 400 (400 W,
Taurus Group, Espana) esterilizada para evitar contaminacion. Una vez obtenida la
suspension de esporas, ésta se filtra a través de lana de roca. Este material permite el
paso de las esporas pero retiene los largos filamentos que constituyen el micelio y, de
este modo, se obtiene la suspension de esporas con las que se evalua el proceso de

desinfeccion. La determinacion de la concentracion de esporas en la suspension
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obtenida se lleva a cabo mediante la técnica de recuento directo al microscopio, esta
técnica se describe en la seccion 3.2.2. La concentraciéon inicial requerida para los
experimentos fotocataliticos fue ajustada mediante dilucion del indculo inicial en el

reactor a una concentracién aproximada de 10%-10° UFC/mL.

3.1.2. El género Phytophthora

Este patogeno fue obtenido de la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (CECT), con
la referencia Phytophtora capsici, CECT 126. Su interés como fitopatdégeno se debe al
gran impacto ocasionado en la agricultura como responsable de pérdidas de produccién
en cosechas y, como consecuencia, también de elevadas pérdidas econdmicas. Su
clasificacion a lo largo de la historia ha sido muy controvertida. ElI género Phytophthora
fue descrito por primera vez por Anton de Bary en 1876. Este género fue clasificado
inicialmente en el reino Fungi. Sin embargo, las técnicas moleculares han llevado en las
ultimas décadas a continuas y contradictorias revisiones y cambios sobre su

clasificacion.

Actualmente, se clasifica en el reino Chromista, Filo Oomycota, Clase Oomycetes,
Orden Peranosporales, Familia Pythiaceae, Género Phytophthora (donde también se
incluye el género Phytium). Esta clasificacion se basa en distintas descripciones
realizadas por varios autores, sin embargo esta clasificacion no se considera como
definitiva [Dick y cols., 1969; Cavalier-Smith y cols., 1986; Barr y cols., 1992]. Se cree
que los hongos verdaderos y miembros del reino Chromista representan un claro
ejemplo de evolucion convergente [Cavalier-Smith, 1987]. En particular, los Oomycetes
se relacionan filogenéticamente con el reino Chromista por diferentes motivos. Entre
ellos destaca la generacién de esporas heterocontas, es decir, esporas nadadoras o
zoosporas que presentan dos flagelos de diferente tamafio, al igual que ocurre en algas
heterocontas [Erwin y Ribeiro, 1996]. Otras evidencias se basan en semejanzas
estructurales a nivel de la subunidad ribosomal pequefia (secuencias genéticas de
ARN), las cuales a su vez difieren de las de los hongos verdaderos [Erwin y Ribeiro,
1996]. Sintetizan lisina a través del diaminopimelato mientras que los hongos sintetizan
este aminoacido a través de una via de alfa-amino-adipato [Tyler, 2001]. El micelio
contiene celulosa y glucanos y es cenocitico, es decir, no presenta divisiones
transversales. Una de las implicaciones practicas de la divergencia entre Oomycetos y
hongos verdaderos se asocia a su control quimico, ya que los fungicidas tradicionales

empleados para el control de hongos no son apropiados para el control de Oomycetos.
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Las zoosporas generadas por Phytophthora spp. se caracterizan por ser
biflageladas, presentan un largo flagelo dirigido hacia adelante y otro mas corto hacia
atras. Los dos flagelos actian como aparato locomotor, lo cual les permite el
desplazamiento en medio acuoso para buscar una zona donde adherirse y germinar.
Este movimiento esta regulado por una elevada cantidad de quimiorreceptores en la
superficie celular, por lo que su desplazamiento se basa en quimiotaxis. Ademas, en
este género la reproduccion asexual se lleva a cabo mediante otro tipo de espora mas
resistente llamada clamidospora [Dick, 1990, Barr y Desaulniers, 1990; Barr, 1992]. Por
otra parte, la reproduccion sexual se produce mediante la fusion de un oogonio
(gametangio femenino) llamado oospora con un anteridio (gametangio masculino). Las
oosporas son esporas de paredes gruesas. Los tres tipos de esporas se muestran en la

figura 3.2.

b)

Figura 3.2. a) Oospora b) clamidospora y c) zoospora de P. capsici con flagelos de diferente tamario.

En la experimentacion se emplearon las esporas nadadoras o zoosporas, las cuales
constituyen el primer mecanismo de dispersidon en el medio ambiente de este
microorganismo. Las zoosporas son generadas en estructuras denominadas
esporangios y que en ocasiones parecen tener forma de limon. El proceso de
diferenciacion de zoosporas se produce especialmente en presencia de agua libre y a
una temperatura de 10°C por debajo de la temperatura ambiente. Las zoosporas
pueden nadar durante horas pero con el tiempo pierden los flagelos o bien se retraen
hacia el interior de la espora y en pocos minutos adquieren aspecto redondeado por la
formacion de la pared celular, pasando a denominarse quistes (Figura 3.3.a) [Bartnicki-

Garcia y Wang, 1983]. El enquistamiento ademas de producirse de forma natural al
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adherirse a una superficie puede ser inducido por una agitacion fuerte, o de forma

natural por colisiones entre ellas [Erwin y Ribeiro, 1996].

En los esporangios, bajo condiciones ambientales favorables, pueden llegar a
diferenciarse entre 20 y 40 zoosporas. EI mecanismo por el que las esporas son
expulsadas al medio no se conoce a la perfeccion. La principal hipotesis es que se trata
de un mecanismo de presion generado en el interior del esporangio. La presion
osmatica en el interior del esporangio (-6 bar) es menor que la externa (0 bar), de modo
que el agua difunde al interior del esporangio incrementado la presién de turgor del
mismo. La presion genera sobre la zona apical del esporangio la disolucion de la misma
(esta zona esta constituida por material gelatinoso), de modo que las zoosporas se
liberan al medio [Erwin y Ribeiro, 1996]. La figura 3.3.a muestra una foto realizada al
microscopio Optico donde se observa una espora germinando (Figura 3.3.a), un
esporangio tipico en forma de limén (Figura 3.3.b), y una instantanea de la salida de

zoosporas de un esporangio al medio (Figura 3.3.c).

Figura 3.3. a) Zoospora enquistada y germinando en agua. b) Esporangio maduro en forma de limén
conteniendo zoosporas. ¢) Esporangio liberando esporas nadadoras al medio.

El cultivo de este género requiere ademas de la presencia de agua, un pH neutro o
ligeramente acido (pH 6 a 7) y una fuente exdégena de esteroles ya que no son capaces
de generar metabdlicamente este compuesto [Nes y cols., 1982]. Son microorganismos
aerobios, por lo que la presencia de oxigeno es necesaria, aunque, bajo ciertas
condiciones, se puede convertir en un factor limitante del crecimiento [Erwin y Ribeiro,
1996]. La formacion de esporangios se puede suprimir cuando los niveles de dioxido de
carbono se encuentran por encima de las condiciones ambientales [Mitchell y cols.,
1978]. La luz también puede afectar a la produccion de esporangios en ciertas especies.
Como norma general requieren luz en la regién del ultravioleta cercano (320-400 nm) o
la regién azul (430-500 nm) del espectro solar [Erwin y Ribeiro, 1996], aunque algunas
especies pueden incluso esporular en oscuridad [Gooding y Lucas, 1959; Harnish, 1965;
Ribeiro y cols., 1976].
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Los esporangios pueden germinar directamente mediante la produccién de tubos
germinales o por la produccion vy liberacion de zoosporas. La germinacion mediante la
formacion de zoosporas esta controlada por factores ambientales como la disminucién
de la temperatura y la disponibilidad de agua [Hemmes y Hohl, 1971; Barr y
Desaulniers, 1990; Barr, 1992]. Cuando las condiciones ambientales son favorables, el
citoplasma del esporangio se une alrededor de cada nucleo y se forman las zoosporas

biflageladas que posteriormente saldran al medio [Erwin y Ribeiro, 1996].

Generacion de zoosporas de P. capsici en laboratorio

Para la obtencién de esporas, en primer lugar se transfieren pequefios trocitos de
micelio procedentes de un cultivo puro a placas que contienen medio de cultivo agar-
jugo-V8. Las placas asi preparadas se exponen a luz fluorescente (lamparas de
mercurio a baja presion, Phillips 18W/840) durante una semana a 25 °C. El medio V8
esta constituido por agar bacterioldgico tipo Europeo (15 g/L, Panreac, Espafia), 250 mL
de zumo de tomate natural y 750 mL de jugo de verduras complementado con CaCO;
(2 g/L, Merck, Alemania). A continuacion, para inducir la produccion de esporangios, se
transfieren tiras del agar conteniendo el micelio a placas vacias y se cubren con una
solucion de nitrato de potasio (1 g/L, Merck, Alemania). Estas placas se incuban otros
7 dias a 25 °C bajo la misma radiacion fluorescente. La figura 3.4 muestra las dos fases

de crecimiento del micelio y formacion de esporangios en el laboratorio.

Figura 3.4. a) Micelio de P. capsici formado en medio V8. b) Aspecto de una placa Petri durante la fase
de formacién de esporangios tras cortar el micelio en tiras cubiertas con solucién de nitrato potasico.

Tras el periodo de incubacion, se retira el nitrato de potasio y se cubren las tiras de
agar con agua destilada autoclavada. Estas placas se mantienen durante una hora a

4 °C. Tras 20 minutos a temperatura ambiente las zoosporas son expulsadas de los
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esporangios (Figura 3.3.c). La concentracion generada por placa Petri mediante esta
técnica oscilé entre 10’-10% UFC. La suspensién obtenida se filtra en papel de Watman
N° 1, separando de esta manera las zoosporas del resto de estructuras como micelio y

esporangios.

La cuantificacion de las esporas también se realiza en este caso mediante la técnica
de recuento directo al microscopio con camara Neubauer. Sin embargo, previo al
recuento, la suspension se agita vigorosamente durante 1 minuto en vértex, ya que la
agitacién mecanica favorece el proceso de pérdida de flagelo, permitiendo asi el conteo
de las esporas. La concentracién inicial requerida para los experimentos fotocataliticos
fue ajustada mediante dilucion del in6culo inicial en el reactor a una concentraciéon
aproximada de 10° UFC/mL.

Los experimentos en los que se utilizaron estas esporas fueron llevados a cabo con
las esporas sin flagelo ya que cuando portan el flagelo tienden a nadar para buscar una
superficie a la que adherirse para germinar. Por tanto, para evitar la pérdida en el conteo
de colonias debido a que se pudieran adherir a la superficie del reactor, se adicionan sin
flagelo y en continua agitacién (100 rpm). Por otro lado, la resistencia a los tratamientos

no se ve modificada por el hecho de portar o no los flagelos [Ahonsi, 2010].

3.2. Técnicas de cuantificacion de microorganismos
3.2.1. Recuento en placa

Una de las técnicas mas empleadas para la cuantificacion de poblaciones
microbianas es la técnica de recuento en placa. Se basa en la premisa de que cada
célula microbiana crece y se divide de forma aislada para generar una colonia. Aunque
esto no siempre es cierto, especialmente en el caso de bacterias, las cuales crecen
normalmente formando cadenas o grupos. De modo que, a menudo, una colonia no se
forma a partir de una sola bacteria sino de segmentos cortos de una cadena o de un
agregado bacteriano. Los recuentos en placa suelen expresarse en forma de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC). Esto también se da en el caso de estructuras
esporuladas, por lo que igualmente en hongos se expresa el recuento en placa como
UFC.

Para el uso de esta técnica es importante que crezca un numero limitado de colonias
en cada placa. Cuando coexisten demasiadas colonias juntas, éstas pueden solaparse y
no desarrollarse, lo que puede originar errores. Para evitar estos problemas, el numero

apropiado de colonias que deben ser contadas en una sola placa debe oscilar entre 30 y
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300 UFC. Cuando la concentracion microbiana es superior a 300, la muestra debe ser

diluida de acuerdo con un proceso de dilucién seriada.

La técnica de recuento en placa se puede realizar mediante dos procesos diferentes;
bien mediante placa vertida o bien por diseminacion en superficie. La técnica de vertido
en placa consiste en adicionar sobre una placa Petri la muestra y a continuacion afadir
el medio de cultivo semisdlido sobre la placa, de modo que el medio termina de
solidificar conjuntamente con la muestra. Para ello, el medio se mantiene en bafo
caliente a 50 °C, para evitar su solidificacion. Tras agitar suavemente la placa y esperar
que solidifique, se incuban las placas y finalmente se pueden contar las colonias que
han crecido en el interior del agar. Esta técnica presenta algunos inconvenientes tales
como el posible dafio térmico ocasionado sobre las células microbianas. Por ello, la
técnica de diseminacién en superficie es mas empleada para el recuento en placa. Esta
se basa en la adicién sobre la superficie de una placa conteniendo el agar previamente
solidificado de un determinado volumen de muestra (entre 50 y 500 microlitros) y se
extienden suavemente empleando para ello un asa de vidrio o bien de plastico

esterilizadas y desechables las cuales tienen una forma tipica de “L”.

La concentraciéon fungica durante los experimentos de fotocatalisis solar se
determiné mediante la técnica de recuento en placa y diseminacion en superficie. Para
ello, se toman volumenes de muestra de 50, 250 y 500 microlitros y se siembran
mediante extensién en placa. En el caso de Fusarium spp., el medio de cultivo utilizado
fue agar malta acidificado (pH 4). Este medio esta constituido por agar bacteriolégico
(20 g/L, Cultimed, Panreac, Espafa) y extracto de malta (20 g/L, Cultimed, Panreac,
Espafia). Una vez autoclavado el medio, se adiciona acido citrico (0,25 g/L, Panreac,
Espafa) tras enfriarse hasta aproximadamente 40-50 °C. Este medio de cultivo favorece
por un lado el crecimiento micelial de las esporas, lo que permite un correcto recuento
de colonias en la placa vy, por otra parte, la acidificacion del mismo reduce el desarrollo
de colonias de origen bacteriano. El limite de deteccion (LD), es decir, la minima
concentracién microbiana que se puede detectar mediante esta técnica es de 2 UFC/mL
pues la minima concentracion detectable es una colonia en 500 microlitros. Cada
medida se realizé por triplicado, con la inoculacion de tres muestras en tres placas. Las
colonias formadas, se pueden visualizar y cuantificar tras dos dias de incubacién a
28 °C en oscuridad (Figura 3.5). Las colonias formadas por el género Fusarium en este
tipo de medio de cultivo se caracterizan por un aspecto regular, algodonoso y opaco, de

color blanquecino a marrdn, lineas de crecimiento bien definidas y formas redondeadas.
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Figura 3.5. Placa Petri con colonias de F. solani en agar malta acidificado procedente de un experimento
fotocatalitico tras dos dias de incubacion a 28 °C.

Para realizar los experimentos con Fusarium spp. se utilizaron dos medios de
crecimiento distintos, agar de esporulacion KCI y agar malta acidificado. El agar de
esporulacién KCI se utiliza para favorecer la esporulacién por ser un medio de cultivo
pobre en nutrientes. Se emplea para la generacion de una gran cantidad de esporas y la
posterior preparaciéon de las suspensiones de los experimentos. Por otro lado, para la
evaluacion de la viabilidad de las esporas inoculadas en las muestras de agua durante
los experimentos, se utiliza como medio de cultivo agar malta acidificado, en el cual

crecen las colonias bien definidas y permite un recuento fiable.

El descenso de concentracién de UFC durante el tratamiento fotocatalitico solar de
P. capsici también se realizd6 mediante la técnica de recuento en placa por diseminacion
en superficie. En este caso, se utiliz6 agar malta como medio de cultivo tras realizar
diferentes pruebas de crecimiento en otros medios como agar patata dextrosa (PDA) y
agar malta acidificado. En estos medios, las colonias formadas no podian ser facilmente
detectables mientras que en agar malta, tras un dia de incubacién en oscuridad a 26 °C,
las colonias si podian ser cuantificadas. El protocolo seguido para la cuantificacion de la
inactivacién microbiana en este caso fue similar al utilizado para Fusarium spp. Las
colonias formadas por P. capsici se caracterizan por ser poco definidas y con limites de

crecimiento poco regulares.

En todos los experimentos, los datos obtenidos en las mediciones se analizaron
usando la herramienta del analisis de varianza de una variable ANOVA, P<0,05,
confianza > 95 % (Origin v7.0300, OriginLab Corp., Northamton, USA).
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3.2.2. Recuento directo al microscopio

El método de recuento directo al microscopio es una técnica muy empleada para
conteo directo de particulas utilizando un microscopio 6ptico y una camara de recuento.
Este método se utiliz6 para determinar la concentracion de esporas obtenida en el
proceso de extraccion, y posibilitar el ajuste de la concentracién inicial requerida para
comenzar cada experimento mediante dilucién de la suspension fungica en el reactor
(10%-10° UFC/mL).

En este caso se ha utilizado una camara de recuento tipo Neubauer (Brand,
Alemania). Se trata de un portaobjetos con una depresién en el centro de 0,1 mm?® de
volumen que tiene 4 grandes espacios cuadrados subdivididos a su vez en otros 16 mas
pequenos. Durante la observacién al microscopio de la camara se cuentan las particulas
encontradas en el interior de los 4 recuadros grandes, de modo que el recuento final de
las esporas permite obtener la densidad de particulas en la suspensién de origen

utilizando la siguiente ecuacion:

UFC

0.1mm x lmm

3.1
x 1000mm™ / mL (3.1

2

[Microorgan ismo(UFC/ mL)] =

El microscopio éptico se utilizd para observar en campo claro la adsorcién del TiO,
sobre las esporas durante el tratamiento fotocatalitico. Se utilizé un microscopio 6ptico
modelo Eclipse 50i, Nikon al que se le acopla una camara Nikon Coolpix 8400 con la
cual se realizaron fotos durante el procedimiento experimental. En determinadas
ocasiones se tifieron las suspensiones con verde de malaquita (50 mg/L) para favorecer
la visualizacién de las estructuras fungicas. Con la ayuda de la camara Neubauer y el
microscopio optico se realizé de forma sistematica la cuantificacion de esporas fungicas
antes de cada experimento. La figura 3.6 muestra una foto de la camara Neubauer
utilizada, el microscopio optico empleado para el recuento de esporas y la imagen

observada al microscopio de la camara de recuento.
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Figura 3.6. a) Camara Neubauer. b) Microscopio 6ptico Nikon Eclipse 50i donde se coloca la camara. c)
Vista de la camara Neubauer al microscopio (10x).

3.3. Tipos de agua utilizadas en el trabajo experimental
3.3.1. Agua destilada

El agua de referencia utilizada en este trabajo experimental fue agua destilada,
evitando la influencia de compuestos quimicos organicos e inorganicos presentes de
forma natural en otros tipos de agua. En previas publicaciones se ha demostrado que el
estrés osmoético generado por la falta de sales en el agua destilada no afecta a la
viabilidad de las esporas en un periodo de tiempo de 5-6 h [Sichel y cols., 2007a]. El
agua destilada utilizada se obtiene de una planta de destilacion por ésmosis instalada
en la PSA. Se obtiene mediante una etapa de pre-6smosis donde se lleva a cabo una
dosificacion de hipoclorito, bisulfito y filtracion por cartucho de 5 micras. A continuacion
pasa por una etapa de Osmosis inversa y finalmente por una etapa de electro-
desionizacién para eliminar los solidos disueltos que no se hayan eliminado durante la
etapa de 6smosis inversa. Las principales caracteristicas del agua destilada observadas
durante el periodo experimental fueron: conductividad <10 mS/cm, carbono organico
disuelto < 0,5 mg/L y una concentracién de CI" de 0,7-0,8 mg/L y de NO3;™ de 0,5 mg/L,
pH ~ 5,5.

3.3.2. Agua natural de pozo

Para acercar nuestros experimentos a un ambiente quimico similar al agua de
riego en agricultura, se escogié agua natural de pozo. El agua es extraida de un pozo
situado en la PSA a una profundidad de aproximadamente 200 m. La concentracion
natural de organismos se determind mediante la técnica de recuento en placa en medio

Luria Bernati (LB, Panreac, Espafia), medio general utilizado para el recuento
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bacteriano, y agar malta acidificado, no detectandose la presencia de ninguna especie
ni bacteriana ni fungica. El agua de pozo no se autoclavd para evitar posibles cambios
en su composicién quimica. Los experimentos fueron realizados con lotes de 200 L de
agua, evitando asi las posibles variaciones en su composicion. La tabla 3.2 muestra los
parametros fisico-quimicos de este tipo de agua medidos durante el periodo
experimental. La principal caracteristica de este tipo de agua es la alta concentracion de
carbonatos y bicarbonatos (221 mg/L) presentes en el agua, los cuales presentan
elevada afinidad por los radicales hidroxilo generados durante la fotocatalisis
provocando una disminucién en la eficiencia del proceso. El pH de esta agua es

aproximadamente 7,5.

Tabla 3.2. Caracterizacion de los diferentes tipos de agua utilizados en esta

memoria.
Agua de AsEDAR* Efluente real
pozo EDAR
CI" (mg/L) 394 +14 11,5 £ 0,07 289,7+ 64
NOs" (mg/L) 28+0,3 9+0,02 12,3 £15
S0,* (mglL) 339+1,3 111,8 + 26 114,7 + 32
NH," (mg/L) = 1,93 1 35,3 + 21
PO.* (mglL) - 0,24 + 0,05 6,2+ 3,1
Na’ (mg/L) 480+ 2 33,4+1,7 182,6 + 11
Mg?* (mg/L) 94 +1,7 17,5+ 0,4 27 £ 3,2
K* (mg/L) 10,9+ 0,4 14 £1 243+3
ca® (mglL) 115+ 2,2 28+9 78+3
HCOs™ (mg/L) 660 + 64 65+ 1 85,7+3
pH 7,48 8,15 7,31
Conductividad (uS/cm) 2228 10,8 362 + 11 1530 £ 152
Turbidez (UNF) 1+0,2 1,5+0,5 7,78 £4,48
Bacterias (UFC/mL) 02 02 10° + 100
COD (mg/L) 3,056+25 26+0,8 16,3+ 3

*AsEDAR = Agua simulada de salida de EDAR

3.3.3. Agua simulada de salida de una Estacion Depuradora de Aguas Residuales
(EDAR)

El agua simulada de efluente de depuradora municipal (Simulated Municipal
WasteWater Treatment Plant Efluent, SMWWTPE o SMWWE en inglés) se utiliz6 como
modelo de efluente real con una concentraciéon de carbono organico disuelto (COD) de
25 mg/L. Este agua contiene 96 mg/L de NaHCO,;, 7 mg/L de NaCl, 60 mg/L de
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CaS0,2H,0, 6 mg/L de Urea, 60 mg/L de MgSOQO,, 4 mg/L de KCI, 28 mg/L de K;HPO,,
4 mg/L de CaCl,2H,0, 32 mg/L de peptona, 2 mg/L de MgSO,7H,O y 22 mg/L de
extracto de carne [Klamert y cols., 2010]. La tabla 3.2 muestra los parametros fisico-
guimicos de esta agua medidos durante los experimentos. Todos estos compuestos se
mezclaron en agua destilada autoclavada para evitar la contaminacion del agua. Este
tipo de agua fue utilizada como modelo de agua de salida de depuradora municipal para
evaluar el efecto del tratamiento fotocatalitico solar sobre la inactivacion de esporas,
evitando asi las fluctuaciones naturales que se dan en cuanto a contenido en
componentes organicos e inorganicos derivados de los influentes que llegan a la

depuradora.

3.3.4. Efluente real de una EDAR

El agua real de salida de depuradora municipal se obtuvo de la Estacion
Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) El Bobar localizada en la ciudad de Almeria.
La tabla 3.3 muestra los analisis efectuados al agua de entrada y salida de la planta en

el mes de Marzo de 2011 en las instalaciones de El Bobar.

Esta planta trata aguas residuales urbanas de la ciudad de Almeria con una
capacidad de 100000 habitante-equivalentes, con un volumen de produccion de
11594704 m®/afio de agua tratada. La EDAR El Bobar esta disefiada para el tratamiento
de las aguas residuales generadas en el término municipal de Almeria desde la
recepcidn hasta un nivel secundario. La linea de agua consta de las etapas de
recepcion y pretratamiento (desbaste, desarenado y desengrasado), adicion de
reactivos quimicos para control de olores en decantacién primaria, decantacion primaria,
tratamiento biolégico mediante fangos activados a media carga y decantacion

secundaria.

Tabla 3.3. Parametros medidos en los efluentes de la EDAR EIl Bobar en marzo de

2011

Parametro Unidad Entrada Salida Rendimiento
pH 7,77 7,66
Conductividad puS/cm 1970 1717

DBOs mg/L 452 15 96 %

DQO mg/L 1215 78 93 %
Sdlidos mg/L 415 14 96 %
Suspension

Sélidos mg/L 243 4 98 %

Sedimentados
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En la tabla 3.2 se muestra la media de todos los valores analizados en la PSA
para los tres tipos de agua utilizados en este trabajo experimental. El analisis de los
iones presentes de forma natural en el agua de pozo, agua simulada y agua real se
realizé por cromatografia idnica (Cl). Para los aniones se utilizé un cromatografo modelo
DX-600 (Dionex Corporation, Sunnyvale, California) y para los cationes un modelo DX-
120. El Carbono Organico Disuelto (COD) y el Carbono Total (CT) fueron analizados
usando un TOC-5050 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). La turbidez se midié con
un turbidimetro (modelo 2100N, Hach, USA). No se observé la presencia de hierro en el
agua mediante técnica espectrofotométrica (medidas UV-VIS, limite de deteccion de
0,05 mg/L). Todas estas técnicas analiticas empleadas para la caracterizacion del agua

se describen a continuacion.

3.4. Técnicas analiticas
3.4.1. Cromatografia iénica (Cl). Determinacion de aniones y cationes inorganicos

Descripcion del equipo y fundamento tedrico

La cromatografia idnica (Cl) es una técnica eficaz de separacién y determinacion
de iones, que se basa en el uso de columnas cromatograficas que contienen resinas de
intercambio iénico. Esta técnica analitica se emplea para la determinacion de aniones y
cationes en una determinada muestra de agua, tales como CI', NO3, NO,, Na*, K*, Ca®,
Mg*, NH,*, SO, PO,>.

Figura 3.7. Cromatégrafos iénicos Dionex utilizados en el procedimiento experimental.
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El cromatdgrafo idnico empleado para la deteccidon de aniones es un Dionex DX-
600 formado por un muestreador automatico (Dionex AS40), una bomba cuaternaria de
gradiente (Dionex GP50), un horno termostatizado (Dionex LC30) y un detector de
conductividad (Dionex ED50). En primer lugar la fase moévil pasa a través de una trampa
de aniones (Dionex lonpac ATC-3), que garantiza la pureza de la misma, para fluir a
continuacién a través de la pre-columna (Dionex lonpac AG11-HC 4 x 50 mm), la
columna cromatografica (Dionex lonpac AG11-HC 4 x 250 mm), una supresora (Dionex
ASRS- Ultra Il 4mm) y la celda de conductividad eléctrica. Esta supresora trabaja
usando programas de gradiente y en el modo de operacion que se conoce como
“AutoSuppression Recycle Mode”, en el que el flujo a la salida del detector se introduce
en un bote cerrado y completamente lleno que alimenta de nuevo a la supresora,
permitiendo proporcionar a la misma una solucién regeneradora de composicion

estable.

El cromatégrafo idnico usado en la deteccién de cationes es un equipo Dionex
DX-120 que consta de un muestreador automatico (Dionex AS40), una bomba
cuaternaria, una pre-columna (Dionex lonpac CG-12A 4 x 50 mm), una columna
cromatografica (Dionex lonpac CS12A 4 x 250 mm), una supresora (Dionex CSRS-Ultra
4 mm) y una celda de conductividad eléctrica. A la salida de la celda, el efluente se
introduce en el puerto de regeneracién de la supresora, de forma que ésta trabaja en la

configuracién estandar con programas isocraticos.

La sefial emitida por el detector genera un pico cuya area se evalua mediante
una calibracion interna. La respuesta del detector de conductividad no es lineal en todo
el rango de medida, por lo que se realizan varias rectas de calibrado dentro de los
rangos en los que la respuesta es lineal: 0-1 mg/L, 1-10 mg/L y 10-50 mg/L (tanto para
aniones como para cationes). Para el caso del amonio, las curvas de calibrado se
ajustan a un polinomio de segundo grado debido a que el grado de disociacién de
acidos débiles a bases débiles a pH neutro se ve afectado por su concentracion. La
desviacion estandar de ambos equipos es aproximadamente del 3 %. La rutina de
funcionamiento del cromatégrafo i6nico asi como la evaluacién y adquisicion de los

datos se lleva a cabo mediante el software Chromeleon®.
Procedimiento

Las muestras son filtradas directamente sobre los propios viales proporcionados
por Dionex a través de un filtro de PTFE (politetrafluoroetileno o teflén) con un tamano
de poro de 0,22 um (Millipore Millex® GN). Las condiciones de operacion de los dos

equipos y de deteccidn de los iones inorganicos se muestran en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Fase movil y condiciones de deteccion en los Cromatégrafos l6nicos

Equipo lones ggumdba; Fase movil (porcentajes)
Di
D)'?_:Z’(‘) Na'NH."K', Ca2", Mg?* 1,2 mL/min H2SO4 20 mN (isocratico)

H>0/ NaOH 100 mM (80/20): 0-8 min
1,5 mL/min H20/ NaOH 100 mM (65/35): 8-15 min
(Gradiente)

Dionex CI, NO2, NOg, S04%,
DX-600 POs™

El buen funcionamiento de ambos equipos asi como su correcta calibracién se
comprueba mediante la inyeccion diaria de disoluciones patrén de 10 mg/L de cada uno

de los iones que se van a medir.

3.4.2. Carbono Orgénico Disuelto (COD)

Descripcion del equipo y fundamento tedrico

La determinacion del COD permite evaluar el grado de mineralizacién de
compuestos quimicos organicos durante el proceso fotocatalitico. Para ello se ha
empleado un Analizador de Carbono Organico Total Shimadzu modelo TOC-50502
(Figura 3.8), equipado con un muestreador modelo ASI-5000A. Este analizador mide el
Carbono Total (CT) y el Carbono Inorganico Total (CIT) disueltos en agua, la diferencia

entre ambas medidas proporciona el Carbono Organico Disuelto (COD).

Figura 3.8. Analizador de Carbono Organico Total utilizado en el procedimiento experimental.
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El analisis de CT se lleva a cabo mediante la combustion de las muestras en un
tubo relleno de un catalizador de platino soportado sobre bolas de alumina, a una
temperatura de 680° C. El CT presente en la muestra se oxida dando lugar a CO, que
es arrastrado por aire de alta pureza (flujo de 150 mL/min), enfriado y secado mediante
un deshumidificador. A continuacion, el CO, es analizado mediante un detector de
infrarrojos no dispersivo (NDIR), generando un pico cuya area es proporcional a la

cantidad de carbono presente en la muestra y es integrada por un procesador de datos.

En la medida de CIT, la muestra se introduce en un recipiente de reaccion en el
que se burbujea aire en presencia de acido fosforico (25 % p/V). La descomposicién de
los carbonatos y bicarbonatos (CIT) presentes en la muestra generan CO,, que es
arrastrado por el aire de alta pureza y procesado en el NDIR, de la misma forma que el
CT.

La relacién lineal existente entre el area calculada por el procesador de datos y
la concentracién correspondiente de CT y CIT permite una cuantificacion basada en
rectas de calibracion. Estas rectas se elaboran utilizando disoluciones estandar
preparadas en agua ultra pura (sistema Milli-Q), de hidrogeno ftalato de potasio para la
determinacion del CT y una disoluciéon de carbonatos en la que la mitad de carbonos
procede de carbonato sédico y la otra mitad de bicarbonato sdédico para la
determinacion del CIT. Los rangos correspondientes a las cinco rectas de calibracion
realizadas para el CT y el CIT respectivamente, son los siguientes: 1-10, 10-50, 50-250,
250-1000 y 1000-4000 mg/L, y 0,5-5, 5-20 y 20-200 mg/L. En todas ellas los coeficientes
de regresion lineal obtenidos fueron proximos a 1. La desviaciéon estandar del equipo es
del 2 %.

Procedimiento

La medida del COD requiere un tratamiento previo de la muestra, consistente en
la filtracion de unos 12 mL de la misma a través de un filtro de PTFE con un tamafio de
poro de 0,22 pym (Millipore Millex® GN) antes de introducirla en el muestreador del
equipo. De esta forma se retiran los solidos en suspension presentes en la muestra que
puedan dafar al sistema. A continuacion se produce la inyeccion automatica de la
muestra y se realiza la medida de COD por diferencia entre el CT y el CIT, tal y como se
detalla arriba. La comprobacién del correcto funcionamiento y calibracién del equipo se

llevan a cabo mediante la medida periddica de disoluciones patrén.
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3.4.3. Turbidez del agua

La turbidez es la cuantificacion de la dispersion y absorcion de luz a 90° al pasar
a través de una muestra de agua. La turbiedad en el agua puede ser causada por la
presencia de particulas suspendidas y disueltas de gases, liquidos y sélidos tanto
organicos como inorganicos, con un ambito de tamafos desde el coloidal hasta

particulas macroscopicas.

La turbidez da una idea poco precisa de la calidad de un agua, cuanto mas turbia
sea un agua menor sera su calidad. Segun la OMS, la turbidez del agua para consumo
nunca debe superar 5 UNF (Unidades Nefelométricas de Formacina) y de forma ideal

debe hallarse por debajo de 1 UNF.

La turbidez se expresa en Unidades Nefelométricas de Formacina (UNF) o en
inglés Nefelometric Turbidity Units (NTU). Se mide utilizando un turbidimetro, que
determina la intensidad de la luz dispersada a 90° cuando un haz de luz pasa a través
de la muestra. El turbidimetro utilizado es el modelo 2100AN de Hach (USA) que se

muestra en la figura 3.9.

Figura 3.9. Turbidimetro modelo 2100AN utilizado en el procedimiento experimental.

La calibracion del equipo es fundamental para realizar medidas adecuadas. Para
lo cual, previo a las medidas de turbidez de las muestras, se realizaron calibraciones
con el kit de calibracién para Hach 2100AN (IS Stablcal® Stabilized Formazin standars).
La formacina es una suspension compuesta por la mezcla de sulfato de hidracina (5 g/L)
y de hexametilenetetramina (50 g/L) en agua ultrapura. La suspension resultante es
estable, reproducible y produce un valor de turbidez de 4000 UNF. EI kit utilizado
consiste en diferentes patrones de formacina que varian desde <0,1 UNF a 4000 UNF
[APHA, 1975].
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Procedimiento

Se llena la cubeta de vidrio borosilicatado del turbidimetro con la muestra a
analizar. Se limpia la célula para evitar variaciones en la dispersién de la luz ajenas a las
condiciones de turbiedad de la muestra. Se homogeneiza con una suave agitacion antes
de introducirla procurando que en la cubeta no queden burbujas de aire y a continuacion
se inserta en el compartimento de la cubeta del turbidimetro. Por norma general se
establece que si la turbidez es superior a 40 UNF se debe diluir la muestra

convenientemente con agua destilada.

3.4.4. pH, Oxigeno disuelto (OD), temperatura y conductividad

Las medidas de pH y oxigeno disuelto (OD) se realizaron directamente en las
muestras experimentales tomadas tanto en el caso del reactor de botella como el
reactor solar CPC de 14 L, utilizando para ello un medidor multi-parametrico que consta
de una sonda de OD y otra de pH (multi720, WTW, Alemania). La temperatura también
se midié directamente en el reactor mediante termémetros portatiles (Checktemp,
Hanna instruments, Espana). Para la determinaciéon de la conductividad se utilizé un
conductimetro (GLP31, CRISON, Espana).

En el caso del reactor solar CPC de 60 L, estas medidas se toman directamente

en el reactor mediante sondas insertadas en el propio circuito (Seccién 3.5.3).

3.4.5. Hierro en muestras de agua (ISO 6332)

El hierro interviene como catalizador en el ciclo fotocatalitico de las reacciones
Fenton y foto-Fenton en fase homogénea en presencia de H,O,. La determinacién de la
cantidad de hierro en forma de Fe?* o Fe* resulta imprescindible para conocer el
funcionamiento del tratamiento mediante foto-Fenton. Para realizar experimentos de
foto-Fenton se utilizaron dos sales de hierro, sulfato ferroso (FeSO,.7H,O, PANREAC,
Espafa) y nitrato férrico (Fe(NO3);.9H,0, PANREAC, Espafia) como fuente de Fe* y

Fe*" respectivamente.

El i6n ferroso disuelto forma un complejo de color rojo al reaccionar con tres
moléculas de 1,10-fenantrolina. La formacion de este complejo se da en un intervalo de
pH comprendido entre 2 y 9, aunque éste es suficientemente amplio, para asegurar la
formacion cuantitativa del complejo es necesario mantener el pH entre 3 y 3,5, con lo
que la medida se lleva a cabo en una solucion tampon de acido acético/acetato. La

absorbancia del complejo Fe?* con 1,10-fenantrolina medida a 510 nm es proporcional a
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la concentracion de i6n ferroso. Haciendo uso de esta propiedad se analizan las

muestras de agua para determinar su concentracién en Fe?".

Por otro lado, en el proceso de foto-Fenton, en presencia de H,O,, el i6n ferroso
(Fe?*) se oxida rapidamente a férrico (Fe*), con lo que en el agua y en la mayoria de las
muestras el hierro se encuentra en forma de Fe**. Para determinar la concentracion de
Fe*, se procede a reducir todo el Fe® a Fe? mediante la adicion de acido ascorbico, de
manera que éste reacciona con 1,10-fenantrolina. Asi, todo el hierro presente en la
muestra se cuantifica como hierro total y por diferencia entre la concentracion de hierro
total y Fe?* medidas de la misma muestra de agua se puede determinar la concentracion

de Fe*".

Procedimiento

Para la medida del ién Fe?*, se toman 4 mL de muestra previamente filtrada a
través de un filtro de PTFE con un tamafio de poro de 0,22 uym (Millipore Millex® GN), y
se anade 1 mL de solucion 1,10-fenantrolina (1 g/L) y 1 mL de solucion tampén (250 g/L
de acetato amoédnico y 700 mL/L de acido acético en agua destilada). Después de
1 minuto se mide la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm y cubeta de un 1 cm
de paso de luz en un espectrofotometro (Unicam-Il). Se utiliza agua destilada como

muestra de referencia en el espectrofotdmetro para todas las medidas.

En cuanto a la medida de hierro total, se afnade a la mezcla de muestra filtrada,
fenantrolina y solucién tampén, una cantidad aproximada de 15 mg de acido ascorbico
(suficiente para superar el equilibrio estequiométrico) de forma que el i6n férrico se
reduzca a i6n ferroso y se pueda medir la absorbancia del complejo Fe**-fenantrolina a
510 nm. Este mismo procedimiento se aplica a la referencia (agua destilada).
Consecuentemente, la concentracion de Fe®" presente en la muestra se puede obtener

por diferencia entre el hierro total y el Fe?*.

A partir de los datos de absorbancia obtenidos en el espectrofotémetro se calcula
la concentracion de hierro utilizando una recta de calibrado realizada para un rango de
concentraciones de 0,01 a 10 mg/L de i6n ferroso (Ecuacion 3.2). Si la concentracion
esperada de hierro total o Fe?* es superior a 10 mg/L se efectua la correspondiente

dilucion de la muestra.

C,... (mg/L)=(7.15x Abs.—0.036) x Factor dilucion ; R*=0.99 (3.2)
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La presencia de otros agentes oxidantes (como el peréxido de hidrégeno) en
solucion interfieren en este método analitico, puesto que oxidan el ién ferroso a férrico,
que no forma complejo con la fenantrolina. Por otro lado, existen diversos metales
pesados que forman complejos también con la fenantrolina, como son Cr**, Zn?,
Co?*,Cu®, Ni**, y otros que precipitan con ella: Ag”, Bi**, Hg?*, Cd**, MoO,*. Ademas el
color que pueden presentar las muestras de agua supone también una interferencia
importante a tener en cuenta, ya que se trata de un método espectrofotométrico. Existen
publicaciones sobre diferentes procedimientos que se aplican para la eliminacion de
estas interferencias [APHA, 1998]. En este trabajo de investigacion las principales
interferencias que se encuentran son las debidas a la presencia de peroxido de
hidrégeno. En nuestro caso, la medida de ion ferroso se realizd inmediatamente
después de tomar la muestra, ya que al proceder de un experimento de foto-Fenton, el
peréxido de hidrogeno presente en la muestra oxida todo el Fe** a Fe*, con lo que el
equilibrio entre ambas especies se puede ver afectado. La concentracién inical de i6n
ferroso fue medida tras la primera adicion de H,O, (muestra a tiempo 0) en todos los
casos. Sin embargo, cuando la intencion es medir el hierro total disuelto para comprobar
gque no se han producido pérdidas por precipitacion de catalizador a lo largo del

tratamiento, no es necesario realizar la medida inmediatamente.

3.4.6. Perdxido de hidrégeno (H,O,) en muestras de agua

La determinacion cuantitativa del peroxido de hidrogeno se ha llevado a cabo
mediante espectrofotometria con el reactivo titanium(lV)oxysulfate (Riedel de Haén,
Alemania) de acuerdo con el método DIN 38402H15. Se trata de un método basado en
la formacion de un complejo estable de color amarillo formado por la combinaciéon de

H>O, con el TiIOSOy, tal y como indican las siguientes reacciones:

TiOSO, 5, +5H,0 — [Ti(OH)y(H,0), ], + HSO; (3:3)
[1i(OH), (H,0),].,,, + H,0, - [Ti(0,)(OH)(H,0),];,,, +2H,0 (3.4)

El complejo [Ti(O2)(OH)(H20)s]" aq) Presenta un maximo de absorcion a 410 nm
[Muhoz y cols., 1990]. El método presenta un limite inferior de deteccion de 0,1 mg/L y
un rango lineal desde 0,1 mg/L a 100 mg/L donde se realizé una recta de calibrado para

la determinacién de las concentraciones de H,O, en muestras acuosas.
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Procedimiento

El procedimiento para la medicién del peréxido de hidrogeno se realiza filtrando
la muestra con un filtro (0,22 PTFE, Millipore Millex® GN). A continuacién se mezclan
5 mL de la muestra filtrada con 0,5 mL del reactivo titanium (IV) oxysulfate (TiOSO,). La
reaccion es instantanea y estable al menos durante 10 horas. EI maximo de absorcion
de este complejo se obtiene a 410 nm. Para medir absorbancia se utiliz6 un
espectrofotdmetro Unicam-Il tomando como referencia agua destilada. Del dato de
absorbancia se puede obtener la concentracion de H,O, en la muestra mediante la
ecuacion 3.5. Si la concentracion esperada de H,O, es superior a 100 mg/L se efectua

la correspondiente diluciéon de la muestra.

H,0,(mg/L)=-0.024+(51.731x 4); R*=0.999 (3.9)

Las concentraciones de peroxido de hidrogeno empleadas en los distintos
tratamientos solares para inactivar esporas fungicas en agua variaron entre 5 y 20 mg/L.
Tales cantidades de peroxido de hidrogeno no comprometen la viabilidad de las
esporas, es decir, el peroxido de hidrégeno no debe considerarse como téxico para las
esporas evaluadas a dichas concentraciones. Por tanto, no fue necesario eliminar el
H,O, de las muestras para evitar perturbaciones en la determinacién de la cantidad de
UFC.

3.4.7. Diéxido de titanio

El diéxido de titanio es un Oxido metalico semiconductor con propiedades
fotocataliticas cuando se encuentra en presencia de luz ultravioleta (A <390 nm). En

este trabajo se utilizara siempre en suspension acuosa.

El diéxido de titanio utilizado en el trabajo experimental es el producto comercial
TiO, Aeroxide P25 (Evonik, Degussa Corporation, Alemania) y se uso tal y como se
recibe del proveedor. Hasta hace pocos afnos era conocido como Degussa P25 y
también era un producto comercial. Se ha seleccionado este tipo de semiconductor
porque la aplicacién final en esta investigacién consiste en la purificacién de aguas
donde se utilizarian grandes cantidades de fotocatalizador en instalaciones a escala
industrial o en aplicaciones piloto para comunidades aisladas. Ademas, este
fotocatalizador es el mas estudiado en el campo de la fotocatalisis para aplicaciones de
tratamiento y purificacion de aguas. Su eficiencia fotocatalitica en agua suele ser

superior a la de muchos otros materiales de laboratorio para la degradacién de un gran
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numero de compuestos organicos y microorganismos. Por ello, en los ultimos afios se
ha convertido en un referente frente a otros materiales nuevos en la fotocatalisis
heterogénea. De este modo, se seleccioné este material por ser efectivo como

fotocatalizador, facil de dispersar en agua y por tener un coste asequible.

Este TiO, presenta un ancho de banda (diferencia de energias entre la banda de
valencia y la de conduccién) de 3,2 eV, con lo cual, la fotoexcitacion del semiconductor y
la separacion pares electron-hueco se producira cuando los fotones incidentes sobre la
superficie del mismo tengan una energia superior a los 3,2 eV, lo que significa que toda
la radiacion UV de longitud de onda igual o inferior a 387 nm tendra energia suficiente
para excitar el catalizador. Su area especifica (area superficial por unidad de masa) es
de 55 + 5 m?%/g. Su tamafio medio de particula en la muestra seca varia de 20 a 40 nm,
aunque en presencia de agua forma agregados cuyo radio hidrodinamico varia de
100 nm a 3000 nm dependiendo de la concentracion, del tipo de iones en el medio y del
pH [Fernandez-lbanez, 2004].

El punto de carga nula de este TiO, es 6,8 + 0,2, lo que quiere decir que a pH>7
los agregados de TiO, presentan una carga neta superficial negativa y tanto mayor
cuanto mas elevado sea el pH del medio. De forma inversa, a pH<7 el catalizador forma
agregados de particulas de mayor carga neta superficial positiva cuanto mas acido sea

el medio [Fernandez-lbafez y cols., 2003].

Conocidas las propiedades coloidales y Opticas de este catalizador comercial, se
pueden estimar las concentraciones de catalizador ideales para tener un maximo
aprovechamiento de la radiacion UV-A solar para los procesos de fotocatalisis desde el
punto de vista de la extincién de luz en la suspension acuosa de TiO, y de las

dimensiones y configuracion geométrica del reactor.

Aunque el objetivo de este trabajo no es evaluar la pérdida de radiacion dentro
de la suspension, este efecto resulta ser uno de los mas importantes a la hora de
interpretar los resultados. Cuando la concentracion de catalizador es muy elevada, la
extincién de luz impide que la radiacion atraviese la suspension mas alla de una cierta
distancia en el interior del reactor. El porcentaje de fotones absorbidos y dispersados
por las particulas de TiO, es un problema dificil que, muy a menudo no puede

resolverse experimentalmente pero que puede ser estimado.

Cassano y Alfano determinaron experimentalmente los coeficientes de dispersion
y de absorcion de dichas suspensiones a longitudes de onda entre 275 nm y 405 nm. La
suma de ambos coeficientes resulta en el coeficiente de extincion de la suspension

[Cassano y Alfano, 2000]. Teniendo en cuenta este coeficiente y la concentracion del
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catalizador, se puede determinar de forma aproximada el recorrido maximo de los
fotones UV dentro de la suspensién. Para ello hay que tener en cuenta ademas la
dependencia del coeficiente de extincién con la longitud de onda en el rango donde el

catalizador es fotoactivo.

Se define el parametro Lgg como la longitud de paso éptico que ha de tener un
reactor para que un 99 % de la radiacion incidente sea aprovechada por la suspension
de una concentracion definida. En este caso, el reactor ofreceria las mejores
condiciones posibles de aprovechamiento de la radiacion desde el punto de vista 6ptico.
La concentracion de catalizador que extingue el 99% de la intensidad radiante se puede
estimar teniendo en cuenta la relacion entre la extincion de luz en el rango UV-A (300-
400 nm) I/l (lo: intensidad entrante, I: intensidad de luz atenuada por la suspensién), la
concentracion de catalizador ([TiO,], mg/L), la longitud de paso 6ptico Lgg y el coeficiente
de extincién en el rango UV (B =51305 cm?g) segun la ecuacion 3.6 [Fernandez-
Ibafiez, 2004]:

10.606 (3.6)
[7i0,]- B (4)

99 —
Esta concentracién se estimé en 35 mg/L para el reactor de botella [Sichel y
cols., 2007a] y 83 mg/L para un reactor CPC de 14 L y de 60 L [Fernandez-lbanez y
cols., 2009]. Para obtener estos resultados se impuso la condicién Lgg = diametro del
reactor si no se usa CPC y Lgg = radio del tubo del reactor si se utiliza CPC, ya que éste
hace que la radiacion llegue desde todas las posibles direcciones. El reactor de botella
tiene un diametro interno de 5,6 cm; y el reactor CPC tiene un radio interno de tubo de
2,32 cm.

Procedimiento

Para estimar la concentracion de TiO, en una suspension se utiliza la medida de
extincion luminosa a una longitud de onda de 800 nm mediante espectrofotometria. Se
utiliza esta longitud de onda por ser un valor para el cual la absorbancia de las muestras
se debe uUnicamente a la concentracion de TiO, en suspension y no a fenémenos de
absorcién de luz debido a sus caracteristicas como semiconductor [Fernandez Ibafez,
2004]. A partir de los datos de absorbancia obtenidos en el espectrofotémetro (Unicam-
Il) se calcula la concentraciéon de TiO, utilizando una recta de calibracion externa

realizada para un rango de concentraciones de 0 a 300 mg/L (Ecuacion 3.7).

[Ti0,1(mg/ L) = (191+5)x Abs—(2+4) R> =0.99 (3.7)
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3.5. Reactores solares

Los experimentos de desinfeccion fotocatalitica se han realizado utilizando tres
reactores diferentes. Los estudios preliminares se realizaron en reactores solares de
botella (escala de laboratorio) con un volumen de agua de 200 mL. El siguiente reactor
empleado en la experimentaciéon es un reactor tipo CPC con un volumen total de 14 L.
Finalmente, los tratamientos a volumenes mayores se han realizado en una nueva

planta piloto tipo CPC con un volumen total de 60 L.

3.5.1. Reactor de botella

Las estudios experimentales preliminares de los diferentes tratamientos
fotocataliticos sobre la inactivacién de esporas fungicas se llevaron a cabo a escala de
laboratorio utilizando para ello reactores de botella de 250 mL DURAN-vidrio (Schott,
Alemania). El empleo de este tipo de reactor permite la utilizaciéon simultanea de varios
reactores idénticos al mismo tiempo, lo que agiliza la realizacion de ensayos por
triplicado de forma simultanea, evitando asi dispersion de resultados debida a cambios
en los factores medioambientales. Aunque este reactor no posee las condiciones de
disefo y geometria idéneas para realizar ensayos fotocataliticos solares, presenta la
gran ventaja de utilizar volimenes suficientemente pequefios como para realizar de
forma comoda experimentos sin necesidad de consumir grandes cantidades de esporas
ni de medios de cultivo con el consiguiente ahorro econémico y de tiempo que esto
supone. Ademas su transmisividad en el rango de fotoactividad de los procesos
evaluados es suficientemente elevada, 90 %. Este reactor se ha utilizado en este trabajo
para la demostracion experimental de nuevos fendémenos, evitando grandes volumenes
en reactores de intemperie donde ciertas condiciones experimentales son dificiles de
controlar. Otros trabajos anteriores también utilizan este reactor con fines similares
[Rincén y Pulgarin, 2003; 2004a; 2004b; Sichel y cols., 2007a; 2007b; Sphuler y cols.,
2010].

Este sistema consta de una botella de 250 mL de volumen total dispuesta sobre
un agitador magnético cuya funcion es mantener el sistema homogenizado asegurando
asi que la mezcla recibe la misma cantidad de energia solar durante todo el tratamiento.
La agitacidon se mantiene durante todo el tiempo a 100 revoluciones por minuto (rpm), lo
que asegura la correcta homogenizacion de las suspensiones sin afectar negativamente
a la viabilidad de las esporas. Las botellas se cubren con un vaso de vidrio para permitir
la entrada de radiacién solar al reactor desde todas las direcciones tal y como se puede

observar en la figura 3.10.
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Figura 3.10. a) Imagen de un reactor de botella agitado magnéticamente durante un experimento de
desinfeccion fotocatalitica. b) llustracion del reactor de botella de vidrio de 250 mL (volumen iluminado de
agua: 200 mL). c) llustracidon de un corte transversal de una botella y la direccidn de los rayos solares hacia
el interior de la botella.

Las especificaciones técnicas de este reactor solar se resumen en la tabla 3.5. El
volumen total analizado es 200 mL y todo el sistema esta continuamente iluminado. El
area iluminada se obtiene como el producto de la altura de la botella (5,5 cm) por el
radio interno de la botella (2,75 cm), obteniéndose una superficie iluminada de
0,0095 m?.

El vidrio de la botella empleada en este trabajo permite la entrada de un 90% de
la radiacién solar en el rango UV-A; otros materiales tales como el metacrilato actuan
como pantalla evitando la entrada de radiacién UV-A en el interior del sistema, lo cual va
en detrimento de las reacciones de fotocatalisis y especialmente con TiO,. La figura 3.11
muestra la transmitancia de diferentes materiales susceptibles de ser empleados como
material para reactores solares. Se observa como el vidrio borosilicatado es el mayor

transmisor de radiacién UV en esta comparacion.
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Figura 3.11. Comparacion de espectros de transmitancia de distintos materiales: PET, metacrilato y
vidrio de borosilicato [Ubomba-Jaswa y cols., 2010].

3.5.2. Reactor solar CPC de 14 L

El primer reactor CPC utilizado en este trabajo experimental fue construido por
AO SOL (Lisboa, Portugal). Este sistema consta de 2 tubos de vidrio borosilicatado
dispuestos en el centro de dos espejos CPC. El volumen del fotoreactor es de 14 L, el
volumen iluminado de 4,7 L, siendo la relacién volumen iluminado a volumen total de
33,5 %. La superficie de captador irradiada es de 0,4 m% La tabla 3.5 muestra las
caracteristicas generales del fotoreactor. El agua es bombeada desde los tubos hasta
un tanque de mezcla y re-oxigenacion mediante una bomba centrifuga (10 Watts,
Modelo NH-200PS PanWorld, U.S.A). De esta manera se favorece un flujo turbulento en
el interior del sistema lo que beneficia al tratamiento fotocatalitico. El caudal utilizado en
los experimentos de fotocatalisis con esporas fungicas fue de 20 L/min. Tanto los tubos
como los espejos CPC se hallan sobre una estructura soporte de aluminio inclinada 37°
sobre el plano horizontal, lo cual permite incrementar la cantidad de radiacion solar
sobre el tubo de vidrio. La figura 3.12 muestra una foto del reactor descrito instalado en
la PSA asi como un diagrama del mismo. Como se puede observar en la figura 3.12.a,
la configuracion de este sistema permite la realizacion de dos experimentos de forma

simultanea en 2 reactores solares CPC.
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Figura 3.12. a) Imagenes de dos fotoreactores CPC idénticos de 14 L. b) Diagrama de flujo de uno de
los reactores CPC. c) Diagrama de espejo CPC.

3.5.3. Prototipo de foto-reactor solar CPC de 60 L

El reactor empleado en los experimentos de mayor escala en volumen de agua a
tratar fue construido por Ecosystem S.A., Environmental Services (Barcelona, Espana).
La figura 3.13 muestra dos fotos y un diagrama del foto-reactor en las instalaciones de
la Plataforma Solar de Almeria (PSA). Sus caracteristicas técnicas principales se
resumen en la tabla 3.5. El foto-reactor consta de dos componentes, un reactor CPC
solar y una planta piloto de post-tratamiento dispuestos en una plataforma de aluminio

anodizado inclinada 37° (latitud local).

El reactor solar consiste en dos mdédulos de espejos CPC, cada uno con diez
tubos de vidrio borosilicatado de 1500 mm de longitud, 2,5 mm de grosor y 50 mm de
didmetro interno (Schott-Duran, Dureza 3,3). El vidrio borosilicatado transmite un 90 %
en el rango del UV-A. La geometria del espejo CPC MIROSUN (aluminio anodizado de
alta reflectividad, Alanod, Alemania) tiene un factor de concentracién de uno. El espejo
tiene una superficie que cubre el rango completo de reflectividad especular y radiacion
difusa del 95 %. La relacién existente entre el volumen de agua irradiada (45 L) y el
volumen total de agua (60 L) es del 75 %. La superficie irradiada del captador es de

4,5m? El agua circula a través de los tubos hasta un tanque de 60 L, impulsada por
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una bomba centrifuga (150 Watts, Modelo NH-200PS PanWorld, U.S.A.). El sistema

tiene un rotdmetro (Comaquinsa, 0-40 L/min) que permite medir y ajustar el caudal.

Temperatura,
Oxigeno Disuelto

Tanque de
— recirculacion

Figura 3.13. a) Diagrama de flujo del sistema, b) foto del reactor solar CPC de 60 L en la PSA (Almeria,
Espafia) vista frontal y c) foto del reactor vista trasera.
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El sistema tiene un sensor de pH (modelo 5331, CRISON, Espana), otro de
oxigeno disuelto (OD) y temperatura (modelo 6050, CRISON, Espafia) insertados en la
parte oscura de los tubos. Los datos se registran a través de un software de adquisicion
de datos (PROASIS, DESIN Instruments, S.A.).

Tabla 3.5. Caracteristicas fisicas de los fotoreactores solares usados en la experimentacion.

Reactor de botella Reactor CPC 14 L Reactor CPC 60 L

Numero total de tubos/botellas 1 2 20
Longitud total 0,15m 1,5m 1,5m
Longitud irradiada 0,12 m 1,4m 1,4m
Diametro externo 0,05 m 0,05 m 0,05m
Espesor de la pared 0,004 m 0,0025 m 0,0025 m
Transmision UV-A del borosilicato 90% (longitud de onda de corte 280 nm)
Volumen total del tratamiento 0,2L 14 L 60 L
Volumen total irradiado 0,2L 4,7L 45 L
Superficie iluminada 0,0095 m? 0,4 m? 4,5 m?
Caudal/Velocidad agitacion 100 rpm 20 L/min 30 L/min
Velocidad lineal 0,24 m/s 0,31 m/s 0,34 m/s
Agitacioén Agitador magnético Bomba centrifuga
Irradiacion (dias soleados) Luz solar natural LIPS SRR GEIUTE] CEHERE BCF 1D EFG

FC= 1

La planta piloto de post-tratamiento de agua consiste en un tanque de 100 L de
capacidad. Esta planta fue desarrollada con el objetivo de separar las particulas de TiO,
del agua tras el tratamiento fotocatalitico para la posterior reutilizacion del mismo. La
principal dificultad cuando se utilizan suspensiones de TiO, es la necesidad de separar
las particulas de catalizador después del tratamiento. Fernandez-lbanez y cols.
estudiaron el comportamiento coloidal de suspensiones de TiO, y encontraron que la
velocidad de sedimentacion de las particulas de TiO, es maxima cuando el catalizador
alcanza el punto isoeléctrico (pH 7) [Fernandez-lbafez y cols., 2000]. En las condiciones
de punto isoeléctrico, el didéxido de titanio se deposita rapidamente (minutos) en el fondo
del tanque, permitiendo recuperar el TiO, para su reuso y dejando el agua libre de

catalizador.

3.6. Medida y evaluacién de la radiacion UV solar

Para evaluar e interpretar resultados en sistemas de reactores solares se utiliza
el parametro Quy. Esa magnitud estima la energia UV acumulada en el reactor por
unidad de volumen de agua tratada para periodos de tiempo dados durante el
experimento. La irradiancia solar UV se mide con un pirandmetro de UV-A global

(componentes directa y difusa) modelo CUV3 de Kipp&Zonen (Holanda) con una
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sensibilidad tipica de 264 uyV/W/m en un rango de 300 a 400 nm, montado sobre una

plataforma inclinada 37° (Figura 3.14).

Figura 3.14. Foto de un radiémetro en las instalaciones de la PSA inclinado 37° sobre el plano horizontal.

Para los experimentos realizados en reactor de botella, existe otro pirandmetro
de iguales caracteristicas pero en posicion horizontal. El piranémetro proporciona datos
en términos de Wy/m? incidente para longitudes de onda de 300 a 400 nm. Esta medida
de energia media incidente por unidad de superficie es una aproximacion valida cuando
los tiempos empleados en los experimentos son suficientemente largos en comparacion

con los que se producen en las fluctuaciones de radiacion.

El parametro Quy permite evaluar y comparar resultados de experimentos
llevados a cabo en diferentes dias con diferentes condiciones meteoroldgicas, se calcula
segun la ecuacién 3.8, donde t, es el tiempo experimental para la muestra 1, UV, es
la media de la irradiancia UV-A solar medida durante el periodo (f,-t..;), A- es la

superficie iluminada del captador solar y V;es el volumen total del reactor.

(3.8)

— 4
Oy =D UV i V’ t,~t,.,)
n t

Cuando se utiliza el parametro Quy, la velocidad de reaccion de desinfeccion se
expresa en términos de descenso de concentracién de esporas (expresada en UFC) por
cantidad de energia UV-A (en J o kJ) que alcanza la superficie del captador durante el
tratamiento [Fernandez-Ibafez y cols., 2000; Malato y cols., 2007; Fernandez-Ibanez y
cols., 2009]. En este estudio, ademas de Qu, el tiempo experimental también se ha
utilizado para mostrar los resultados experimentales, ya que es importante para dar una

idea practica de la efectividad y de los tiempos de tratamiento.
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3.7. Procedimiento Experimental

3.7.1. Ensayos solares

El procedimiento experimental seguido ha sido el mismo para todos los
experimentos de fotocatalisis solar. En primer lugar se llena el reactor de botella
(200 mL), el reactor CPC de 14 L o la planta piloto CPC de 60 L con el correspondiente
agua a evaluar (agua destilada, agua natural de pozo, agua simulada de salida de
EDAR o efluente real procedente la EDAR EI Bobar). A continuacion, se adiciona la
concentracion deseada de los reactivos en funcién del tratamiento fotocatalitico utilizado
(TiO,, H,0O,, Fel/H,0,). Finalmente se adiciona la suspensién de esporas cuya
inactivacion es objeto de estudio. La preparacién de la suspensién de esporas se realiza
el mismo dia del experimento, excepto para los experimentos en reactor solar 60 L. En
este caso, dado el alto volumen de placas necesarias para obtener una concentracion
adecuada para el tratamiento, la preparacion de la suspension se realiza el dia anterior
al experimento, y se mantiene a una temperatura de 4 °C, para la que la viabilidad y la
concentracién de las esporas no se ve comprometida. En ningun caso, la suspension de

esporas se mantuvo mas de 18 h a esta temperatura.

La homogenizacién del sistema es crucial para el tratamiento, por lo que la
adicién de reactivos y suspensiones microbianas se realiza en oscuridad para evitar
cualquier efecto que pueda tener la radiacion solar sobre la mezcla durante la
homogenizacion. En el caso del reactor de botella este paso se realiza en el laboratorio
y una vez que el sistema esta preparado para iniciar el experimento. Inmediatamente las
botellas se ponen sobre los agitadores magnéticos dispuestos previamente en el
exterior del laboratorio, expuestos a la luz del sol en ausencia de sombras durante el
transcurso de los ensayos. En el caso de los reactores CPC, la homogenizacion se
realiza directamente en el propio reactor previamente cubierto por una lamina opaca que
evita la entrada de luz en el fotoreactor. Estos sistemas operan en modo discontinuo,
alcanzandose una completa homogenizacion de la mezcla una vez transcurridos

aproximadamente 15 minutos.

Tras la homogenizacion se toma la primera muestra para determinar la
concentracion inicial de esporas. Seguidamente, el reactor se destapa y se expone a la
radiacion solar durante 5h, desde las 11:00 a las 16:00 h (hora local) en dias
completamente soleados. Independientemente del tipo de tratamiento fotocatalitico, la
frecuencia de toma de muestras en todos los ensayos para la cuantificacion de la

concentracion fungica fue de 15 minutos durante las dos primeras horas y de 30 minutos
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0 una hora desde la segunda hora hasta la quinta del tratamiento. Transcurrido este
tiempo, la primera muestra tomada del reactor (almacenada en el laboratorio a 20 °C y
en oscuridad) es analizada de nuevo como una muestra de “control”. Se trata de un
control interno del propio experimento para conocer la viabilidad del microorganismo en
ausencia de los factores que afectan al tratamiento en el fotoreactor. Esta muestra se
procesa y evalua de la misma forma que el resto de las muestras y, transcurrido el
tiempo de incubacién, la concentracién debe ser similar a la muestra inicial. En caso
contrario, indicaria la pérdida de viabilidad de esporas por la presencia en el agua de
algun elemento toxico o porque el stock de esporas no estuviese en perfectas
condiciones, y por tanto, la inactivacion microbiana obtenida durante el tratamiento solar
podria no deberse al tratamiento fotocatalitico, por lo que el experimento quedaria

invalidado.

La temperatura, el pH y el oxigeno disuelto se midieron en todos los
experimentos. Estas medidas se realizaron introduciendo directamente en la botella y en
el reactor CPC de 14 L un termdmetro, un pH-metro y una sonda de OD portatiles.
Mientras que en el caso del reactor CPC de 60 L, estos parametros se miden

directamente en el sistema haciendo uso de las sondas en linea instaladas en el reactor.

En todos los experimentos se evalud el recrecimiento o recuperacion de esporas
tras el tratamiento, para lo cual se mantuvieron las dos ultimas muestras de cada
experimento en el laboratorio en oscuridad y a temperatura ambiente (20-22 °C) durante
una semana. Tras este periodo, las muestras se sembraron de nuevo en placa segun el
método descrito en la seccién 3.2.2. Y en ningun caso se observo recrecimiento de

esporas tras alcanzarse el limite de deteccion.

Todos los resultados mostrados en esta memoria son el resultado de
experiencias realizadas por triplicado, independientemente del reactor solar utilizado,

especie microbiana objeto de estudio y tipo de agua evaluados.

De forma simultanea a la cuantificacion de esporas, la concentracion de los
reactivos utilizados en el tratamiento fotocatalitico también fueron analizados a lo largo
del experimento solar. Para ello se siguieron las técnicas descritas en la seccion 3.3
para la determinacion analitica de COD, concentracién de TiO,, Fe y H,O,, en los casos

en los que estos parametros estaban presentes en el tratamiento.

La limpieza de la planta piloto también es crucial en experiencias de desinfeccion
de agua, dado que si la planta no se encuentra perfectamente limpia de
microorganismos o de restos de catalizador (especialmente TiO,), el resultado puede no

ser valido por competencia de fauna microbioldgica o por efectos de otros catalizadores
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que de forma residual coexisten en el sistema. Para una correcta limpieza de la planta,
tras cada tratamiento se adiciona una alta concentracion de perdoxido de hidrogeno
(unos 50 mL de H,O, 30% p/v en el reactor de 60 L), lo cual asegura la muerte de los
posibles microorganismos presentes en el agua. Tras mantener la planta en
recirculacién por un periodo de tiempo minimo de una hora, ésta se lava tres veces con
agua destilada. Tras el lavado, se toma una muestra del agua y se evalua inoculando
250 microlitros en agar malta siguiendo la técnica de extension en placa. De esta
manera se determina si el agua esta libre de microorganismos antes de realizar un
nuevo experimento. La aparicion de contaminacion en esta muestra conlleva la

invalidacion del experimento.

3.7.2. Ensayos de control en oscuridad

El efecto de las condiciones fisico-quimicas del agua a las que son sometidas las
esporas microbianas durante los tratamientos fotocataliticos solares debe ser evaluado
antes del propio tratamiento para excluir un efecto negativo sobre la viabilidad de las
esporas que no sea debido al propio tratamiento solar. Para ello, los microorganismos
son sometidos a las mismas condiciones experimentales que van a sufrir bajo radiacion
solar, excepto que en este caso se realizan en oscuridad. En el caso de los reactores de
botella, esto se lleva a cabo cubriendo las botellas con papel de aluminio de modo que
se impide la entrada de radiacion solar. En el caso de los reactores solares, se tapan
mediante una gruesa cubierta opaca, de la misma manera que durante la

homogenizacion del sistema previa a la exposicion solar.

De esta forma se han observado los efectos de la agitacion mecanica durante los
ensayos (en régimen de flujo turbulento), de los reactivos empleados en los diversos
tratamientos solares sobre la viabilidad de la espora y el efecto térmico. Las esporas son
estructuras muy resistentes y las condiciones del tratamiento fotocatalitico utilizadas en
este trabajo experimental no han generado efectos negativos sobre la viabilidad de las
esporas. No obstante, se pudo determinar, gracias al desarrollo de experiencias en
oscuridad con TiO,, que era necesario incrementar el caudal de 20 a 30 L/min en el
reactor CPC de 60L para no tener una pérdida de esporas y catalizador por

sedimentacion.
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3.7.3. Evaluacién del efecto germicida de la radiacion solar

Otro tipo de ensayos necesarios para poder realizar una adecuada evaluacion de
la eficiencia del tratamiento fotocatalitico solar son los experimentos realizados
unicamente con radiacion solar. Estos experimentos se llevan a cabo para conocer el
efecto de la radiacion solar sobre los microorganismos en ausencia de catalizadores y
reactivos. Para desarrollar estos experimentos, se realiza el mismo procedimiento

experimental pero sin adicién de catalizador o reactivos (en adelante fotolisis solar).

Por norma general, la adicién de reactivos o catalizadores debe provocar una
mejora en el resultado de inactivacion microbiana. Sin embargo, cuando las
concentraciones utilizadas o las condiciones del sistema no son adecuadas, el resultado
final puede ser peor que en el caso de utilizar solo radiacion solar. Por ello, en paralelo a
todos los ensayos fotocataliticos se han realizado los ensayos de inactivacion por

irradiacion solar.

3.8. Modelos cinéticos y ajuste estadistico de los datos
3.8.1. Descripcion de los modelos de inactivacion por radiacion UV

En la literatura se han propuesto diferentes modelos cinéticos para explicar los
procesos de desinfeccién microbiana, entre ellos el de desinfeccion mediante radiacion

ultravioleta (UV-C) y mas recientemente el de fotocatalisis solar.

Los modelos cinéticos descritos paa la desinfeccion por radiacion ultravioleta se
basan en el modelo de Chick-Watson, que propuso un modelo de primer orden segun la

siguiente ecuacién [Chick, 1908]:

3.9
N _e—Kx]xt ( )

Donde N es la concentracion de organismos viables después de la exposicion a la luz
UV (UFC/100mL), Nyes la concentracién de organismos viables antes de la exposicién a
la luz UV (UFC/100mL), K es la constante cinética de primer orden (cm?mJ), / es la
intensidad ultravioleta (mW/cm?) en el tiempo t (segundos) y Ixt es la dosis UV (mJ/cm?).
Este modelo supone una susceptibilidad uniforme a la radiacion UV de todos los
microorganismos presentes en el agua, pero en condiciones reales este comportamiento
puede presentar desviaciones de tipo hombro (“shoulder”) y mas frecuentemente de tipo

cola (“tailing”).
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Mas tarde Qualls y cols. en 1983, describieron otro modelo para explicar el
fendmeno segun el cual las bacterias pueden esconderse o protegerse de la radiacion
UV por la presencia en el agua de particulas. La ecuacidon de primer orden original se
modificd teniendo en cuenta ese efecto, pasando a describirse de acuerdo con la

siguiente ecuacioén [Qualls y cols., 1983]:

N= N() Xe—lext +N (310)

P

Donde N es la concentracion inicial de organismos (UFC/100mL) y N, es la
concentracion de organismos agregados al material particulado después de la
exposicion a la luz UV (UFC/100mL). Este modelo presupone un flujo pistén perfecto en
el reactor, sin dispersidon axial y con un tiempo de exposicion unico e idéntico para todos
los elementos del fluido. Sin embargo, estas condiciones ideales no coinciden con la
realidad, donde la dispersion axial y los gradientes de velocidad que se generan en los
grandes reactores causan una distribucién de los tiempos de residencia, el cual es

funcién del coeficiente de dispersién del reactor [USEPA ,1986; Salcedo y cols., 2007]

En 1997, Cerf propuso una hipétesis para explicar el fenédmeno del “tailing”
basada en dos conceptos diferentes. El primero es un concepto vitalista segun el cual
los individuos dentro de una poblacibn no son idénticos y estan agrupados en
poblaciones. Esto explicaria las diferentes resistencias a la radiacion UV de los
microorganismos. El segundo es un concepto mecanicista, que supone que los
procesos de inactivacion son analogos a las reacciones quimicas, que pueden ocurrir en
diferentes rutas [Cerf, 1977]. Este modelo bifasico, consiste en una cinética de doble
primer orden que se ajusta muy bien a un tipo de curva con cola [Cerf, 1977; Geeraerd y
cols., 2005]. La primera reaccion en este modelo es muy rapida y tiene una constante
cinética muy alta, mientras que la segunda fase se ajusta a la cola y es muy lenta. La

ecuacion para este modelo viene dada por la siguiente ecuacion:

log(N, ) =log( N, )+log((1-f)xe 5w 4 fxekm)) (3.11)

Siendo N; la concentracion bacteriana a tiempo t, Ny es la concentracion inicial de
microorganismos (UFC/100mL), t es el tiempo, f es la fraccidn de la poblacién inicial que

sigue la reaccion rapida y (71- f) es la fraccion de la poblacion inicial que sigue la
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segunda fase de la reaccion, donde k.1 ¥ Kmaxe (1/tiempo) son constantes especificas

de las dos reacciones respectivamente [Geeraerd y cols., 2005].

Otros modelos cinéticos intentan explicar el fenédmeno de hombro y cola
encontrados en los procesos de desinfeccion térmica a temperaturas medias o bajas. En
esta linea, Geerard y cols. (2000) propusieron un modelo cinético que contempla varios
casos como la cinética con hombro inicial seguido de una cinética de primer orden
(Ecuacion 3.12); la cinética de primer orden seguida de una cola final (Ecuacion 3.13);
con hombro seguido de primer orden y cola (Ecuacién 3.14); y con dos cinéticas de

primer orden de constantes diferentes (modelo bifasico) [Geeraerd y cols., 2000]:

N= N() xexp(_kmax X t)x(expﬂcmax X Sl))/(l +(expﬂ€max X Sl)_])x exp(_kmax Xt)))
(3.12)

N=(N, = N,,)xexplk,, <)+ N, (3.13)

N=(Ny =N, ) XXPEK, 0, X 1) X ((€XPhi X SD)) (1 (€XPE,,,, S) —1) X XD X))+ N,
(3.14)

Donde k.x €s la constante cinética en la fase de primer orden, S/ es la longitud del
hombro y N.s es la concentracion de microorganismos residual que queda al final del

tratamiento y dan lugar a la forma de cola en la grafica.

Recientemente, Marugan y cols. han desarrollado un modelo paramétrico para la
interpretacién de cinéticas de desinfeccion fotocatalitica con TiO, [Marugan y cols.,
2008]. Basados en trabajos de inactivacion de E. coli con suspensiones de TiO, en un
reactor de laboratorio, estos autores también describen cinéticas de desinfeccion con
una region inicial tipo hombro, seguida de otra lineal y finalmente de una tipo cola. Sus
ecuaciones son similares a las ya descritas en este apartado, pues describen un
comportamiento similar. Segun estos autores, la zona tipo hombro de la cinética
obedece al tiempo de adsorcion de la bacteria a la superficie del catalizador. EI hombro
también se atribuye al tiempo que tarda la suspensiéon microbiana en acusar los efectos
negativos del tratamiento desinfectante bien porque el microorganismo ofrezca cierta
resistencia al tratamiento, o bien porque el método de deteccidon y enumeracién de
colonias no es tan sensible como para acusar dafios microbianos desde el momento en
que éstos se producen. La cola se interpreta como la concentracién final de colonias

que permanecen resistentes al tratamiento.
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3.8.2. Aplicacion de los modelos a las cinéticas experimentales

En el proceso fotocatalitico, la expresion general de la ecuacion de Chick-
Watson se puede modificar para nuestras condiciones experimentales, donde el tiempo
es sustituido por la cantidad de energia UV-A solar recibida durante el experimento por
unidad de volumen (Quy) para hacer posible la comparacion con resultados obtenidos

en otros reactores solares:

3.15
Log(NiJ =—k"Qyy ( )

0

N . . . .
Donde — es la reduccion en la concentracién de microorganismos, k” es la constante
0

cinética de desinfeccion y Quy es la dosis de radiacion UV-A recibida en el sistema por

unidad de tiempo y de volumen.

La modificacion al modelo Chick-Watson que hemos utilizado para interpretar
las cinéticas que mostraban poblaciones residuales tras una etapa log-lineal es la

siguiente:
N=(N,-N,,)exp(-k"-Q,, )+ N, (3.16)

Donde N, es la concentracion inicial, N.s es la concentracion residual de
microorganismos (region de la cola de la grafica) y k" es la velocidad de reaccion en la

zona lineal.

Cuando la cinética presenta un hombro en su etapa inicial seguido por un
comportamiento lineal hasta la desinfeccion total, se ha utilizado otra modificacién a la

ecuacioén de Chick-Watson [Marugan y cols., 2008]:

; (N]_{ 0 o Qw <0, (3.17)
o8| — |=
N, a—k""Qu; Oy >0,

Donde Q; es el valor de Quy para el cual el proceso de inactivacion no ha comenzado.

Representa la longitud en el eje x del hombro de la cinética Q; lo cual podria
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interpretarse como la energia necesaria para que los microorganismos empiecen a
acusar el fenémeno de degradacion e inactivacion. Este valor, depende
fundamentalmente del tratamiento empleado y de la naturaleza del microorganismo. Los
parametros a y k'°° corresponden a los parametros del ajuste en la zona lineal y
representan respectivamente el logaritmo de concentracion normalizada de
microorganismo en el punto de inflexién de la curva y la constante cinética en el tramo

lineal.

La modificacion que hemos utilizado para interpretar las cinéticas que

mostraban un hombro inicial, un tramo lineal y una cola residual es la siguiente:

N 0 5 QUV <0, (3.18)
Log N |- a—k""Qu . Qu >0,
0 b , Ouy 20,

Donde b es el logaritmo de la concentracion inicial de microorganismos (N,) dividido por
la concentracion residual de microorganismos (N,s) (region de la cola de la grafica) y

k""" es la velocidad de reaccion en la zona lineal.

Los resultados cinéticos se han avaluado conforme a los modelos de
desinfeccion descritos con el objeto de dar una interpretacion lo mas completa posible a
los resultados obtenidos y de compararlos con otros estudios. Aunque el estudio cinético
de los procesos de desinfeccion podria utilizarse para elaborar un modelo predictivo y
obtener herramientas de disefio y optimizacién de nuevos foto-reactores, esta no es la

finalidad de este trabajo experimental.

Junto a los valores de los parametros obtenidos, se obtienen también los errores
estadisticos (desviacion estandar) de los valores de los parametros y la suma de errores

cuadrados.
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4. Desinfeccién con TiO/Solar

4. DESINFECCION FOTOCATALITICA CON DIOXIDO DE TITANIO

Este capitulo estudia la eficiencia del tratamiento fotocatalitico solar con TiO, en
diferentes reactores solares: reactor de botella (200 mL), reactor solar CPC (14 L) y el
nuevo prototipo de reactor CPC (60 L). El estudio se ha centrado en la busqueda de las
mejores condiciones de caudal en el reactor asi como en determinar la adecuada
concentracién de catalizador en suspensién. Durante este estudio también se ha
evaluado la eficiencia fotocatalitica en la desinfeccion de agua destilada y agua natural
de pozo contaminadas con esporas del género Fusarium. Ademas se ha analizado la
resistencia a la inactivacién fotocatalitica de cada una de las esporas generadas por
Fusarium spp.

4.1. Evaluacion del proceso de inactivacion de F. solani en reactor de
botellay CPC de 14 L

4.1.1. Inactivacién de esporas de F. solani en reactor de botella con agua destilada
Los estudios preliminares de desinfeccion fotocatalitica solar con TiO, se llevaron

a cabo en reactores de botella de 200 mL y en presencia de radiacién solar natural a

diferentes concentraciones de catalizador en suspensién (0, 10, 20, 35, 50 y 100 mg/L)
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en agua destilada y esporas de F. solani (F12). Las mismas condiciones de trabajo se
aplicaron en los ensayos en oscuridad como controles del tratamiento y, aunque no se
muestran los resultados, cabe destacar que la concentracion fungica se mantuvo
constante a lo largo del tiempo experimental (5 h), demostrando que el TiO, no tiene
ningun efecto negativo sobre la viabilidad de las esporas estudiadas. Por otro lado, los
resultados obtenidos en oscuridad ponen de manifiesto que el efecto de inactivacion con
TiO, en presencia de luz solar natural se debe unica y exclusivamente al proceso

fotocatalitico.

La figura 4.1 muestra la susceptibilidad fotocatalitica de una suspension de
esporas de F. solani a las concentraciones de TiO, mencionadas anteriormente asi

como durante la fotolisis solar.

3 ] E Control en oscuridad
10 E - Kn’”“’i*'——\,\\:; \i]
] o T T
) ] Fotolisis solar TiO, + Radiacion solar:
E . 10mg/L
o 2 A —20mg/L
8 10 35mg/L
2 ] * 50mg/L
IS * 100mg/L
3 10
$ 10’
W ]
LD e
0
10", . . : : , , ,

Q,, (KJIL)

Figura 4.1. Inactivaciéon de esporas de F. solani en agua destilada bajo luz solar natural en presencia de
TiO- y fotolisis solar en reactor de botella. Las lineas continuas muestran el ajuste cinético de los datos
experimentales. La media de radiacion UV-A solar es 37(12) W/m?. LD es el limite de deteccion
(2 UFC/mL).

Se puede observar que la fotolisis solar, es decir, el mero efecto de la radiacion
solar no afecta de forma negativa a la concentracion de esporas ya que ésta permanece
constante. Sin embargo, la adicion de catalizador genera una fuerte reduccién de la
concentracion fungica de 3 log, desde 10° UFC/mL hasta alcanzar el limite de deteccién
(LD =2 UFC/mL) en 5 h de exposicién solar, excepto en las concentraciones de TiO, de

10 y 20 mg/L en los que no se alcanza el LD.

El proceso de fotolisis solar produce sobre los microorganismos una serie de
efectos negativos que pueden provocar la muerte de los mismos. Este efecto se ha

estudiado en numerosos microorganismos de origen bacteriano, tales como E. coli,
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Yersinia pestis, Salmonella spp., etc., en los cuales se observa una elevada
susceptibilidad a este proceso [Boyle y cols., 2008; Ubomba-Jaswa y cols., 2010]. Los
dafos producidos por el efecto de la radiacién solar varian en funcion del tipo de
microorganismo presente en el sistema. Cuando el microorganismo objeto de
inactivacion es muy resistente, como es el caso de las esporas, al ser expuesto a la
misma dosis UV solar, los dafos son menores y, por tanto, el efecto de muerte es
menos agresivo. De hecho, se ha demostrado experimentalmente que la accién de la
radiaciéon solar (fotolisis solar) no es tan eficiente en la desinfeccion de aguas
contaminadas con esporas de hongos que en la desinfeccibn de suspensiones
bacterianas [Sichel y cols., 2007a; 2007b]. Las esporas, a diferencia de las células
vegetativas, son estructuras de resistencia y supervivencia cuya arquitectura biolégica
esta disenada para soportar factores medioambientales adversos. Por este motivo las
esporas evaluadas en este trabajo experimental no acusan un marcado efecto de

muerte durante el tratamiento de fotolisis solar.

Los principales mecanismos que conllevan a la muerte celular en el proceso de

inactivacion bajo radiacién solar natural son:

(i) La acumulacion de mutaciones en el ADN provocadas por radiacion UV-A. Las
principales lesiones en el ADN se producen por la formaciéon de dimeros ciclobutano-
pirimidina (CPDs). Estos son los dimeros mas abundantes y citotdxicos formados tras
una exposicion a radiacion UV [Shina y Hader, 2002]. También pueden ser generados
los conocidos como fotoproductos 6-4 (6-4 PPs, aductos de pirimidina) los cuales
pueden incluso ser mas letales y mutagénicos que los CPD. Ambos tipos de productos
distorsionan la hélice de ADN vy, si las lesiones no son reparadas, un solo CPD es
suficiente para inhibir un gen y parar el proceso de transcripcién y replicacién celular
impidiendo la lectura del codigo genético causando mutaciones y eventualmente la

muerte celular [Shina y Hader, 2002].

(i) El dafio en las células ocurre también por el ataque oxidativo de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) como el anién superdxido (O,"), perdxido de hidrogeno,
radical hidroxilo, etc. Estos son generados a bajos niveles de radiacion UV y afectan
tanto al ADN como a otras moléculas presentes en las células [Miller y cols., 1999;
Merwald y cols., 2005; Imlay, 2008; Ubomba-Jaswa y cols., 2009]. Cuando las ROS
interaccionan con el ADN, producen rupturas, alteraciones de la secuencia de bases en
la cadena de ADN asi como modificaciones en las bases nitrogenadas que pueden

tener consecuencias letales y mutagénicas.
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(iii) La radiacion UV también induce la oxidacion de proteinas. Entre ellas destacan las
enzimas catalasa y superéxido dismutasa (SOD), las cuales se encargan de eliminar las
ROS generadas por el metabolismo aerobio de los microorganismos [Miller y cols.,

1999]. Este proceso se describira en detalle en el Capitulo 5.

(iv) Otra de las posibles vias de generacidon de especies radicales se debe a la
presencia de hierro y H,O, en el interior celular. Estos al reaccionar generan radicales
hidroxilo que, dada su baja especificidad, atacan cualquier componente celular
generando lesiones graves que pueden conducir a la muerte [Sphuler y cols., 2010].

Este proceso también se describira en mayor detalle en el Capitulo 5.

No obstante, a pesar de todos los posibles efectos que puede producir la
radiacion UV-A solar, estos no son suficientes para generar un dafio significativo en las
esporas estudiadas en este trabajo experimental. A pesar de todo, y aunque no se trata
de las vias principales de inactivacion de esporas fungicas, no se pueden descartar ya

que se pueden dar en cualquier experimento solar.

El proceso de fotocatalisis, sin embargo, tiene un fuerte efecto germicida sobre
las esporas de Fusarium spp. Esto demuestra que el tratamiento es muy efectivo para la
inactivacion de microorganismos resistentes. EI mecanismo de accion del didéxido de
titanio es diferente al de fotolisis por radiaciéon solar. Este se basa en la generacion de
radicales hidroxilo cuyo ataque, en primer lugar, a los componentes de la pared celular
de las esporas produce la oxidacién de lipidos [Nadtochenko y cols., 2004; Kiwi y
Nadtochenko, 2005] y proteinas alterando la funcionalidad de la pared, lo cual conduce
a la muerte celular. Ademas, la radiacion UV solar por si sola puede causar dafos
letales y mutagénicos tal y como se ha mencionado anteriormente debido a la
acumulacién de lesiones en el ADN y otros componentes celulares [Favre, 1977; Moan y
Peak., 1989; Wondrak y cols., 2006]. Todos estas vias provocan una rapida pérdida de
viabilidad de los microconidios de F. solani tal y como se observa en los resultados

preliminares realizados en reactor de botella de 200 mL.

Los datos cinéticos de inactivacion de los tratamientos fotocataliticos mostrados
en la figura 4.1 se ajustaron estadisticamente de acuerdo con los modelos descritos en
el capitulo 3 y los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 4.1. Se utilizé el
modelo log-lineal (Ecuacién 3.15) y el modelo modificado de la ecuacién log-lineal para
ajustes cinéticos que muestran una cola al final del proceso, de acuerdo con la
ecuacion 3.16. De este modelo se obtiene una constante de inactivacion (k) y una

concentracién residual de microorganismo, en este caso, esporas (N,cs).
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Tabla 4.1. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos fotocataliticos con TiO, realizados
en el reactor de botella y en agua destilada

TiO2(mgL) k (L/kJ) Log (Nres) R? Modelo cinético
10 0,04+0,10 2,35+0,09 0,99 Log-lineal+ Cola
20 0,10+0,24 2,88+0,2 0,98 Log-lineal+ Cola
35 0,33+0,36 - 0,96 Log-lineal
50 0,25+0,20 - 0,97 Log-lineal
100 0,26+0,16 - 0,98 Log-lineal

Los resultados experimentales de inactivacion confirman que la mayor eficiencia del
proceso se alcanza con una concentracién de TiO, de 35 mg/L. Este resultado coincide
con la concentracion de catalizador estimada de forma tedrica, calculada mediante la
ecuacion 3.6 para la configuracion experimental del reactor de botella. La coincidencia
entre el valor experimental y el tedrico pone de manifiesto que el comportamiento de la
luz incidente en el reactor juega un papel principal en el proceso fotocatalitico y que
otros factores como la temperatura, pH, OD, etc., son menos relevantes a la hora de

buscar la mas alta eficiencia en el proceso de desinfeccién fotocatalitica con TiO..

El patron de inactivacion fungica muestra una ultima etapa marcada por una fuerte
atenuacion de la velocidad de inactivacion, especialmente en los experimentos con una
concentracion de catalizador inferior a 35 mg/L. En los casos de 10 y 20 mg/L de TiO,
se puede observar que la concentracién de esporas viables de F. solani disminuye
desde 10° UFC/mL hasta 10 UFC/mL durante las primeras 2,5 a 3 h de tratamiento
fotocatalitico (dependiendo de la concentracion de catalizador) mientras que en las
ultimas 2,5 a 3 h finales del mismo decrecen muy lentamente. Esta variacién se puede
deber a varios factores. En primer lugar, es posible que se produzca una competencia
entre las esporas muertas, los bio-productos generados durante el proceso y las
esporas todavia viables por el catalizador, la luz y los radicales hidroxilo. Y, por otro
lado, existe una menor probabilidad de que los radicales hidroxilo entren en contacto

con las esporas viables de F. solani al final del tratamiento.
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4.1.2. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor solar CPC de 14 L con agua
destilada

El primer escalado para el tratamiento de un mayor volumen de agua aplicado a
la desinfeccion fotocatalitica de esporas de Fusarium spp. se llevé a cabo utilizando un
foto-reactor CPC de 14 L. Antes de comenzar con los ensayos fotocataliticos solares, se
realizaron experiencias en oscuridad para determinar el efecto del catalizador sobre la
viabilidad de las esporas y determinar el caudal de trabajo adecuado del reactor. Dado
que el reactor es un sistema cerrado cuya homogenizacion depende del flujo turbulento
creado en el interior del mismo, un caudal de trabajo inadecuado puede generar la
sedimentacion del catalizador, asi como de las esporas, generando errores en la
cuantificacién de la inactivacién fungica durante el tratamiento. Por este motivo, tanto el
caudal utilizado para llevar a cabo los experimentos como el posible efecto toxico del
catalizador sobre las esporas estudiadas se evaluaron mediante ensayos en oscuridad

en el reactor CPC y en presencia de 250 mg/L de TiO,.

En los experimentos desarrollados en este reactor con esporas fungicas a un
caudal de 10 L/min bajo las condiciones mencionadas, se observé una elevada pérdida
por sedimentacion de particulas de TiO, junto con un descenso en la concentracion de
esporas. Se necesitd un caudal de 20 L/min para mantener en suspension tanto el
catalizador como las esporas y conseguir eliminar el efecto de sedimentacion. Por tanto,
los experimentos en el reactor CPC se realizaron a 20 L/min de manera que toda la
inactivacion de esporas bajo luz solar y en presencia de TiO, se debe al proceso de
desinfeccion fotocatalitico, y no a procesos de sedimentacién y pérdidas en oscuridad.
Bajo estas condiciones de trabajo, la supervivencia de las esporas durante 5h de
tratamiento demuestra que el caudal en el reactor y el contacto con el catalizador no
generan un efecto negativo en la viabilidad fungica tal y como se observa en la

figura 4.2.
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Figura 4.2. Viabilidad de esporas de F. solani en presencia de TiO» en reactor CPC de 14 L a un caudal
de 20 L/min durante 5 h de tratamiento en oscuridad.

La figura 4.3 muestra los resultados de inactivaciéon de microconidios de F. solani
obtenidos durante experimentos de desinfeccion fotocatalitica con diferentes
concentraciones de TiO, y un experimento de fotolisis solar en agua destilada y en foto-
reactor CPC de 14 L con radiacion solar natural y un caudal de recirculacion de
20 L/min. Se evaluaron diferentes concentraciones de catalizador con el objetivo de
obtener la mayor eficiencia en la inactivacién fungica, las concentraciones estudiadas
fueron 10, 50, 100, 250 y 500 mg/L de TiO,. Se observa en la figura 4.3 que el proceso
de fotolisis solar con una irradiancia UV media de 38 W/m? no genera ningln efecto
negativo en la viabilidad fungica, ya que la concentracién inicial de esporas permanece

constante durante las 5 h de tratamiento.

En este caso, al igual que con el reactor de botella, la adicion de catalizador
mejora la inactivacion fungica con todas las concentraciones de TiO, estudiadas. De
forma general, conforme la concentracion de catalizador aumenta también aumenta la
eficiencia de inactivacién fungica, alcanzando su maximo a una concentracién de TiO,
de 100 mg/L. En este caso, la concentracion de esporas de F. solani desciende desde
2000 UFC/mL hasta el limite de deteccidon en 3 h de tratamiento fotocatalitico. Sin
embargo, alcanzado este punto, incrementar la concentracion de TiO, no mejora los
resultados sino que, por el contrario, la eficiencia decrece como se observa en las

figuras 4.1y 4.3.
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Figura 4.3. Inactivacion de esporas de F. solani en agua destilada en presencia de diferentes
concentraciones de TiO; y fotolisis solar en el reactor CPC de 14 L. Las lineas continuas muestran el
ajuste cinético de los datos experimentales. Radiacion UV-A media = 38(+3) W/m?. LD = 2 UFC/mL.

Este efecto se debe a que en la fotocatalisis solar con TiO,, las velocidades de
degradacién son directamente proporcionales a la cantidad de catalizador empleado.
Sin embargo, por encima de ciertas concentraciones, esta velocidad es independiente
de la cantidad de catalizador. El limite en el que se alcanza la maxima eficiencia
depende de la geometria y de las condiciones de trabajo del reactor, y coincide con la
concentracién en la cual todas las particulas de TiO, estan correctamente iluminadas.
Los resultados obtenidos de forma experimental en este caso, al igual que en el reactor
de botella, concuerdan con la estimacion tedrica de una concentracion optima de TiO,
de 83 mg/L calculada mediante la ecuacién 3.6, para el reactor CPC y 35 mg/L para el
reactor de botella, en funcién de la longitud de paso 6ptico en cada caso. Por encima de
estas concentraciones, la suspension solo permite que la radiacién penetre una cierta
distancia (inferior a su paso 6ptico) en el foto-reactor. Esto supone que una determinada
concentracion de catalizador, en el interior del foto-reactor no esté iluminada y, por
tanto, disminuye su eficiencia fotocatalitica. Por el contrario, cuando la concentracion de
catalizador es inferior a dicha concentracion 6ptima, cierta proporcion de radiacion
incidente sale del foto-reactor sin ser absorbida por las particulas de TiO,, por lo que no
se obtiene el maximo rendimiento. Este hecho pone de manifiesto la importancia de la
radiacion solar entrante en el reactor para lograr buenos resultados de desinfeccion
fotocatalitica.
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Comparando los resultados de inactivacion obtenidos en el reactor de botella y
en el prototipo CPC, se puede observar que el uso del reactor CPC mejora el proceso
fotocatalitico ya que es necesaria una menor cantidad de radiacion UV acumulada en el
sistema para tratar un determinado volumen de agua. Esto se debe a que el sistema
CPC usa de forma mas eficiente la radiacion incidente en el reactor, siempre y cuando
se trabaje con la concentracion de TiO, adecuada. El uso de la configuracién de espejos
CPC en foto-reactores es muy efectiva para aplicaciones fotocataliticas solares en el
tratamiento de contaminantes en aguas [Malato y cols., 2009] y de desinfeccion [Navntof
y cols., 2008]. Este beneficio procede de la capacidad de iluminacion completa del foto-
reactor, de manera que el aumento de los fotones entrantes en el sistema (procedentes

tanto de la radiacién difusa como de la directa) favorece las reacciones fotocataliticas.

Los datos obtenidos del ajuste cinético se presentan en la tabla 4.2, muestran
igualmente como la constante cinética de inactivacion aumenta con la concentraciéon de
catalizador hasta alcanzar el valor maximo en el caso de 100 mg/L de TiO, y a partir de

aqui, la velocidad de inactivacion vuelve a disminuir.

Tabla 4.2. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos fotocataliticos con TiO, realizados en el reactor
CPC de 14 L con agua destilada.

TiO2 (mgL) k (L/kJ) Log (Nres) R? Modelo cinético
10 0,01£0,08 1,64+0,02 0,99 log-lineal + Cola
50 0,05+0,15 2,21+0,03 0,98 log-lineal + Cola
100 0,28+0,40 - 0,95 log-lineal
250 0,15+0,26 2,28+0,09 0,97 log-lineal + Cola
500 0,06+0,00 2,10+0,10 0,99 log-lineal + Cola

4.1.3. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor solar CPC de 14 L con agua
natural de pozo

La figura 4.4 muestra el efecto fotocatalitico de diferentes concentraciones de
TiO, (50, 100 y 250 mg/L) en la inactivacion de esporas de F. solani con el sistema CPC
de 14 L durante experimentos desarrollados con agua natural de pozo. Los resultados
de desinfeccién con TiO, muestran que no se alcanzd el limite de deteccion en ninguna
de las concentraciones evaluadas: 50, 100 y 250 mg/L. Se puede observar que el
rendimiento de desinfeccion es mayor cuanto mayor es la concentracion de catalizador
afadido, desde una inactivacion de 1,2 log con 50 mg/L a 2,5 log de reduccion en la
concentracion fungica a 100 mg/L de catalizador. Por el contrario, y siguiendo la misma

tendencia que en el caso del agua destilada, cuando la concentracion aumenta de
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100 mg/L a 250 mg/L de TiO,, el efecto en la inactivacion de esporas se reduce de
2,5log a 1,9 log. Las concentraciones de 50, 100 y 250 mg/L muestran que, en efecto,
el proceso de desinfeccion esta siguiendo la tendencia esperada en cuanto a la
concentracion de catalizador, alcanzando el rendimiento de desinfeccion mas alto con
100 mg/L de TiO..

Control en oscuridad
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Figura 4.4. Inactivacion de esporas de F. solani en agua natural de pozo en presencia de TiO; y fotolisis
solar en reactor CPC de 14 L. Las lineas continuas muestran el ajuste cinético de los datos
experimentales. La radiacion UV-A solar media es 32(3+) W/m®. LD = 2 UFC/mL.

Al igual que en los casos anteriores (Figura 4.1 y 4.3), las ultimas etapas de
inactivacion fotocatalitica estan fuertemente atenuadas y como consecuencia, el ajuste
de los datos obtenidos se acerca mas al modelo cinético que describe una curva de
inactivacion de tipo log-lineal seguida de una cola. Los datos de este ajuste se muestran
en la tabla 4.3. Segun las contantes cinéticas de velocidad de inactivacion la mayor
eficiencia se alcanza cuando se utilizan 100 mg/L de catalizador, al igual que en el caso
del agua destilada.

Tabla 4.3. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos fotocataliticos con TiO realizados
en el reactor CPC de 14 L y en agua de pozo.

TiO2 (mgL) k (L/kJ) Log (Nres) R? Modelo cinético
50 0,21+0,13 1,18+0,05 0,92 Log-lineal + Cola
100 0,34+0,30 2,49+0,02 0,94 Log-lineal + Cola
250 0,14+0,15 1,93+0,04 0,98 Log-lineal + Cola
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Los valores de velocidad inicial de inactivacion de las tres concentraciones de
TiO, estudiadas en el caso del agua de pozo son mas bajos que los obtenidos en el
caso del agua destilada. Una de las razones de esta menor eficiencia de inactivacion en
el agua del pozo es la presencia de una alta concentracion de especies quimicas

inorganicas, en particular, los carbonatos y bicarbonatos (Tabla 3.3).

La principal especie inorganica presente en una soluciéon a un pH comprendido
entre 6,5y 8,5 (el agua de pozo tiene un pH comprendido entre 7,5-8), es el bicarbonato
(HCO7) el cual representa un 95 % a pH 7,8, debido a las pKy = 6,37 y pK;» =10,25 de

la reaccion 4.1.

H,0-CO,(H,CO,)<"—>H"+ HCO; «2—>2H" +CO;" (4.1)

A pH inferior a 6, la especie predominante es el CO,, que por normal general se
escapa de la solucién acuosa en forma de gas. Por ultimo, la especie dominante a
pH > 9 es el carbonato (CO%5).

En aguas naturales y aguas residuales sujetas a procesos de oxidacion-
reduccién, la oxidacién de contaminantes iniciada por CO?; estd siempre en
competicion con la oxidacion por radicales hidroxilo y, dependiendo del tipo de proceso,
puede haber competicion por la oxidacion de otras especies oxidantes, o foto
transformaciones por luz UV [Canonica y cols., 2005]. Por tanto, para alcanzar una
buena eficiencia, la formacién de CO;* no puede exceder la formacion de radicales
hidroxilo. El principal captador de ambos radicales es la materia organica natural
disuelta en el agua vy, si esta presente, el peréxido de hidrogeno. Sin embargo, el agua
de pozo evaluada en este trabajo no presenta valores significativos de materia organica
disuelta (Tabla 3.3) ni perdxido de hidrogeno. El alto contenido de carbonatos y
bicarbonatos presentes en el agua de pozo es un factor limitante para el proceso
fotocatalitico al reaccionar con el radical hidroxilo de acuerdo con las ecuaciones 4.2 y
4.3 [Buxton y cols., 1988].

OH" + HCO,—'CO; + H,0 K=85x10° M's™ (4.2)

OH® +CO;"—'CO;” +OH™ K =3.9x10° M's™" (4.3)
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Como consecuencia se genera el radical anién carbonato. Este radical muestra
un amplio rango de reactividad con moléculas organicas pero es principalmente un

reactivo electrofilico selectivo, y su reaccion es mas lenta que la de los OH".

Por otro lado, los bicarbonatos presentan una pequefa foto-absorcion que
protege a los microorganismos de la luz solar. Este efecto pantalla puede limitar la
penetracidn de luz en la suspension bacteriana [Rincén y cols., 2004a]. Sin embargo, los
carbonatos no se pueden considerar los Unicos responsables de la inhibicion del
proceso de desinfeccion. La concentracién de oxigeno disuelto en ambos sistemas
(botella y reactor CPC) en todos los experimentos se mantuvo cercana a la
concentracion de saturacién en agua por lo que este factor no influye en los resultados

experimentales.

En fuentes de agua turbia, el sombreado causado por las particulas en
suspensién y por la absorcién y dispersion de luz de la materia disuelta puede hacer que
el rendimiento de desinfeccion sea menor en experimentos realizados con agua natural
de pozo comparado con agua destilada. El agua de pozo utilizada en este trabajo
experimental presentd una turbidez de 5 NTU, que siendo baja, comparada con el agua
destilada puede generar un efecto negativo. El conjunto de los efectos mencionados
limita el ataque de los radicales OH® a la pared celular de la espora y disminuye la

eficiencia de inactivacién comparada con los resultados obtenidos en agua destilada.

4.2. Influencia del tipo de espora en el tratamiento TiO,/Solar

En este estudio se llevaron a cabo una serie de experimentos para demostrar
que las diferentes esporas del género Fusarium presentan distintas resistencias al
tratamiento fotocatalitico. Previamente Sichel y cols. en la PSA desarrollaron un trabajo
experimental sobre la susceptibilidad fotocatalitica de distintas especies del género
Fusarium. Aunque demostraron que todas ellas eran susceptibles al tratamiento
fotocatalitico, también observaron diferentes patrones de inactivacién segun el tipo de
Fusarium spp. empleado, lo cual podia deberse a las esporas de las especies evaluadas
[Sichel y cols., 2007a]. Este género fungico desarrolla tres tipos distintos de esporas,
microconidios, macroconidios y clamidosporas (Capitulo 3, Seccion 3.1.1). Aqui se
investiga la influencia del tipo de espora en la fotocatalisis con TiO, en reactor de

botella.

La figura 4.5 muestra los resultados obtenidos en el tratamiento con 35 mg/L de

TiO, y F. equiseti (cepa FE3). Esta especie se caracteriza por desarrollar principalmente
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macroconidios aunque también aparecen algunas clamidosporas. Se constata de nuevo
que la accion directa de la luz solar tiene un efecto fungicida muy débil sobre la espora
mientras que el efecto fotocatalitico del TiO, es mas agresivo dando lugar a una mayor
eficiencia de inactivacion. El tratamiento fotocatalitico con TiO, provoca un descenso de
3log (desde 1200 (x£120) UFC/mL al limite de deteccién) mientras que en el
experimento de fotdlisis solar se obtuvo una reduccion de 0,3 log en la concentracion de
esporas tras 5 h de tratamiento. La suspensién fungica en contacto con el TiO, se
inactivdé completamente en 5 h de irradiacion solar. Esta figura muestra el mismo patron
de inactivacion observado por Sichel y cols. en 5 especies diferentes del género
Fusarium [Sichel y cols., 2007a]. También se observa que la velocidad de desinfeccion
desciende al final del tratamiento, cuando la concentracion de microorganismos
comienza a ser muy baja, otro patron de comportamiento observado en los resultados

anteriores (Seccién 4.1).
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Figura 4.5. Viabilidad de esporas de F. equiseti (macroconidios, FE3) representado frente al tiempo
experimental durante fotocatalisis con 35 mg/L de TiO, (—m-) y fotolisis solar (—e—) bajo radiacién solar
natural. La muestra de control en oscuridad fue evaluada en presencia de la misma concentracién de
TiOz2 (—o—). Evolucién de temperatura (linea punteada) y pH (-x) durante el tratamiento. LD = 2 UFC/mL.
Media de UV-A solar durante el ensayo (de 11:00 a 16:00 hora local): 30 (+3) W/mZ.

Por otro lado, cuando se tratan de forma independiente clamidosporas
producidas por F. equiseti (cepa M3T1b) y macroconidios de F. equiseti (cepa M2T1b)
mediante fotocatalisis solar con TiO, (35 mg/L), la curva de inactivacion obtenido es
diferente (Figura 4.6). Se puede observar que la inactivacion de los macroconidios fue

mas eficiente que la inactivacion de clamidosporas. Tras 6 h de exposiciéon solar en

133



4. Desinfeccién con TiOy/Solar

presencia de TiO, se obtuvo un descenso de macroconidios desde 2950(+40) UFC/mL
al limite de deteccién (2 UFC/mL), mientras que la concentracion de clamidosporas
descendié de 2200(x30) UFC/mL a 50(x10) UFC/mL, no alcanzandose el limite de

deteccion.
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Figura 4.6. Inactivacion fotocatalitica de clamidosporas (-m—) y macroconidios (—e—) de F. equiseti
(cepas M3T1b y M2T1b, respectivamente) con 35 mg/L de TiO,. Evoluciéon de la temperatura (linea
punteada) durante el tratamiento fotocatalitico. Media de UV-A solar durante el ensayo (10:45- 15:45):
27(+4) W/m>.

Los datos de pH, temperatura (maxima y minima), OD y Qv medidos a lo largo
de estos ensayos se muestran en la tabla 4.4. En los experimentos de las figuras 4.5 y
4.6, el pH de la solucion descendié de 6 a 4, aunque permanece constante en el caso
de la fotolisis solar. Este descenso puede ser atribuido a los compuestos generados
durante la degradacioén de los acidos de la pared celular fungica debido al ataque del
TiO, [Augugliaro y cols., 2006], ya que este efecto no se debe a la reaccion del TiO, con
el agua [Fernandez-lbanez y cols., 2000]. Cuanto mayor es la liberacion de productos de
degradacién durante el experimento, mas bajo sera el pH. El cambio de pH se observa
en ambas suspensiones de macroconidios y clamidosporas y, por tanto, este efecto no

es crucial para explicar las diferencias en el proceso de inactivacion.
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Tabla 4.4. Datos medidos durante los tratamientos fotocataliticos con TiO2 en reactor de botella y
diferentes cepas del género Fusarium.

. . TIOz ODI ODf Tmin Tmax . QUV
Figura  Especie (mgll) (mglL) (mglL) (°C) (°C) pHi pHs (kJIL) LD
Fig. 4.4 FE3 0 9,41 8,25 30 32,5 5,82 461 7 NO
Fig. 4.4 FE3 35 9,13 7,98 30 32,5 5,82 461 7 Sl

Fig. 4.5 M3T1b *35-C 9,37 8,41 25 31,4 6,11 42 64 NO
Fig. 4.5 M2T1b *35-M 9,22 8,50 25 31,4 6,08 44 64 Si

*35-C: experimento realizado con clamidosporas y 35 mg/L de TiOx.

*35-M: experimento realizado con macroconidios y 35 mg/L de TiOx.

Quv = energia UV-A recibida por unidad de volumen durante el experimento.

LD = Limite de deteccion (2 UFC/mL) alcanzado al final del experimento: SI 6 NO.

Los tres tipos de esporas generadas por Fusarium spp. se diferencian
principalmente por su pared celular. F. equiseti se caracteriza por no desarrollar
microconidios [Gerlach y cols., 1982; Leslie y Summerell, 2006], mientras que los
macroconidios y las clamidosporas son comunes en esta especie [Nelson y cols., 1983].
Los macroconidios tienen paredes gruesas y estan fuertemente septados [Schippers y
van Eck., 1981; Nelson y cols., 1983]. La composicion quimica de las paredes celulares
de macroconidios y clamidosporas es similar y presentan principalmente glucosaminas,
glucosa, manosa, galactosa, aminoacidos y acido glucorénico aunque en diferentes
proporciones [Schippers y van Eck, 1981]. Durante la formacion de clamidosporas, se
deposita en las paredes celulares un material electro denso que contiene melanina
como sustancia resistente a la lisis [Klotz, 1994]. Este material mejora la resistencia a la
oxidacion y a la penetracion de la luz en las capas internas de la clamidospora. Las
clamidosporas de F. oxysporum tienen una densa capa microfibrilar en el interior de la
pared hifal que se desarrolla durante su formacion. Se ha demostrado mediante técnicas
de difraccion de rayos X que estas microfibrillas orientadas al azar son microfibrillas de
quitina embebidas en una matriz de carbohidratos y proteinas, que constituyen la mayor
parte de la pared [Schippers y van Eck, 1981]. El espesor de las paredes de las
clamidosporas parece ser un factor importante para la supervivencia en suelos naturales
en ausencia de hospedadores [Warcup, 1955]. Por tanto, se deduce que la suspension
de clamidosporas es mas resistente a la fotocatalisis gracias al grosor y composicion de

su pared celular, lo que se refleja en una inactivacién mas lenta.
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4.2.1. Estudio de la interaccién entre espora y catalizador

Por otra parte, se examinaron al microscopio optico (campo claro) tanto las
muestras de clamidosporas como de macroconidios procedentes de los tratamientos
fotocataliticos sometiéndolas a un proceso de tincion con verde malaquita. Algunas de

las imagenes observadas al microscopio se muestran en la figura 4.7 (a-e).

Figura 4.7. Macroconidio de F. equiseti (a, b) y clamidosporas (c, d, e) tefiidas con verde malaquita un dia
después del tratamiento fotocatalitico (x1000).

Las figuras 4.7.a y 4.7.b muestran macroconidios de F. equiseti rodeados por
agregados de TiO,, mientras las figuras 4.7.c y 4.7.d son imagenes de clamidosporas

germinadas, y la figura 4.7.e es una clamidospora inactivada sin germinar.

De la observacion al microscopio de muestras de agua cabe destacar la
presencia de catalizador adsorbido sobre la superficie de la espora (Figuras 4.7.a y
4.7.b). Este efecto también se observd en suspensiones de esporas de P. capsici
expuestas en oscuridad a 100 mg/L de TiO, durante 5h en reactor de botella y
constante agitacion. En la figura 4.8 se muestran imagenes tomadas al microscopio
optico de la suspension del catalizador y las esporas de P. capsici en agua. Estas
imagenes muestran claramente el aumento del numero de particulas de TiO, sobre la
superficie de esporas de P. capsici a medida que se prolonga el tiempo de contacto

entre esporas y catalizador.
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Figura 4.8. Zoosporas de P. capsici enquistadas en presencia de 100 mg/L de TiO, en suspension
durante 5 h en oscuridad tefiidas con verde malaquita (x1000).

La agregacion de particulas de catalizador sobre las esporas se produce debido
a que éstas suelen tener una carga superficial negativa. Se sabe que la membrana
citoplasmatica bacteriana tiene carga neta superficial negativa, la cual esta constituida
por proteinas, lipidos, acidos y lipopolisacaridos [Szumski y cols., 2005]. Otros estudios
ponen de manifiesto las propiedades superficiales de la esporas de diferentes especies
de hongos, como por ejemplo Paecilomyces fumosoroseus que presenta carga
superficial negativa [Dunlap y cols., 2005], las conidiosporas de A. nidulans presentan
hidrofobicidad [Dynesen y Nielsen, 2003], y se ha observado también interacciones

electrostaticas en la superficie de C. albicans y otras Candida sp. [Klotz, 1994].

Las particulas de diéxido de titanio en agua presentan también carga superficial
variable dependiendo del pH de la suspension acuosa. La figura 4.9 muestra un
esquema del efecto del pH de la suspensidén acuosa sobre el efecto de agregacién entre

catalizador y espora.
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Figura 4.9. Diagrama de interaccién entre particulas de catalizador en suspensién y esporas en funcién
del pH y de la carga superficial del catalizador [Adaptado de Fernandez-Ibafiez, 2004].

Las particulas de TiO, tienen carga negativa a un pH basico y conforme el pH de
la solucidon acuosa va descendiendo, la carga superficial negativa disminuye hasta
alcanzar un valor igual a cero (este punto se conoce como punto de carga nula, en el
caso de suspensiones de TiO, es igual a 7). Por debajo de este pH, la presencia de H*
hace que la superficie de la particula de catalizador adquiera una carga positiva, mayor
cuanto mas acido es el medio. En los experimentos llevados a cabo en este trabajo, el
pH del agua destilada se mantuvo entre los valores 5,8 y 6, en estas condiciones las
particulas de TiO, presentan carga neta superficial positiva [Fernandez-lbafiez y cols.,
2000, 2003]. Debido a que la carga eléctrica superficial de las esporas es de signo
opuesto, se observa un fuerte efecto de hetero-agregacion entre ambos durante los
experimentos de fotocatalisis (Figuras 4.7.a, 4.7.b y 4.8). Un aspecto positivo de este
efecto es que la reaccion fotocatalitica se lleva a cabo de forma mas eficiente al
adsorberse los elementos que van a ser degradados (en este caso esporas) a la
superficie del catalizador [Herrmann, 2005] ya que los radicales hidroxilo, de vida media

extremadamente corta, se generan directamente sobre la superficie del microorganismo.

No obstante, el efecto opuesto ocurrira cuando el pH de la suspension acuosa
tenga un valor de pH superior a 7, tal y como ocurre en el caso del agua de pozo

(Seccion 4.1.3). Este tema ha sido investigado por Gumy en 2006 demostrando con
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E. coli y el mismo catalizador que el empleado en este trabajo, que no se observan
diferencias significativas en las cinéticas de desinfeccion fotocatalitica al variar el pH de
la suspension. Ademas demostraron con otros tipos de TiO,, que existe una correlacion
entre punto isoeléctrico y actividad catalitica, a menor punto isoeléctrico se observo
menor actividad bactericida [Gumy y cols., 2006]. Sin embargo, un estudio con E. coli
como modelo de microorganismo para la desinfeccidén esta marcado por la alta
sensibilidad de la bacteria a los tratamientos, por lo que no se pueden observar en

algunas ocasiones efectos especiales de parametros debido a su rapida inactivacion.

4.3. Escalado del proceso de desinfeccion fotocatalitica con TiO, a reactor
CPCde60L

La técnica de desinfeccion fotocatalitica de agua para su uso y re-uso en
irrigacién, tiene interés especialmente a escalas mayores que las evaluadas hasta el
momento. La configuracion del foto-reactor CPC permite el escalado a volimenes de
agua mayores mediante el acople de varios médulos CPC. Aunque a priori pudiese
parecer que este proceso es sencillo, los cambios que conlleva aumentar el volumen de
agua acarrean ciertas complicaciones que conducen a una baja eficacia del proceso si
éste no se estudia con cuidado y se seleccionan las condiciones de operacion
apropiadas, ya que éstas en el reactor de menor volumen no tienen por qué coincidir
con las idoneas para otro de mayor volumen. Por ello es necesario estudiar y optimizar
los parametros de disefio y operaciéon del nuevo sistema CPC de 60 L desarrollado con

el objetivo de aumentar el volumen de agua para su desinfeccién fotocatalitica.

4.3.1. Parametros de calculo utilizados para el diserio del reactor fotocatalitico solar de
60 L

El disefio de este nuevo reactor CPC de 60 L esta basado en los conocimientos
adquiridos durante los ultimos afos en la PSA sobre el tratamiento de desinfeccion
fotocatalitica del agua. Los parametros clave para disefar una nueva planta piloto son el
volumen de agua iluminado y el area de captacion de la radiacion solar. Sin embargo
existen otros parametros que son necesarios determinar para el disefio de la planta

piloto, tal y como se describen a continuacion.
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Volumen iluminado

El uso de un reactor CPC de 14 L ha demostrado tener (Seccién 4.1) una mayor
eficiencia fotocatalitica que el reactor de botella. Sin embargo, este reactor CPC
presenta algunas desventajas tales como contar con un volumen total de exposicion
solar de sélo 4,7 L de un total de 14 L de volumen de agua, esto significa que un 66,5 %
del volumen total se encuentra en oscuridad (en el sistema de tuberias y tanque de
recirculacién). En el nuevo prototipo de reactor CPC (60 L) se mejora esta relacién de
volumen iluminado a volumen total. El volumen iluminado del foto-reactor se determina

aplicando la siguiente formula:

_ﬂ-(D—25)2L N (4.4)

ilum tub

Donde Vj,, es el volumen iluminado en m?, D es el didmetro exterior del tubo (m), oes
el espesor del tubo (m), Ly, es la longitud de cada tubo (m), y Ny es el numero de
tubos. En este caso, el volumen iluminado de este reactor es de 38 L y el volumen

muerto es del 36 %.

Area de captacion

Asociado al aumento del volumen iluminado, se debe aumentar la superficie de
captacion de radiacién UV solar con el objetivo de aumentar la cantidad de fotones en el

sistema. El area iluminada viene dada por la expresion 4.5:

(4.5)

tub

D
Ailum = (Olsgsj ) Nlub xL

Donde D es el diametro exterior del tubo (m), Ly es la longitud de cada tubo (m), y Ny,

es el numero de tubos. El area de captacion de este reactor es de 4,74 m?2

Nuamero de Reynolds
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Un aspecto importante del disefio es que el fluido dentro del sistema para
aplicaciones fotocataliticas debe circular en régimen de flujo turbulento. La correcta
homogenizacién del fluido es imprescindible para asegurar que el catalizador y los
microorganismos interaccionen perfectamente. A su vez, este flujo debe conseguir
mantener el catalizador en suspension, especialmente en el caso del TiO, (densidad de

masa = 3,5 g/cm?®).

El niumero de Reynolds (Re) es un coeficiente adimensional utilizado en
mecanica de fluidos, disefio de reactores y fendmenos de transporte para caracterizar el
movimiento de un fluido. El valor de Re define el régimen laminar (Re <2000) o
turbulento (Re > 4000) de un fluido en movimiento. Para el buen funcionamiento del

reactor CPC, el flujo debe ser turbulento con un Re > 10000 (expresion 4.6):

pD.V (4.6)

Donde p es la densidad en kg/m®, u es la viscosidad dinamica del agua en Ns/m?
(0,00089 a 25 °C), D, es el diametro interior del tubo (m) y V es la velocidad lineal media

del fluido en la tuberia en m/s. Esta velocidad se calcula de acuerdo con la siguiente

expresion:
o9 (4.7)
- sz
4

Donde Q es el caudal (m*/s) y Dy es el didmetro interior del tubo (m). En este caso, para
un caudal de 30 L/min, se obtiene una velocidad lineal del fluido en el foto-reactor de
0,34 m/s y un Re de 16634.

Pérdida de carga

La pérdida de carga en el tramo lineal de tuberia se calcula segun la

ecuacion 4.8.
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2 (4.8)
po gLV
‘ D2g

Donde hy es la pérdida de carga por friccién (m), L es la longitud total de la tuberia (m),

D es el diametro interno de la tuberia (m), V es la velocidad lineal en m/s, y g es la

aceleracion de la gravedad (m/s?).

El parametro f (adimensional) denominado factor de friccion o de Darcy es

funcién del numero de Reynols y de la rugosidad relativa (¢;) de la tuberia. Para el
calculo de este parametro existen multiples ecuaciones, pero dado que los tubos
utilizados para la construccién del reactor son tubos de vidrio de borosilicato se ha

utilizado la expresiéon de f dada por Blasius en 1911. Este autor propone una

expresion en la que el factor de friccion viene dado en funcién del nUmero de Reynolds,
valida para tubos lisos, en los que €. no afecta al flujo al tapar las irregularidades con

una subcapa laminar y valida para Re <100000. Esta expresion se define como

£=03164-Re*>.

Ademas de las pérdidas de carga lineales también se producen perdidas de
carga en codos, ramificaciones, valvulas, etc. Normalmente son pequefas comparadas
con las lineales, salvo que se trate de valvulas casi cerradas. Las pérdidas de carga en

el reactor CPC se deben a la presencia de codos y se expresa mediante la siguiente

ecuacion:
2 (4.9)
hb = KVi (m)
2g

Donde h, es la pérdida de carga en la singularidad, que se considera proporcional a la
energia cinética promedio del flujo y K es el coeficiente de pérdidas singulares. Este
coeficiente se obtiene a partir de tablas que permiten estimar las longitudes equivalentes
para los casos de elementos mas comunes en funcion del diametro de la tuberia. La
longitud equivalente depende del coeficiente de friccidbn, pero este no se suele

contemplar en las aproximaciones empleadas [Comisidn Nacional del Agua, 2007].
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La pérdida de carga total en el reactor se obtiene mediante la suma de la pérdida
de carga por friccion mas la sumatoria de la pérdida de carga de todas las

singularidades de acuerdo con la siguiente expresion:

P =h s+ by (M) (4.10)

La pérdida de carga debida a la friccion para este sistema es f = 0,02786,
mientras que hy = 0,05673 m. Cada codo de 90° y un diametro de 5 cm, K= 0,9, presenta
una peérdida de carga h, = 0,005437 m. Las contribuciones de todos los codos dan la
siguiente pérdida total de carga zh, = 0,07612 m. Y la pérdida total de carga hy:. €S
0,14 m.

Potencia de la bomba

Para seleccionar la potencia de la bomba hay que determinar la carga dinamica
total (CDT) del sistema. El calculo de la carga total de bombeo consiste en determinar la
energia requerida para impulsar el liquido desde el nivel de succidén hasta el nivel de
descarga, venciendo la resistencia que ofrecen las tuberias y los accesorios al paso del
fluido. La carga dinamica total de bombeo se define como la suma total de resistencias
del sistema correspondientes a la carga estatica total, a la pérdida de carga por friccion
en la tuberia de succion y descarga, y a la perdida de carga por singularidades. Estas

variables se relacionan en la CDT de acuerdo con la siguiente expresion:

CDT = H (m) 4.11)

reactor

+hy+Y hy+h

presion

Donde Hpacor €S la carga estatica, hpesisn €5 la perdida por presion y se estima en un
10 % de la suma de los otros tres componentes, hs es la pérdida de carga por
friccion (m) y h, es la pérdida de carga en la singularidad. De acuerdo con esta
expresion, la CDT determinada para el foto-reactor CPC es de 1,968 m =2 m. Para

calcular la potencia de la bomba se emplea la siguiente expresion:
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POV) = 0-CDT (4.12)
6.131-7

Donde P(W) es la potencia de la bomba (W), Q es el caudal (L/min), CDT es la carga
dinamica total (m), y 7 es 0,5 para bombas con potencia < 1,5 kW. Para un caudal de

30 L/min y un CDT de 2 m se recomienda una bomba con una potencia minima de
20 W.

4.3.2. Evaluacioén de la capacidad fotocatalitica del reactor CPC de 60 L

La eficiencia del reactor CPC en la aplicacion del tratamiento fotocatalitico con
TiO, se investiga utilizando tres especies del género Fusarium que desarrollan de forma
individualizada cada una de las esporas caracteristicas de este género. Se utiliza
F. solani (F12) como productor de microconidios, F. equiseti (M2T1b) como productor de
macroconidios y F. equiseti (M3T1b) como productor de clamidosporas. En este estudio
experimental se utilizaron dos tipos de agua: agua destilada y agua natural de pozo y se
evaluaron distintas concentraciones de TiO, en suspensién con el objetivo de determinar
bajo qué condiciones de operacion se alcanza la maxima eficiencia fotocatalitica en el
nuevo reactor CPC de 60 L.

4.3.2.1. Seleccion del caudal de operacion

Con el objetivo de evaluar el caudal de trabajo adecuado en el nuevo prototipo
de reactor solar CPC de 60 L se llevaron a cabo ensayos con esporas de F. solani (F12)
y 100 mg/L de TiO en oscuridad durante 5 h. Los ensayos se realizaron a dos caudales
distintos, 20 L/min por similitud con el foto-reactor de 14 L y 30 L/min que es el maximo
suministrado por la bomba. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.10
donde se puede observar un débil descenso en la concentracion de esporas a 20 L/min,
coincidente con la pérdida de catalizador durante el tratamiento. Esto se debe a la
formacion de agregados entre particulas de catalizador y esporas ya que, como se
menciond anteriormente, a pH 5,5 (pH del agua destilada), la superficie del catalizador
tiene carga superficial positiva [Fernandez-Ibanez y cols., 2003], mientras que la pared
celular fungica presenta carga superficial negativa [Old y Schippers, 1973]. Las cargas
superficiales de distinto signo inducen a la formacién de agregados entre las esporas y

el catalizador. Si el caudal del reactor donde se forman estos agregados es demasiado
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bajo, estos pueden sedimentar debido al incremento de su peso y, por tanto, los

resultados de desinfeccion podrian estar enmascarados.
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Figura 4.10. Concentracion de esporas de F. solani en oscuridad en el foto-reactor CPC en presencia de
TiO2 a 20 L/min (—e—) y 30 L/min (—m—) (Eje-Y izquierdo), y concentracion de TiO2 a 20 L/min (-o-) y
30 L/min (—o—) (Eje-Y derecho).

Con el caudal de 30 L/min, la concentracion de esporas y de TiO, en suspension
permanecen constantes a lo largo del tiempo tal y como se observa en la figura 4.10.
Bajo estas condiciones, la viabilidad y la concentracion de esporas no se ven afectadas
negativamente ni por el caudal ni por la presencia del catalizador, por tanto, la
inactivacion de esporas durante la exposicion solar puede ser exclusivamente atribuida
al tratamiento fotocatalitico solar. Estas condiciones se mantienen para cada uno de los

tipos de esporas evaluados, es decir, microconidios, macroconidios y clamidosporas.

4.3.2.2. Inactivacion de microconidios en agua destilada y en agua natural de pozo

La figura 4.11 muestra la inactivacion de microconidios de F. solani (cepa FS12)
a diferentes concentraciones de TiO, (0, 50, 100 y 250 mg/L) en agua destilada. El pH,
temperatura y OD de cada experimento se muestran en la tabla 4.5. Como se puede
observar, el limite de deteccion se alcanzé tras 5 h en todos los casos excepto a la
concentracién de 250 mg/L de TiO,, donde la concentracién de esporas descendio
desde 1100(x300) UFC/mL a 9(x3) UFC/mL.

145



4. Desinfeccién con TiOy/Solar

El ensayo de fotolisis solar muestra que la concentracion de microconidios de
F. solani se redujo de 1100(x200) UFC/mL hasta el limite de deteccion tras 5h de
exposicion con una energia UV-A solar acumulada (Quy) de 52 kJ/L. La inactivacién de
esporas de F. solani mas efectiva se obtuvo a una concentracién de 100 mg/L de TiO,
descendiendo la concentracion de esporas desde 1000(x200) UFC/mL hasta alcanzar el
limite de deteccion tras 3 h de exposicion solar con un Quy= 30 kJ/L. El limite de
deteccidn también se alcanz6 tras 3 h de tratamiento con 50 mg/L de TiO,, aunque con
una energia acumulada (Quy) de 41,8 kJ/L. Esto significa 11,8 kJ/L mas de energia UV
solar por unidad de volumen necesaria para alcanzar el mismo resultado en el caso de

50 mg/L que en el caso de 100 mg/L de TiO..
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Figura 4.11. Viabilidad de microconidios de F. solani en funcién del tiempo en agua destilada con luz solar
natural en presencia de 0 (-V¥-), 50 (—e—), 100 (—=—) y 250 (—A—) mg/L de TiO; en el reactor solar CPC de
60 L. Los simbolos huecos corresponden a los controles en oscuridad. Las barras representan el Quv
necesario para alcanzar el limite de deteccién en cada concentracién de TiO,. LD = 2 UFC/mL.

El efecto germicida de la radiacion solar en ausencia de TiO;, es muy alto en este
nuevo prototipo de reactor CPC, lo cual juega un papel muy importante en la
desinfeccion (Figuras 4.11 a 4.14). La eficiencia del tratamiento de fotolisis solar
observada en todos los experimentos realizados puede ser atribuida al elevado y
continuado tiempo de iluminacién, ya que el nuevo reactor CPC tiene una mayor
relacion de volumen de agua irradiado con respecto al volumen total de agua. Este
fuerte efecto fungicida de la radiacion solar en ausencia de catalizador no habia sido

previamente observado en otros reactores tipo CPC [Sichel vy cols., 2007a]. De la
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misma forma, la inactivacion de Fusarium spp. con todas las concentraciones de TiO,
estudiadas también mejora respecto a los resultados obtenidos en el reactor CPC de
14 L y en el reactor de botella, ya que el nuevo reactor CPC recoge 2,3 y 6 veces mas
energia UV-A solar por unidad de volumen tratado que el reactor CPC de 14 L y el

reactor de botella, respectivamente.

En cuanto a la degradacion fotocatalitica de esporas de F. solani (cepa FS12) en
agua natural de pozo se evaluaron tres concentraciones de TiO: 0, 50 y 100 mg/L de
TiO, (Figura 4.12). Concentraciones superiores a 100 mg/L de catalizador no se
evaluaron dado que ya se ha demostrado que no favorecen el proceso de inactivacion.
Tras 5 h de exposicidn solar, la concentracion de esporas en el experimento de fotolisis
solar no alcanzé el limite de deteccién. El ensayo con 100 mg/L de TiO, muestra que la
concentracion de esporas alcanza el LD desde una concentracion inicial de esporas de
490(£90) UFC/mL tras 4 h de tratamiento fotocatalitico con un Quy de 41,5 kJ/L. En el
caso de 50 mg/L de TiO, también se alcanzé el limite de deteccidén tras 4 h con un Quy
practicamente igual, de 41,2 kJ/L. El pH, temperatura y oxigeno disuelto se muestran en
la tabla 4.5.

Como se ha podido observar, la inactivacion en todos los casos es mas lenta en
el agua de pozo que en el agua destilada debido a los altos niveles de carbonatos y
bicarbonatos presentes en este tipo de agua (Tabla 3.3). Estas especies, como se
comentd en la seccién 4.1.3, reducen la actividad fotocatalitica y son los mayores
responsables de la pérdida de eficacia de la fotocatalisis heterogénea y, en este caso,
de la lenta inactivacion de las esporas. No obstante, en este caso a diferencia del
reactor CPC de 14 L, el limite de deteccion se alcanza en todos los experimentos

fotocataliticos, lo cual demuestra la mayor eficiencia del nuevo prototipo de reactor CPC.
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Figura 4.12. Concentracion de microconidios de F. solani en funcion del tiempo en agua natural de pozo,
condiciones de radiacion solar reales y en presencia de 0 (—A—), 50 (—e—) y 100 (-=—) mg/L de TiOz en el
reactor solar CPC de 60 L. Las barras representan el Quy necesario para alcanzar el limite de deteccion en
cada concentracion de TiO,. LD = 2 UFC/mL.

Tabla 4.5. Valores de oxigeno disuelto (OD), temperatura (T), pH y energia acumulada (Quv) durante los
ensayos de fotocatalisis con TiO2 en el reactor CPC 60 L con microconidios de F. solani en agua destilada
y agua natural de pozo.

i OD; oD Tmin Tmax

Figura (TrLcs)leL) (mglL) (mg;lL) oc) (¢ PH o PHr &‘;L) LD
Agua destilada

Fig. 4.11 0 9,28 7,80 21,8 36,7 6,25 6,32 52,07 Sl

Fig. 4.11 50 9,84 8,34 18,1 30,9 6,01 6,16 41,8 Sl

Fig. 4.11 100 9,43 7,80 20,9 36,3 6,02 6,35 29,9 SI

Fig. 4.11 250 9,24 7,52 21,8 37,9 5,82 5,81 43,9 NO
Agua de pozo

Fig. 4.12 0 10,01 9,67 10,1 21,6 7,93 7,98 38,9 NO

Fig. 4.12 50 9,21 7,57 21,8 38,4 7,99 7,99 41,2 Sl

Fig. 4.12 100 9,79 7,75 17,5 34 7,99 7,99 41,5 Sl

LD = Limite de deteccion (2 UFC/mL) alcanzado al final del experimento: SI 6 NO.

El rendimiento mas alto de desinfeccion para este reactor y longitud de paso
optico (50 mm) se extrae de los resultados experimentales de F. solani (cepa FS12) en
agua destilada (Figura 4.11) y agua de pozo (Figura 4.12), donde se puede observar
que el patron de desinfeccion con 50 mg/L es muy similar al de 100 mg/L de TiO..
Desde el punto de vista fotocatalitico, podemos asumir que la concentracion de 50 mg/L
presenta un mejor rendimiento en el estado inicial del proceso mientras que la de

100 mg/L muestra un mejor rendimiento de desinfeccion al final del tratamiento,
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probablemente debido a las limitaciones de transferencia de masa cuando la
concentraciéon de esporas es demasiado baja. Sin embargo, dado que con 100 mg/L de
catalizador en agua destilada se obtiene una sensible mejora en el resultado al final del
tratamiento, concluimos que esta concentracion de TiO, en suspension, es la mas
adecuada para la inactivacion de esporas de Fusarium spp., en este nuevo reactor solar
CPC de60L.

Desde el punto de vista de eficiencia del tratamiento como funcion de la
concentracion de TiO,, el patron de desinfeccion obtenido a las diferentes
concentraciones de catalizador es similar al observado en el reactor CPC de 14 L vy el
reactor de botella, donde la eficiencia fotocatalitica aumenta hasta alcanzar un valor
optimo (que es funcion de la radiacion solar entrante en el sistema) y a partir de este

valor, la eficiencia decrece a medida que aumenta la concentraciéon de TiO..

4.3.2.3. Inactivacion de macroconidios en agua destilada y agua natural de pozo

La figura 4.13 muestra la inactivacion de macroconidios de F. equiseti
(cepa M2T1b) en agua destilada y agua de pozo con 100 mg/L de TiO, en condiciones
de radiacion solar natural. La concentracion inicial de macroconidios en todos los
experimentos es aproximadamente 102 UFC/mL. Esta concentracion inicial es mas baja
gue la de microconidios de F. solani debido a que estas esporas se generan en menor

cantidad y, por tanto, su presencia en agua también sera menor.

Se puede observar que el limite de deteccion se alcanza en todos los casos. La
mayor eficiencia de inactivacion fungica se obtuvo en agua destilada, donde las esporas
disminuyeron desde 84(x14) UFC/mL hasta el limite de deteccion tras 3 h de
fotocatalisis solar con un Quy de 28,5 kJ/L. Con agua de pozo, el descenso se produjo
desde 84(+7) UFC/mL al limite de deteccion con un Quy de 30,4 kJ/L. Por otro lado, la
fotolisis solar redujo las esporas al limite de deteccion partiendo de una concentraciéon
de 48(x8) UFC/mL tras 4 h, pero necesitd una mayor energia UV solar acumulada
(Quv = 39,4 kJ/L).
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Figura 4.13. Concentracion de macroconidios viables de F. equiseti en funcion del tiempo en agua de pozo,
AP(—m—) y agua destilada, AD (—e—) en presencia de 100 mg/L de TiO, y fotolisis solar, FS (—¥-) en
condiciones de radiacion solar natural en el reactor CPC de 60 L. Las barras representan el valor de Quv
necesario para alcanzar el limite de deteccién en cada concentracién de TiO; evaluada. LD = 2 UFC/mL.

La temperatura mas alta alcanzada durante las sesiones experimentales fue
41,4 °C (Tabla 4.6). La viabilidad de esporas de Fusarium spp. no se ve afectada por
esta temperatura ya que el punto de muerte térmica en suelos, definida como la
temperatura mas baja requerida para inactivar todos los microorganismos del medio en
10 minutos, es de 60 °C para F. oxysporium [Bollen, 1969]. Ademas, en estudios de
viabilidad térmica en medio acuoso realizados en agua con Fusarium sp., se necesitaron
45 °C durante 3 h para alcanzar la muerte fungica, mientras que con 40 °C las esporas
permanecen estables durante 5h. Por otro lado, el limite de deteccién en estos
experimentos se obtuvo antes de que en el sistema se alcanzaran 41,4 °C por lo que se
puede descartar que esta temperatura cause algun efecto negativo en la viabilidad de

las esporas.

Estos resultados demuestran que los macroconidios son susceptibles a la
fotocatalisis solar con suspensiones de TiO, en agua destilada y agua natural de pozo,
aunque los macroconidios de F. equiseti (cepa M2T1b) requieren mas tiempo y energia

para alcanzar el limite de deteccidén que los microconidios de F. solani (cepa FS12.
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Tabla 4.6. Valores de oxigeno disuelto (OD), temperatura (T), pH y energia acumulada (Quv) durante los
ensayos de fotocatalisis con TiO2 en el reactor CPC 60 L con macroconidios de F. equiseti en agua
destilada (AD) y agua natural de pozo (AP).

i OD; oD Tmin Tmax
Figura (TrLC;JZIL) (mglL) (mg;lL) oc) (¢ PH PHr &‘;L) LD
Fig.413  0-AD 9,26 7,66 23 357 606 606 394 sI
Fig.413  100-AD 884 7,56 246 366 628 666 285 S|
Fig.413  100-AP 934 7,32 206 385 7,98 799 304 sI

LD = Limite de deteccion (2 UFC/mL) alcanzado al final del experimento: SI 6 NO.

4.3.2.4 Inactivacion de clamidosporas en agua destilada y agua natural de pozo

La degradacion fotocatalitica solar de clamidosporas de F. equiseti (cepa M3T1b)
se llevo a cabo en agua de pozo y agua destilada con 100 mg/L de TiO, a un caudal de
30 L/min en dias completamente soleados. Los resultados obtenidos de estos ensayos
se muestran en la figura 4.14. La concentracion de clamidosporas se redujo de
111 (12) UFC/mL hasta el limite de deteccién tras 4 h con 36,4 kJ/L de energia UV
acumulada en el caso del agua destilada. En agua de pozo, el limite de deteccién se
alcanzé tras 4 h, y la concentracion de esporas descendié desde 164 (£11) UFC/mL al
LD, con un Quy de 37,2 kJ/L. Sin embargo, el proceso de fotolisis solar necesita 5 h de
tratamiento para alcanzar el mismo resultado, con una irradiancia acumulada (Quy) de
45,3 kJ/L. Esto confirma que la inactivacion fotocatalitica de clamidosporas es también
mas eficiente en agua destilada. El pH, temperatura y OD de cada experimento se

muestra en la tabla 4.7.

Tabla 4.7. Valores de oxigeno disuelto (OD), temperatura (T), pH y energia acumulada (Quv) durante los
ensayos de fotocatalisis con TiO, en el reactor CPC 60 L con clamidosporas de F. equiseti en agua
destilada (AD) y agua natural de pozo (AP).

i OD; oD Tmin Tmax
Figua (00 me)  mew (o) e PM P (?ﬁﬁ) Lo
Fig. 4.14 0- AD 9,49 8,20 21,4 33 6,13 5 45,3 SI
Fig. 4.14 100- AD 9,29 7,57 22,4 39,2 6,13 57 36,4 SI
Fig. 4.14 100- AP 9,27 7,43 22,2 41,4 7,99 7,99 37,2 S

LD = Limite de deteccion (2 UFC/mL) alcanzado al final del experimento: SI 6 NO.
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Figura 4.14. Concentracidon de clamidosporas viables de F. equiseti en funcion del tiempo en agua natural
de pozo, AP (—m-) y agua destilada, AD (—e—) en presencia de 100 mg/L de TiO, y un experimento de
fotolisis solar, FS (—¥—) en condiciones de radiaciéon solar natural y en reactor solar CPC de 60 L. Las
barras representan el Quv necesario para alcanzar el limite de detecciéon en cada concentracion de TiO..
LD =2 UFC/mL.

Los resultados obtenidos con clamidosporas demuestran que este tipo de
esporas son mas resistentes que microconidios y macroconidios al tratamiento
fotocatalitico. Estos resultados concuerdan con los observados en reactor de botella. La
composicion de la pared celular y estructura de clamidosporas las hacen mas
resistentes a los factores fisico-quimicos y, por tanto, también al tratamiento
fotocatalitico solar. Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos en el reactor
de botella, con el reactor CPC de 60 L es posible inactivar clamidosporas tras 4 h de
exposicion solar con suspensiones de TiO,. En la fotolisis solar también se alcanza el
limite de deteccion tras 5 h con una mayor energia UV acumulada por litro, lo cual no se

habia observado previamente (Figura 4.6).

4.3.3. Ajuste cinético de los resultados de desinfeccion en el reactor CPC de 60 L

El ajuste cinético de los resultados obtenidos en este trabajo experimental se
muestra en la tabla 4.8 donde se describe el modelo utilizado y los valores de las
constantes cinéticas (k) de inactivacion, longitud del hombro y concentracion de esporas
residual dependiendo del modelo cinético utilizado. La eleccion de un modelo u otro se
basa en el mejor ajuste en funcidon del método de los errores cuadraticos. Como se

puede observar en la tabla 4.8, el modelo utilizado en los experimentos evaluados varia
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dependiendo de los resultados de inactivacion, pues el patron de inactivacion varia. No
obstante el modelo que mejor describe el comportamiento de inactivacion experimental,
de manera general, es el modelo de fase ‘log-lineal’ precedida de un ‘hombro’
(Ecuacion 3.18). En el caso de fotolisis solar, el modelo cinético mas utilizado es el

modelo log-lineal descrito por la ecuacion 3.15.

Tabla 4.8. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos fotocataliticos realizados en el reactor CPC de
60 L en agua destilada (AD) y agua de pozo (AP) con los tres tipos de esporas de Fusarium spp.
evaluadas.

TiO: k Longitud Log (Nres) R? Modelo cinético
(mg/L) (L/kJ) hombro (kJ/L)
Microconidios. Agua destilada
0 0,05 £ 0,02 - - 0,99 Log lineal
50* - - - - -
100 0,12 £ 0,01 0,91 £ 0,04 - 0,999 Hombro + Log lineal
250 0,05 + 0,01 0,40+ 0,16 2,0840,01 0,99 Hombro + Log lineal
Microconidios. Agua de pozo
0 0,05+ 0,08 - - 0,9 Log lineal
50 0,07 + 0,01 - - 0,9 Log lineal
100 0,09 £ 0,01 0,68+ 0,00 - 1,0 Hombro + Log lineal
Macroconidios. Agua destilada y agua de pozo
0-AD 0,04 + 0,00 0,2+0,2 - 0,9 Hombro + Log lineal
100-AD 0,07 £ 0,03 0,3+0,6 - 0,9 Hombro+ Log lineal
100-AP 0,05 +0,01 - - 0,942 Log lineal
Clamidosporas. Agua destilada y agua de pozo
0 0,03 £ 0,07 - - 0,99 Log-lineal
100-AD 0,05 £ 0,01 0,08 +£0,3 - 0,9 Hombro + Log lineal
100-AP 0,05+ 0,01 - - 0,9 Hombro+ Log lineal

* No hay datos cinéticos suficientes para realizar un ajuste estadisticamente significativo.

De los resultados cinéticos podemos destacar que la constante cinética mas
elevada corresponde a 100 mg/L de catalizador en el caso de microconidios y agua
destilada. Los microconidios se inactivan mas rapidamente en agua destilada que en
agua de pozo a similares concentraciones de TiO,. Esto se cumple como norma general

en todos los tipos de esporas segun los datos de la tabla 4.8.

Se observa ademas que las clamidosporas tienen una velocidad de inactivacion
ligeramente mas baja que la de los macroconidios, y éstos presentan un valor de k
menor que el caso de los microconidios. Los valores de la constante k concuerdan con
los resultados de inactivacion fungica en funcién del tiempo de exposicion solar y dosis

de radiacion UV acumulada en el sistema.
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4.4. Post-tratamiento del TiO, para su recuperacion

La idoneidad de utilizar el didxido de titanio para el tratamiento de aguas es un
tema actualmente controvertido por la polémica que suscita la posible toxicidad del
mismo en el ecosistema. Sin embargo, es una realidad que el didxido de titanio esta
presente en multitud de productos de uso comun tales como pinturas, papel, cosméticos
y medicinas. Segun diversos estudios, el TiO, esta clasificado como biolégicamente
inerte para humanos y animales [Ophus y cols., 1979; Lindenschmidt y cols., 1990]. Sin
embargo cuando se presenta como nanoparticulas (particulas de tamafo inferior a
100 nm) pueden tener también efectos toxicos sobre el ser humano ya que podrian
producir estrés oxidativo en presencia de luz UV-A causando dafios celulares,
genotoxicidad, inflamacién, respuestas inmunoldgicas, etc. [Skocaj y cols., 2011]. No
obstante, tal y como se demuestra en nuestros ensayos realizados en oscuridad, el TiO,

no produce efectos negativos al menos sobre la viabilidad de las esporas.

Otro aspecto muy importante en este tipo de tratamiento fotocatalitico con TiO,
en suspension es su posterior retirada del agua y recuperacion para un posible reuso v,
consecuentemente, su retirada del agua antes de ser utilizada, especialmente en el
caso de agua destinada al consumo humano. Para que la fotocatalisis con didxido de
titanio pueda ser aplicada como método de tratamiento de aguas, los costes de
operacion deben reducirse al maximo posible, a lo que contribuye la recuperacion del
catalizador. El proceso de recuperacion del catalizador se debe realizar mediante un
método que sea rapido, eficiente y barato. Diversos autores [Li y Zhao, 1999; Xi y
Geisen, 2001] proponen el acompanamiento de sistemas de filtracion al de tratamiento
de aguas mediante fotocatalisis con suspensiones. Otros autores [Watts y cols., 1995;
Gustafsson y cols., 2003] proponen como técnica complementaria a la fotocatalisis el
post-tratamiento con agentes coagulantes como sales metalicas (sulfato ferroso, cloruro
férrico, sulfato de aluminio), surfactantes, etc. Estos sistemas no siempre se ajustan a
los requisitos de bajo coste. Fernandez-lbafez y cols. describen un método de
recuperacion de catalizador post-tratamiento mediante sedimentacién [Fenandez-
Ibafez, 2004]. Este método se basa en modificar el pH del medio hasta alcanzar el
punto isoeléctrico del TiO, (punto de carga nula), que es pH 7 en el caso del tipo TiO,
utilizado en este trabajo. A este pH, las particulas de catalizador tienen carga neta
superficial nula y se produce un fenémeno de agregacion rapida de las particulas que
provoca un aumento radical en el tamafio medio de los agregados desde 66050 nm
(obtenido para particulas dispersadas mediante simple agitacion mecanica) hasta
alcanzar diametros de 2-4 micrometros, que sedimentan muy rapidamente (pocos

segundos).
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La planta piloto de tratamiento fotocatalitico evaluada en este trabajo
experimental consta, ademas de un foto-reactor CPC de 60 L, de una pequefa planta
de recuperacion del catalizador tras el tratamiento. Esta planta consta de un tanque para
la sedimentacién con una capacidad de 80 L, una bomba centrifuga que manda el agua
desde el foto-reactor al tanque y una salida para el agua una vez terminado el proceso
de sedimentacion. Tras el tiempo requerido para la sedimentaciéon del catalizador, éste
forma una fina capa en el fondo del tanque y el sobrenadante es el agua tratada
practicamente libre de catalizador. No obstante, para asegurar una completa ausencia
de particulas de TiO,, se recomienda que el agua sea filtrada por microfiltracién antes
de ser vertida o reutilizada. El proceso de separaciéon del catalizador supone una
pequena pérdida del mismo correspondiente a lo que se pierde en el proceso de
filtracion y ésta se estima en valores inferiores al 5% de la concentracion inicial de
catalizador afadido [Fernandez-lbafiez, 2004]. No obstante, no es objeto de este trabajo
experimental evaluar en profundidad la recuperacion y el reuso fotocatalitico del

catalizador.
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5. DESINFECCION DE AGUA MEDIANTE H,0,Y RADIACION
SOLAR

En este capitulo se estudia la capacidad germicida del proceso combinado de
radiacion solar natural y peroxido de hidrégeno (H,O,) en esporas de F. equiseti
(M3T1b) en varios tipos de agua: agua destilada, agua natural de pozo y agua simulada
de salida de EDAR. Las experiencias preliminares se llevaron a cabo en el reactor de
botella de 200 mL. A continuacion, se estudid el mismo tratamiento en el reactor solar
CPC de 60 L bajo las mismas condiciones que en el reactor de botella, observandose la
elevada capacidad de este sistema para la inactivacion de esporas fungicas. En este
capitulo se analiza también la influencia de la biologia de la espora en el efecto

germicida del tratamiento H,O,/Solar.

5.1. Evaluacion de la autodescomposicion del H,O,

Antes de comenzar con el estudio de la inactivacion de esporas mediante
H,O,/Solar, se llevd a cabo una evaluacion de la descomposicion del perdxido de

hidrégeno en cada uno de los tipos de agua utilizados, es decir, agua destilada, agua de
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pozo y agua simulada de salida de EDAR en presencia de radiacion solar natural y en

oscuridad durante un tiempo experimental de 5 h.

En este estudio se mide la disminucion de la concentracion de H,O, tanto en el
reactor de botella como en el reactor solar CPC (60 L) en ausencia de esporas fungicas.
La concentracién inicial de H,O, utilizada es de 10 mg/L, esta concentracién se eligié de
acuerdo con experiencias previas llevadas a cabo en la PSA en las que se observé que
esta concentracion provoca, en presencia de luz solar, un marcado efecto germicida
sobre las esporas mientras que en oscuridad no afecta a su viabilidad [Sichel y cols.,
2009]. A lo largo del tiempo de experimentacion (5 h) tanto bajo exposicién solar como
en oscuridad, se midié la concentracion de H,O,, el pH, el oxigeno disuelto (OD), la
temperatura del agua y se determiné la energia UV-A acumulada en el sistema (Quy).

Todos los valores medidos durante los experimentos se muestran en la tabla 5.1.

De forma general, el descenso en la concentracion de perdxido de hidrogeno es
mas acusado bajo radiacién solar que en oscuridad. En el reactor de botella y bajo
iluminacion solar natural el descenso de H,O, es de 1,87 mg/L para el agua destilada
mientras que en oscuridad es practicamente nulo. En el agua de pozo la bajada de H,0,
es de 2,91 mg/L en presencia de luz solar y 0,79 mg/L en oscuridad. En agua simulada
de salida de EDAR, el consumo de H,O, fue de 3,58 mg/L bajo radiacion solar natural y
de 2,21 mg/L en oscuridad. Durante estos ensayos no se observaron cambios
significativos en el pH del agua, excepto en las medidas realizadas en el agua de pozo,
donde el pH aument6 aproximadamente de 7,5 a 8,7 tanto en presencia de luz solar
como en oscuridad. EI OD no mostré ningun cambio significativo en ninguno de los tipos
de agua evaluados. Dado que todos los reactores de botella se expusieron de forma
simultanea el mismo dia, la unica diferencia entre los descensos de H,O, en cada tipo
de agua observados en oscuridad y bajo radiacion solar se puede atribuir al efecto de la

radiacion solar obtenido tras 5 h de exposicion (Quy = 27,1 kJ/L) (Tabla 5.1).

En el reactor CPC de 60 L se obtuvo un comportamiento similar al observado en
reactor de botella. Sin embargo, la pérdida de peréxido de hidrégeno es mas alta en el
reactor CPC tanto en oscuridad como en presencia de luz solar. En agua destilada, el
descenso de H,O, que se observa es de 3,75 mg/L, mientras que en oscuridad es de
2,42 mg/L. En el caso del agua de pozo, de 3,97 mg/L de H,O, cuando estuvo expuesta
a la luz solar y de 2,35 mg/L en oscuridad. Y en agua simulada de salida de EDAR la
bajada en la concentracion de peréxido observada es de 5,96 mg/L y 2,47 mg/L en
oscuridad (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Descenso de la concentracion de H>O, en cada tipo de agua, pH, OD (valores iniciales y
finales), temperatura maxima y minima, y Quv de los experimentos en oscuridad y bajo radiacion solar.

Agua Agua Agua de Agua de Agua Agua
destilada destilada pozo pozo simulada simulada
Luz solar Oscuridad Luz solar Oscuridad Luz solar Oscuridad
Reactor de botella (200 mL)
H202 (mg/L)* 1,87 0,09 2,91 0,79 3,58 2,21
pHi/pHs 6,7/6,7 6,2/6,2 7,5/8,5 7,6/8,7 8,1/8,2 8,2/8,3
ODi/ODs (mg/L) 7,9/7,6 7,6/7,3 7,5/7,3 7,417,6 7,5/6,8 7,4/7,0
T2min/ T?max (°C) 22,8/31,5 22/25 22,5/30,9 22/25 23,6/31,9 22,3/26,0
Quv (kJ/L) 27,1 0 27,1 0 271 0
Reactor CPC (60 L)
H202 (mg/L)* 3,75 2,42 3,97 2,35 5,96 2,47
pHi/pHs 5,8/5,7 6,6/7,1 7,9/8,0 8,0/8,0 8,0/8,1 8,0/8,0
ODi/OD¢ (mgl/L) 7,2/7,4 10,0/8,6 9,5/9,5 10,0/7,5 9,4/8,3 9,9/8,5
T2min/ T2max (°C) 22,5/35,2 18,3/38,2  26,1/37,9 16,10/41,8 25,8/38,3 20,5/36,6
Quv (kJ/IL) 44,5 0 34,5 0 31,8 0

*Decenso de concentracion de H2O» de un total de 10 mg/L

De acuerdo con los resultados obtenidos en reactor solar botella y CPC, el orden
en el descenso de concentraciéon de peroxido de hidrogeno obtenido fue el siguiente:
Agua simulada de salida de EDAR > Agua de pozo > Agua destilada. Estos valores se

observan siempre mayores en el reactor CPC.

El H,O, se auto-descompone en agua y oxigeno de acuerdo con la reaccion 5.1
[Jones, 1999

2H,0, —2H,0+ 0, (5.1)

Este proceso se ve influenciado principalmente por el efecto de la temperatura, la

alcalinidad del medio acuoso y la presencia de compuestos quimicos:

(i) La temperatura determina que la descomposicion del H,O, aumente 2,3 veces
por cada 10°C de incremento de temperatura [Jones, 1999]. Este efecto se puede
observar en los datos registrados en la tabla 5.1. La descomposicion del H,O, en el
reactor CPC tanto iluminado como en oscuridad es considerablemente mas alta que la

alcanzada en el reactor de botella.

(ii) El pH del medio afecta al H,O, en su ionizacion. El peroxido de hidrégeno es
un acido débil que se ioniza segun la reaccion 5.2. Esta reaccion se ve favorecida en

medio alcalino [Phibbs y Giguere, 1951]:
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H,0, <> H" + O0H "~ (5.2)

Como se observa en ambos tipos de reactores, la descomposicion del H,O, es
mayor para el agua de pozo y el agua simulada de salida de EDAR. Estos tipos de agua
se caracterizan por un pH de 7-8,7, mientras que el agua destilada tiene un pH en torno

a 6,5 lo cual puede influir en la degradacion observada para los diferentes tipos de agua.

(i) Otro de los factores que afectan a la descomposicion del H,O, es la
presencia de compuestos quimicos organicos e inorganicos en el agua tales como
acidos humicos, taninos, compuestos ligninoliticos, cianuros, formaldehido, carbonatos,
sulfatos, tiosulfatos, nitratos, cloruros y fosfatos [Jones, 1999]. No obstante, en el agua
simulada de salida de EDAR no existen compuestos organicos complejos como los
acidos humicos, taninos, etc. y principalmente son los compuestos inorganicos los que

pueden influir en la descomposicion del H,O,.

También se realizé6 un espectro de absorbancia de cada solucién acuosa
preparada tanto en presencia como en ausencia de 10 mg/L de H,O, (Figura 5.1). Como
era de esperar, se observan mayores valores de absorbancia a longitudes de onda
inferiores a 300 nm, siendo éstos mayores en el caso del agua simulada de salida de
EDAR que en agua destilada y agua de pozo para todas las longitudes de onda. Esto se
debe a la presencia de cierta cantidad de materia organica e inorganica en este tipo de

agua.

En todos los tipos de agua estudiados, se produce un aumento significativo de la
absorbancia en presencia de H,O, siendo éste mas acusado en el agua simulada de
salida de EDAR. Este efecto se debe a que en este tipo de agua se favorece la
ionizacion del H,O, dando lugar al i6n OOH en una alta proporcién segun la
reaccion 5.2 y el coeficiente de absorcion de luz del ion OOH™ es aproximadamente

10 veces mayor que el del propio H,O, [Phibbs y Giguere, 1951].
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Figura 5.1. Espectro de absorbancia del agua destilada, agua de pozo y agua simulada de salida de
EDAR en presencia y ausencia de H20» (10 mg/L).

El maximo de absorbancia del perdxido de hidrégeno se alcanza en el rango UV,
comenzando aproximadamente a los 400 nm. Phibbs y Giguere estudiaron el espectro
de absorcion UV del H,O, y encontraron que el coeficiente de extincion molar en M'em™’
para el H,O, es de 1,0 a 300 nm; 25,0 a 250 nm; 90,0 a 220 nm; 132 a210 nmy 179 a
200 nm [Phibbs y Giguere, 1951].

Los resultados de absorbancia de los diferentes tipos de agua permiten explicar
los descensos de H,O, observados en los reactores solares, donde tanto en oscuridad
como en presencia de luz, el mayor consumo de H,O, se observa en el caso del agua
simulada de salida de EDAR. Este consumo se debe a la propia quimica del peréxido de
hidrégeno en agua y al aumento de temperatura que se produce en condiciones de

exposicion solar.

Por tanto, bajo la radiacién solar, el HO, se auto-descompone mas rapidamente
que en oscuridad y sera necesario anadir la cantidad de H,O, al agua del reactor solar
que garantice la presencia de una determinada concentracién de reactivo constante
durante los ensayos de desinfeccion. Por ello, concentraciones inferiores a 10 mg/L no
pueden garantizar la eficiencia del tratamiento especialmente en el caso del agua
simulada de salida de EDAR donde el descenso en la concentracion de peroxido de

hidrégeno en presencia de luz solar natural es de casi 6 mg/L (Tabla 5.1).
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5.2. Inactivaciéon de esporas de F. equiseti mediante H,O./Solar en reactor
de botella

La eficiencia del tratamiento de radiacién solar con H,O, para la desinfeccion
fungica del agua se investigd inicialmente mediante estudios preliminares en reactor de
botella con un volumen total de 200 mL. Se evalud el efecto germicida del tratamiento
solar con 10 mg/L de H,O, en diferentes tipos de agua: agua destilada, agua natural de

pozo y agua simulada de salida de EDAR.

La concentracion de perdoxido de hidrogeno utilizada en estos experimentos
(10 mg/L) no produce efectos nocivos sobre la viabilidad de las esporas. Sichel y cols.
demostraron que el efecto toxico del H,O, en oscuridad para las esporas de F. solani se
da a una concentracion de H,O, igual o superior a 50 mg/L, a dicha concentracion de
H.O, se observa la reduccion de 0,4 log en la concentracién de esporas tras 5 h de
exposicion a este agente oxidante. [Sichel y cols., 2009]. En este caso se evaluan las
clamidosporas de F. equiseti, de mayor resistencia que los microconidios (Capitulo 4).
Se determiné en oscuridad el posible efecto téxico del peréxido de hidrogeno sobre su
viabilidad. Para ello se mantuvieron las suspensiones acuosas de esporas en presencia
de 10 mg/L de H,O, durante 5h en oscuridad. Los resultados mostraron que la
concentracién de esporas viables se mantenia constante durante el tiempo que duré el
ensayo. Por ello, la inactivacion de esporas observada en presencia de H,O, a 10 mg/L
y luz solar se debe al efecto sinérgico entre radiacion solar y H,O, y no a un efecto

perjudicial del propio perdxido.

Los resultados de inactivacion de clamidosporas de F. equiseti durante el
tratamiento con radiacién solar natural en presencia de 10 mg/L de H,O, durante
5 horas en el reactor de botella con agua destilada, agua de pozo y agua simulada de
salida de EDAR se muestran en la figura 5.2. El efecto de la radiacion solar sin perdxido
sobre las mismas esporas y durante el mismo tiempo de tratamiento se muestra en la

misma grafica.
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F. equiseti (UFC/mL)

Q,, (kJ/L)

Figura 5.2. Inactivacion de esporas de F. equiseti durante el tratamiento de radiacion solar natural con
10 mg/L de H20- en el reactor de botella (200 mL) en agua destilada (—e—), agua de pozo (—A-), y agua
simulada de salida de EDAR (-m-). Los simbolos huecos corresponden al tratamiento de fotolisis solar
en agua destilada, (—o—), agua de pozo (—A-), y agua simulada de salida de EDAR (-o-).

Los resultados obtenidos del proceso de fotolisis solar muestran que una larga
exposicion a la radiacion no siempre produce suficientes dafios en las esporas como
para que la concentracion de las mismas alcance el limite de deteccion. La
concentracién de esporas descendié de 295(x20) UFC/mL al LD en el agua de pozo, de
284(+£14) a 4(£2) UFC/mL en el caso del agua destilada, y de 400(+30) a 52(x8) UFC/mL

en el caso del agua simulada de salida de EDAR.

En el caso de radiacion solar con 10 mg/L de H,O, se alcanzé el limite de
deteccidn en todos los casos evaluados. Los experimentos con agua destilada y agua
de pozo alcanzaron el LD desde 300(x200)UFC/mL y 333(+50) UFC/mL
respectivamente tras 3 h de exposicion solar con una energia UV-A por unidad de
volumen acumulada de 22,2 kJ/L. Sin embargo, en el agua simulada de salida de
EDAR, partiendo de una concentracién inicial de 300(x50) UFC/mL, se necesitd una
mayor energia UV-A solar acumulada por unidad de volumen (Quy = 28,8 kJ/L, en 4 h)

para alcanzar el LD.

En la tabla 5.2 se presentan los datos de descenso de H,O, asi como el pH, OD,
T2 y Quy. Las diferencias observadas en el descenso de H,O, entre los ensayos de
exposicion solar realizados en ausencia y en presencia de esporas (Tablas 5.1 y 5.2)

son pequefas. Se deben a la influencia conjunta de una serie de factores: la evolucion
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de la temperatura, la irradiancia UV-A solar, la composicion quimica del agua y la

presencia de las esporas.

Tabla 5.2. Descenso de la concentracion de H,O, valores inicial y final de pH y OD, temperatura
minima y maxima y energia acumulada Quyv tras 5 h de tratamiento con luz solar y H2O> (10 mg/L)
en el reactor de botella en los tres tipos de agua.

Agua destilada Agua de pozo Agua simulada
H202 (mg/L) 25 2,6 5,0
pHi/pHs 6,6/6,0 7,7/18,4 8,21/8,2
ODy/ODs (mg/L) 7,1/7,0 7,1/6,5 7,1/6,8
T2min/ T2max (°C) 22,2/28,8 22,1/29,7 19,8/29,3
Quv (kJ/L) 28,7 28,7 28,7

Varios autores describen el dafio en estructuras intracelulares producido por el
peréxido de hidrogeno debido a su difusién hacia el interior de la célula. Hartman
demostro el efecto bactericida producido por la combinacion sinérgica de la radiacion
UV-A (300 - 400 nm) y el H,0, (6x10- 6x10" M) sobre células vegetativas de E. coli en
agua [Hartman y Eisenstark, 1978]. Rincon y Pulgarin estudiaron el efecto de los
tratamientos Fe*'/UV-Vis y H,O,/Fe*"/UV-Vis en agua contaminada con E. coli. Los
ensayos de control de este trabajo se llevaron a cabo con el tratamiento H,O,/UV-Vis y
se observo que la inactivacion de esta bacteria en agua mejoraba notablemente por la
adicion de H,O, (10 mg/L) respecto al mero efecto de la radiacion solar. Los autores
atribuyeron el aumento de la eficiencia de desinfeccion a la propiedad oxidativa del
peroxido de hidrégeno sobre las células bacterianas, haciéndolas mas débiles y

sensibles a la radiacion solar [Rincén y Pulgarin, 2005a].

Recientemente se ha dado una nueva explicacion del mecanismo por el cual el
perdéxido de hidrogeno combinado con luz solar presenta un fuerte efecto germicida
sobre diversos microorganismos, se le atribuye a la generacion de radicales hidroxilo via
reacciones de Fenton internas durante este proceso. Spuhler y cols. atribuyeron este
efecto a reacciones tipo Haber-Weiss en el interior de las células [Spuhler y cols., 2010].
Estas reacciones son las mismas que intervienen en el tratamiento de foto-Fenton
(Ecuaciones 1.11-1.20), dando cuenta de la generacién de radicales hidroxilo que son

los causantes del dafo oxidativo sobre las células.

Esta hipdtesis se basa en el hecho de que las reacciones de Fenton (y tipo-
Fenton) en el interior de los sistemas biolégicos ocurren de forma natural, ya que tanto
el H,O, y el hierro asi como otros metales de transicion como el cobre estan presentes
en el interior celular y pueden dar lugar a este tipo de reacciones [Halliwell y Aruoma,

1991]. Las reacciones de tipo Fenton son la clave de los procesos de oxidacion de los
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principales componentes celulares [Prousek, 1995]. Los radicales hidroxilo son
responsables de la iniciacibn de una cascada de reacciones en las que se liberan
radicales que son citotéxicos para la célula y que pueden conducir a la muerte de la
misma [Jones, 1999]. Cualquier componente celular (proteinas, lipidos y ADN) es
susceptible al ataque de un OH®. Minotti y Aust demostraron que la presencia de hierro
en la célula conduce a la iniciacion de la peroxidacién lipidica [Minotti y Aust, 1987]. Las
partes mas sensibles al ataque de los radicales oxidantes en la molécula de ADN son
las bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas) especialmente la timina, que puede dar
lugar a la formacion de dimeros, y los enlaces C-H presentes en los anillos de la
molécula de desoxirribosa que constituye la base de la doble hélice del ADN [Halliwell y
Aruoma, 1991]. El principal producto generado por el ataque de un OH* a las bases del
ADN es el 8-hidroxiguanina, producido por la oxidacion de las bases de guanina. Otros
productos generados son 8-hidroxiadenina (adenina), aunque las bases pirimidinicas
(citosina y timina) también son susceptibles del ataque oxidativo [Halliwell y Aruoma,
1991; Imlay, 2008].

Debido a la vida extremadamente corta de los radicales hidroxilo (10”° segundos)
[Pastor y cols., 2000], éstos produciran dafios en la molécula de ADN solo si se generan
con iones metalicos unidos 0 muy cerca de la cadena de ADN [Halliwell y Aruoma,
1991]. La espora fungica como estructura eucariota presenta una pared celular interna
para proteger y separar el ADN del resto de los organulos del citoplasma. Por lo tanto, la
formacion interna de OH" por reacciones Fenton en el nucleo celular sélo es posible en
presencia del hierro o cobre que estan presentes en los cromosomas [Halliwell y
Aruoma, 1991].

El peréxido de hidrégeno es una molécula pequefia, habitualmente presente en
el interior de la célula que se forma como consecuencia del metabolismo aerobio
[Fridovich, 1986]. Todas las especies del oxigeno son pequefias moléculas que no
pueden ser excluidas de sitios activos, y en contacto con cofactores de menor potencial
redox producen reacciones de transferencia de electrones (Figura 5.3). Estas
reacciones dan cuenta de la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) [Imlay,
2008]. El estrés oxidativo sobre las células deriva de la presencia de especies

parcialmente reducidas del oxigeno que son mas reactivas que el propio oxigeno.
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e e ,2H* e ,2H* -, H*
L) 0, AN H202L> HO’L> OH
-0.16 V +0.94 V +0.38 V +2.33 V

Figura 5.3. Estado redox del oxigeno con sus potenciales de reduccion estdndar a una concentracion de
oxigeno de 1 M (peroxido de hidrégeno: H205; superoxido: Oz") [Imlay, 2008].

El efecto germicida en el tratamiento solar en presencia de H,O, esta favorecido
por la difusién del H,O, a través de las membranas citoplasmaticas. De este modo, el
H,O, extracelular se suma al H,O, intracelular. El incremento de H,O, intracelular
favorece las reacciones de Fenton y/o foto-Fenton con el hierro presente de forma
natural en el interior celular catalizando la produccion de radicales hidroxilo que atacan
de forma no selectiva cualquier componente estructural o enzimatico, generando la
muerte celular [Mello Filho y Meneghini, 1984; Imlay y cols., 1988a; Imlay y Linn, 1988b;
Keyer y Imlay, 1996]. El oxigeno puede difundir a través de las membranas libremente,
por lo que su concentracion intracelular es equivalente a la que se encuentra fuera de la
célula [Imlay, 2007]. Del mismo modo, el peréxido de hidrogeno, es una especie sin
carga que puede difundir libremente a través de membranas. Por tanto, la presencia de
H.O, extracelular genera un aumento del estrés oxidativo por entrada del mismo hacia
el interior celular. De forma natural los danos producidos por el estrés oxidativo son
reparados por los propios mecanismos de defensa de la célula. Las enzimas peroxidasa
y catalasa eliminan el exceso de H,O, de acuerdo con las siguientes reacciones [Imlay,
2008]:

Sustrato- H, + H,0, —L<2% 5 Systrator 2H,0 (5.3)
H,0,+H,0,—““* >0, +2H,0 (5:4)

Su actividad esta directamente relacionada con la concentracion de ROS en el
interior de la célula. Otras enzimas como la superéxido dismutasa (SOD) eliminan el
superoxido (Oy), el cual a diferencia del O, y el H,0,, no difunde libremente a través de
membranas. No obstante, estas enzimas son sensibles a la radiacion UV-A y se pueden
inactivar bajo la exposicion a la radiacién solar [Imlay, 2008]. Por lo que durante el
tratamiento de radiacion solar en presencia de H,O, el estrés oxidativo intracelular

aumenta debido al incremento de la concentracion de H,O, en el interior celular y, por
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otro lado, las enzimas que se encargan de la defensa de la célula frente a este agente

oxidante son inactivadas por los fotones UV-A, especialmente la catalasa y la SOD.

Con respecto al hierro, su presencia en la célula esta ampliamente demostrada.
Este elemento realiza funciones vitales para el mantenimiento de la homeostasis celular.
Dada la complejidad de la quimica del hierro y la necesidad por parte de la células de
este elemento quimico, éstas presentan métodos para controlar sus niveles de hierro
intracelulares [Tyrrell y Reeve, 2006; Andriopoulos y cols., 2007; Varghese y cols., 2007]
e incluso han desarrollado mecanismos de absorcién de hierro del medio. En 1976,
Jacobs propuso el depdésito labil de hierro celular (LIP) como un modelo contenedor de
hierro celular en sus diferentes formas [Jacobs, 1976]. Este se define como hierro
quelado en forma de Fe*" y Fe** [Vile y Tyrrell, 1993]. Cuanto mayor es la cantidad de
hierro quelado en la célula mayor es la disponibilidad de éste para que se produzcan

reacciones de tipo Fenton [Minotti y Aust, 1987].

La obtencion de hierro extracelular mediante compuestos quelantes de hierro o
sideréforos parece ser una de las mayores fuentes de LIP en la célula [Kruszewski,
2003]. La presencia de hierro en las esporas fungicas puede estar asociada, aunque no
exclusivamente, a la existencia de sideréforos biosintetizados o sideroforos
transportadores [Kruszewski, 2003]. Los sideroforos son compuestos quelantes de
hierro secretados por microorganismos al medio exterior. Los sideréforos fungicos son
moléculas de naturaleza peptidica de tipo hidroxamato donde se diferencian las familias
coprogenos, fusarininas (presentes en el género Fusarium) y ferricromos [Van der Helm
y Wilkelmann, 1994]. La funcién de estos quelantes de hierro es disolver el Fe**
(insoluble en condiciones aerdbicas) a complejos de Fe**, los cuales pueden ser

asimilados por mecanismos de transporte activo al interior celular.

Algunos trabajos recientes describen un aumento del hierro en las células tras
ser expuestas a estrés oxidativo por reacciones entre los ROS y proteinas reguladoras
de hierro-azufre como m-aconitasa. Los ataques de ROS a proteinas sensibles puede
favorecer la liberacion directa de atomos de hierro o aumentar indirectamente estos
niveles, causando cambios en la regulacion transcripcional del hierro [Beinert y cols.,
1996; Kiley y Beinert, 2003; Varghese y cols., 2007]. Por tanto, el dafo de las proteinas
que contienen hierro provocado por la radiacion UV-A y la posterior liberacion
intracelular de hierro hace que éste pueda estar disponible en mayor proporcion para las

posibles reacciones de Fenton internas.

Aunque empiricamente no se ha demostrado que se generen OH® como

consecuencia de la difusion del H,O, hacia el interior de la célula y su posterior reaccion
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con hierro durante el tratamiento H,O,/Solar, las evidencias experimentales llevan a la

conclusion de que éste efecto es altamente probable.

Segun lo expuesto, los principales mecanismos de accidén oxidativa de este

proceso se pueden resumir de la siguiente forma:

(i) La generacion de ROS por la accién directa de la radiacion solar que pueden inducir
mutaciones en el ADN. Estas vias sélo producen una leve reduccidn en la concentracion

de esporas como se observa en la figura 5.2.

(i) La participacion de las reacciones Fenton internas que generan radicales hidroxilo.
Este mecanismo esta favorecido por la difusion de H,O, hacia el interior de la célula, ya
que no tiene carga y puede difundir libremente a través de las membranas celulares. Un
aumento de la concentracion de H,O, intracelular favorece su reaccién con el hierro
presente en la célula a partir de fuentes de hierro como son los cumulos de azufre,
proteinas como la enterobactina o ferritina y sideréforos biosintetizados o sideréforos
trasportadores de hierro. La interacciéon del H,O, y el hierro disponible genera OH® que

finalmente producen la muerte celular.

(iii) El estrés producido por la radiacion UV-A provoca la inactivacion de las enzimas
catalasa y SOD, lo cual favorece la sobrecarga de peréxido de hidrégeno en la célula

ayudando al proceso de inactivacion.

Todos estos mecanismos (Figura 5.4) actian de forma conjunta cuando se utiliza
la radiacion solar con H,O,, lo cual explica el aumento de la inactivaciéon de
microorganismos durante este tratamiento comparado con la inactivacién por fotolisis

solar.

Otro aspecto muy importante en este trabajo es que el microorganismo utilizado
€s una espora, con una estructura bioldgica diferente a la célula bacteriana. Las esporas
son estructuras microbiolégicas destinadas a sobrevivir bajo fuertes factores de estrés
ambiental. Se caracterizan por tener una gruesa pared externa impermeable y diferente
composicion quimica que les confiere la resistencia a esos factores ambientales. Por
tanto, los mecanismos descritos pueden ocurrir rapidamente en células
metabdlicamente activas como las bacterias, sin embargo en las esporas, la difusion del

H,O, solo puede ocurrir una vez que la espora ha iniciado su germinacion.
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Figura 5.4. Diagrama de las principales vias de inactivacion generadas durante el tratamiento de
radiacion solar en presencia de H2Oz en una suspension acuosa de esporas fungicas.

Las esporas son estructuras que deben completar su ciclo de vida mediante la
germinacion y el crecimiento micelial. El paso de la germinacién sélo se produce bajo
condiciones ambientales favorables de temperatura, exposicion a la luz solar y
presencia de agua que contenga sustratos organicos como fuente de carbono
(azucares, alcoholes, aminoacidos) y sales inorganicas que proporcionan un ambiente
favorable para la germinacion [Cochrane y cols., 1963; Marchant y White, 1967; Giriffin,
1970; Palmero Llamas y cols., 2008b]. Durante la germinacion, las esporas aumentan su
permeabilidad y como resultado, aumentan su tamafo y activan su maquinaria
enzimatica y metabdlica. Finalmente, el micelio de los hongos crecera a través de la
formacion del tubo germinativo. Este proceso ampliamente estudiado [Marchant, 1966;

Chitarra y cols., 2005] se muestra de forma esquematica en la figura 5.5.

El primer paso de la germinacién de las esporas denominado etapa de hinchado
(en inglés “swelling”) se inicia tras un cierto periodo de exposicién a la luz solar tras el
cual, el agua y algunos compuestos disueltos en el agua entran en la espora por
difusion. El desarrollo de esta etapa explicaria como el peréxido de hidrégeno puede
entrar en la espora y asi producirse los mecanismos oxidativos que justificarian el buen

comportamiento desinfectante del proceso de exposicién solar en presencia de H,O..
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Figura 5.5. Diferentes etapas de germinacion de las esporas. a) Conidios no germinados [adaptado de
Marchant, 1966]. b) Primera etapa de la germinacion de espora: donde se observa el aumento de
tamafio por entrada de agua en el interior celular. c) Desarrollo del tubo germinativo [adaptado de
Chitarra y cols., 2005].

A diferencia de las células vegetativas, en todos los casos evaluados en este
trabajo experimental la inactivacion no comienza hasta que las esporas inician este
proceso de germinacién. Una de las sospechas que hace pensar que la espora no es
susceptible al efecto germicida del sistema H,O./Solar al inicio del tratamiento es el
patron de inactivacion observado en los resultados. Estos presentan dos fases
claramente diferenciadas tal y como se observa en la figura 5.2 (y posteriormente en la

figura 5.11 se observara el mismo patrén con los resultados del mismo proceso
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obtenidos en un reactor solar CPC de 60 L de volumen total). La primera fase
corresponde aproximadamente a las 2 primeras horas de tratamiento, en las que la
concentraciéon de esporas se mantiene constante. La segunda fase corresponde a un
descenso exponencial de dicha concentracién hasta alcanzar el limite de deteccion. Por
tanto, se cree que las esporas no inician el proceso de germinacion hasta
aproximadamente las dos horas de exposicion solar donde ocurre la brusca inactivacion

fungica por los mecanismos anteriormente descritos.

5.2.1. Confirmacién del proceso foto-Fenton en el interior de las esporas

Con el objeto de correlacionar experimentalmente el inicio de la germinacién con
la inactivacién por el tratamiento H,O./Solar se realizé un ensayo exponiendo a la
radiacion solar natural diferentes reactores de botella de manera simultanea que
contenian esporas de F. equiseti y 10 mg/L de H,O,. En la figura 5.6, se observa el
resultado de inactivacion producido por el efecto de la adicién de 10 mg/L de H,O, sobre
las suspensiones de esporas fungicas tras ser expuestas en reactores solares de botella
a tiempos cada vez mayores de exposicidn solar, es decir, tras 0, 30, 60, 90, 120 y
150 minutos sélo de radiacién solar, se adicioné el peréxido de hidrogeno y se mantuvo
bajo radiacién hasta completar 180 minutos de tratamiento. Ademas, se llevo a cabo un
experimento de fotolisis solar. Estos resultados muestran que el tratamiento de fotolisis
solar generd un ligero descenso en la concentracion de esporas (como era de esperar),
y que la inactivacion con H,O, anadido desde el inicio de la exposicién solar (en el
tiempo 0) da lugar al patron tipico de inactivacion de las esporas que se ha observado
previamente (Figura 5.2). La adicion de H,O, en los tiempos 30 y 60 minutos da lugar a
un patron semejante al obtenido cuando el perdxido de hidroégeno se afadié a tiempo 0.
Sin embargo se observa que la adicién de H,O, a los 90, 120 y 150 minutos produce
una reduccion inmediata en la concentracién de esporas desde el momento de la
adicion de H,O,. Por ejemplo, el experimento de adicion a tiempo 0 requiere mas de una
hora hasta que se inicia el descenso de la viabilidad fungica. Esto significa que a los
90 minutos el H,O, tiene la posibilidad de difundir al interior de la espora de forma
inmediata, comenzando las reacciones tipo Fenton interno y provocando la inactivacion
rapida de las esporas. Esto no ocurre en el caso de 0, 30 y 60 minutos, porque en esos
casos las esporas aun no son permeables al agua del medio externo. Cabe destacar
que, una vez iniciado el proceso de inactivacion de las esporas, las pendientes de

inactivacion son en todos los casos muy similares.
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Figura 5.6. Efecto sobre la inactivacion de las esporas de F. solani por la adicion de 10 mg/L de H20; a
diferentes tiempos de exposicion a la radiacién solar en reactores de botella.

Se podria argumentar que en los tiempos 90, 120 y 150 minutos las esporas
pueden haber acumulado dafos producidos por la radiacion solar. Sin embargo, como
se puede observar en la figura 5.6, la respuesta de las esporas a la adicién del H,O, a
esos tiempos provoca una inactivacion mucho mas rapida que la observada en la

fotolisis solar.

Hasta el momento se ha atribuido la inactivacion de esporas en el tratamiento
H,O,/Solar a la sucesion de reacciones de Fenton internas. De ser asi, estas reacciones
se producirian también en oscuridad. Por tanto, habria que discriminar si las reacciones
que llevan a la inactivacion celular ocurren Unicamente en presencia de luz solar. Para
demostrarlo se desarrollé6 un experimento de inactivaciéon de esporas de F. equiseti en
reactor de botella en agua destilada y en presencia de 10 mg/L de H,O, durante 5 h. De
este reactor se tomaron muestras de agua a distintos tiempos de exposicion a la
radiacion solar: 90, 120 y 150 minutos. Una vez fueron retiradas de la luz, se
mantuvieron en oscuridad en el laboratorio y a 25 °C y se evaluaron hasta completar las
5 h. Los tiempos escogidos se han basado en los resultados obtenidos en la figura 5.6.
Tiempos inferiores a 90 minutos han demostrado que no producen un dano directo en la
espora, y dado que la entrada de H,O, al interior celular comienza a observarse a los
90 minutos se tomaron como tiempos representativos del proceso los 90, 120 y

150 minutos de exposicién a la radiacion solar.
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La figura 5.7 muestra los resultados de viabilidad de las esporas de este ensayo.
Se observa que durante un periodo de irradiacion de 5 horas se produce una bajada
paulatina de la viabilidad hasta alcanzar el limite de deteccion (tipico patron de
inactivacion en tratamiento H,O./Solar). En aquellas muestras en las que las esporas
estuvieron expuestas a la radiacion solar durante un periodo de 150 minutos, se
produce una ligera bajada en la concentracién de esporas viables, la cual permanece
estable cuando se interrumpe la iluminaciéon durante el tiempo que queda hasta
completar las 5 horas del ensayo. Sin embargo, las suspensiones de esporas expuestas
a tiempos de iluminacion solar inferiores no acusan ninguna bajada significativa en la

concentraciéon de esporas viables después de la exposicién solar.
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Figura 5.7. Efecto de la radiacion solar sobre la inactivacion de esporas fungicas durante el tratamiento
H2O2/Solar con 10 mg/L de H20;2 (-m-) en 180 minutos. Efecto sobre la viabilidad fungica al pasar
muestras del tratamiento HyOy/solar a condiciones de oscuridad y temperatura ambiente a diferentes
tiempos del tratamiento solar: 90 (-¢-), 120 (-e-) y 150 minutos (- A-).

Por tanto, las esporas sometidas al estrés oxidativo producido por este
tratamiento lo acusan con una pérdida de viabilidad durante la exposicion solar (siendo
ésta suficiente). En el momento en que desaparece la radiacion solar, mantienen su
concentracion de esporas viables, mientras que las que continuan bajo la accién de la
radiacién solar acaban por inactivarse por completo (hasta el limite de deteccion). Estos
resultados demuestran que sin luz solar no se producen dafios oxidativos que

provoquen la inactivacién de las esporas, y que es necesaria la presencia de fotones
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para que el tratamiento con H,O, tenga un efecto desinfectante sobre el agua. Por ello,
las reacciones que podrian explicar la inactivacion celular necesitan de fotones y de
peréxido de hidrogeno, por lo que las reacciones de tipo foto-Fenton serian
probablemente la causa de la inactivacién observada en estos ensayos, tal y como

apuntan estos estudios.

Por otra parte, en todo tratamiento fotocatalitico, como es el caso del TiO, y del
foto-Fenton, los radicales hidroxilo formados en el sistema generan, por un lado la
inactivacion o muerte de microorganismos y, por otro, cuando en el medio existen
compuestos organicos, producen la degradacién de materia organica, que se observa
como reduccidon de la concentracion de COD, tal y como ocurre en otros resultados
presentados en esta memoria (Capitulos 6 y 7). Esto se debe a la baja especificidad del

OH’* y por tanto este radical oxida alla donde se forma.

La figura 5.8 muestra la evolucion del COD en el reactor de botella y en el
reactor solar CPC durante sendos ensayos tras 5 h de exposicion solar del efluente
simulado de EDAR en presencia de 10 mg/L de H,O,. Se observa que incluso en el
reactor CPC, donde la cantidad de fotones entrantes es muy superior a la que entra en
el reactor de botella, no se produce una reduccion significativa del COD. Por tanto, y
como era de esperar, la presencia de fotones solares y perdoxido de hidrégeno no
produce un efecto oxidativo sobre la materia organica, por tanto los procesos de
inactivacion observados con las esporas no se pueden atribuir al ataque oxidativo

externo sino a otro tipo de procesos que tendran lugar en el interior celular.

Por ello, esta evidencia experimental soporta la teoria de que la inactivacion
microbiana en el tratamiento H,O./Solar se ha de producir por un ataque oxidativo
intracelular, ya que el carbono organico total disuelto (COD) no sufre degradacion

alguna durante el tiempo de tratamiento.
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Figura 5.8. Evolucién del COD medido a lo largo del periodo experimental en reactor de botella y reactor
solar CPC en agua simulada de salida de EDAR y 10 mg/L de H205.

5.3. Efecto de la radiacion visible y UV-A en el tratamiento H,O2/Solar

Con objeto de discriminar el efecto separado de las componentes UV-A y visible
del espectro solar en el proceso de inactivacién durante el tratamiento H,O,/Solar, se
utilizé un filiro de radiacion UV-A. El filtro utilizado es una lamina de metacrilato que
tiene una longitud de onda de corte de 370 nm, por lo que absorbe casi toda la
intensidad de luz por debajo de 370 nm, mientras que por encima de 370 nm la

intensidad de radiacion no se ve afectada (Figura 3.11).

Se realizaron ensayos de desinfeccion de esporas de F. equiseri con y sin filtro
de UV-A. Los experimentos se llevaron a cabo simultdneamente en agua destilada con
10 mg/L de H,O,y con la misma concentracion inicial de esporas (~300 UFC/mL). Los
resultados (Figura 5.9) muestran que la eficiencia de inactivacion para el sistema con
filtro es menor que en el sistema sin filtro, aunque las diferencias entre ambos sistemas
no son muy elevadas. Durante estos experimentos la temperatura maxima alcanzada en
ambos casos fue 39,3 °C. El OD vari6 de 7,1 a 5,5 mg/L, y se consumieron 2,4 mg/L de

H>O, en el experimento sin filtro UV-A y 1,6 mg/L en presencia del filtro.
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Figura 5.9. Inactivacién de esporas de F. equiseti bajo radiacion solar natural y H202 (10 mg/L) en
reactor de botella y agua destilada con (—A-) y sin (—e-) filtro de luz UV-A (corte = 370 nm). Los
simbolos huecos representan controles en oscuridad.

Los resultados de inactivacion obtenidos en el caso con filtro muestran que no
solo los fotones del UV-A lejano son importantes en este proceso, sino que la radiacion
UV-A cercana y parte de la radiacion visible del espectro solar también influyen en el
proceso. Hartman y Eisenstark investigaron el efecto bactericida de la radiacién UV
cercana (300-420nm) y H,O, sobre varias cepas de E.coli K-12. A bajas
concentraciones de H,0, (de 6x10° a 6x10™* M) observaron el efecto sinérgico de los
fotones con el peréxido de hidrégeno en todas las cepas excepto aquellas que portaban
una mutacion en el gen recA (gen relacionado con el sistema de respuesta a dano
oxidativo en el ADN). A mayores concentraciones de H,O, (> 6x10* M) junto con
radiacion UV-cercana, todas ellas incluyendo las mutantes recA, fueron susceptibles al

tratamiento y murieron [Hartman y Eisenstark, 1978].

Feuerstein y cols. estudiaron el efecto antibacteriano de la sinergia entre la luz
visible y el H,O, sobre Streptococcus mutans para lo cual utilizaron luz azul (450 -
490 nm) y bajas concentraciones de H,O, (O,3—3O><10'3 M). Segun estos autores la
fotolisis del perdéxido de hidrégeno para formar OH® no juega un papel dominante y
sugirieron que el efecto sinérgico se debia a la formacion de radicales hidroxilo via
reacciones de tipo foto-Fenton con el Fe?* presente en la bacteria. Esto permite que los
OH® ataquen a la célula y se produzca una pérdida del hierro quelado. Ademas, la

presencia de H,O, puede aumentar la permeabilidad de la membrana de las células
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dafandolas sub-letalmente por la exposicion a la luz. De este modo se daria una mayor
permeabilidad al H,O, resultando en un dafio oxidativo de los componentes

intracelulares [Feuerstein y cols., 2006].

Mamane y cols. investigaron la inactivacion de E. coli, esporas de
Bacillus subtilis, y los fagos MS2, T4 y T7 utilizando un tratamiento de UV/H,0,. Como
parte de este trabajo, estudiaron el efecto de la radiacion con longitudes de onda
superiores a 295 nm (UV-A y visible), con y sin H,O,. El tratamiento UV/H,0, (25 mg/L
H>0,) no tuvo ningun efecto anadido comparado con la radiacién UV en el virus T4 en
15 minutos. En el caso del virus T7, obtuvieron una mayor reduccién en la concentracion
virica con el tratamiento UV/H,O, que con el mero efecto de la radiacion UV
(aproximadamente 1 log de diferencia entre ambos tratamientos). En el caso de E. coli
no se observaron diferencias significativas entre la utilizaciéon del tratamiento UV/H,0,
(10 mg/L) y solo radiaciéon UV. Aunque en los primeros 7,5 minutos de tratamiento
observaron un ligero efecto de inactivacion de E. coli en el caso de UV/H,0, (25 mg/L)
no pudiendo observar diferencias en un tiempo de reaccion prolongado dado que la
concentracién de bacterias se acercaba al limite de deteccién en un periodo de tiempo
muy corto. El virus MS2 dio el mejor resultado de inactivacion con el proceso UV/H,0,
(con mas de 25 mg/L) donde se alcanzé una reduccidon de 2log mientras que la
radiacion UV por si sola produjo una reduccién de 0,3 log. Sin embargo, las esporas de
B. subtilis no mostraron ninguna inactivacion en ninguno de los tratamientos empleados
(H20,, UV > 295 nm, y UV/H,0,) [Mamane y cols., 2007].

5.4. Inactivacion de F. equiseti mediante H,O,/Solar en reactor CPC de 60 L

El tratamiento de radiacion solar en presencia de bajas concentraciones de H,0,
también se estudia en el reactor CPC de 60 L. La viabilidad de las esporas fungicas en
agua destilada con 20 mg/L de H,0O, en el reactor CPC se evalué en oscuridad durante
5 h, mostrando que no existe ningun efecto negativo significativo sobre la viabilidad de
las esporas (Figura 5.10). Se utilizé una concentracién superior a la utilizada en los
ensayos solares con el objeto de cubrir una mayor concentracion de reactivo y asegurar
que no se produciria ningun efecto toxico sobre las esporas durante los ensayos
solares. La temperatura aumenté de 25°C a 45°C durante las 5h que durd el
experimento y, aunque en este rango de temperaturas no se produce una inactivacion
térmica, el incremento en la temperatura puede favorecer la eficiencia del proceso
aumentando las velocidades de inactivacion, tal y como ocurre en la gran mayoria de los

procesos de desinfeccion de aguas, como en SODIS o en UV-C, si bien cada caso

179



5. Desinfeccién mediante H,O; y radiacion solar

depende del tratamiento desinfectante y de los microorganismos presentes en el agua a

tratar.
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Figura 5.10. Viabilidad de esporas de F. equiseti en reactor CPC de 60 L con 20 mg/L de H>O, en
oscuridad. La linea discontinua muestra el perfil térmico durante el tratamiento.

Los ensayos de desinfeccion de clamidosporas de F. equiseti en el reactor solar
CPC se hicieron con agua destilada, agua de pozo y agua simulada de salida de EDAR
bajo radiacién solar natural y con 10 mg/L de H,O, (Figura 5.11). La concentracién de
clamidosporas de F. equiseti alcanzo el limite de deteccion desde 180(x50) UFC/mL en
agua destilada tras recibir una energia UV-A (Quyv) de 14,9 kJ/L, durante este proceso se
produjo un consumo de 5,6 mg/L de perdxido de hidrogeno. Los valores maximos de
temperatura medidos durante estos experimentos variaron entre 35,7 y 38,7 °C. En el
caso del agua de pozo, la concentracion de esporas se redujo 1,8 log, de 570(x40) a
5(x2) UFC/mL, con una energia Quy de 28,7 kJ/L. En este caso, el consumo de H,0O, fue
de 4,2 mg/L. En el caso del agua simulada, el limite de deteccién se alcanzé con una
concentracion inicial de 330(x30) UFC/mL tras recibir un Quy de 29,7 kJ/L y consumirse
un total de 3,99 mg/L de H,O,. Los valores de temperatura, pH y OD inicial y final asi

como la pérdida de H,O, en estos experimentos se resumen en la tabla 5.3.
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Figura 5.11. Inactivacion de esporas de F. equiseti bajo radiacion solar natural y 10 mg/L de H20- en el
reactor solar CPC de 60 L con agua destilada (—e—), agua de pozo (- A-), y agua simulada de salida de
EDAR (—=-). Los simbolos huecos corresponden al tratamiento de fotolisis solar en agua destilada (—o-),
agua de pozo (—A-) y agua simulada de salida de EDAR (—o-).

Tabla 5.3. Consumo de H2O2 en experimentos de desinfeccion con luz solar y H.O> (10 mg/L) en
el reactor solar CPC de 60 L para cada tipo de agua. También se muestran el pH, OD (valores
inicial y final), temperatura minima y maxima y Quy.

Agua destilada Agua de pozo Agua simulada
H202 (mg/L) 6,1 4,6 49
pHi/pHs 6,0/5,1 8,0/8,6 8,1/9,0
ODy/OD¢ (mg/L) 8,8/7,8 9,6/8,7 9,0/8,2
T2min/ T2max (°C) 26,0/38,7 23,8/35,7 27,9/35,9
Quv (kJ/L) 33,5 28,7 29,7

Al comparar los resultados de inactivaciéon obtenidos mediante iluminacién solar
con y sin H,O, (Figura 5.11) se puede observar que la adicidon de bajas concentraciones
de peroxido de hidrogeno mejora la inactivacion de esporas en todos los casos.
Especialmente en el agua simulada de salida de EDAR, donde la radiacién solar
(fotolisis solar) es responsable por si sola de un leve descenso de la concentracion de
esporas de 370(x70) a 240(£50) UFC/mL, con un Quy de 28 kJ/L. Mientras que con una
energia solar acumulada de 29 kJ/L, con el tratamiento H,O,/Solar se alcanza el limite
de deteccion. Estos resultados demuestran la elevada capacidad de este tratamiento en

la inactivacién de esporas fungicas con cualquiera de los tipos de agua estudiados.
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Finalmente y con objeto de determinar si una mayor concentracion de peréxido
de hidrégeno llevaria a un incremento en la eficiencia de la inactivacion, se estudié la
adicién de una concentracién de H,O, superior a 10 mg/L. Para ello se anadieron
15 mg/L de H,O, en el reactor solar CPC y agua simulada de salida de EDAR. Los
resultados no muestran una mejora significativa sobre la eficiencia de desinfeccion
(Figura 5.12).
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Figura 5.12. Inactivacion de esporas de F. equiseti en agua simulada de salida de EDAR bajo radiacién
solar natural con 10 mg/L (—m—) y 15 mg/L (—A—) de H205 en el reactor solar CPC de 60 L. Los simbolos
huecos corresponden a los controles en oscuridad.

Otros autores apuntan el hecho de que un exceso de perdxido de hidrogeno
reduce la velocidad de oxidacién, ya que el H,O, puede actuar como capturador de
radicales hidroxilo [Benitez y cols., 1996; Ku y cols., 1998]. Ademas, al ser este un
proceso que se produce por la difusion del peréxido de hidrogeno al interior de la célula,
una mayor concentracién de H,O, extracelular no revierte en una mayor eficacia de las
reacciones de foto-Fenton interno ya que éstas estaran limitadas por la disponibilidad de

hierro “libre” en el interior de la célula.
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5.5. Cinéticas de desinfeccion del tratamiento H,O,/Solar

El ajuste cinético de los resultados obtenidos en reactor de botella con 10 mg/L
de H,O, se muestra en la tabla 5.4. En todos los casos el modelo cinético mas acorde
con los resultados es el modelo ‘log-lineal’ precedido por un hombro al inicio del

tratamiento (Ecuacién 3.17).

Las constantes cinéticas obtenidas en agua destilada y agua natural de pozo son
similares. La diferencia fundamental entre ambos tipos de agua es la presencia de una
elevada concentracién de especies carbonato y bicarbonato en el agua de pozo.
Aunque los resultados indican que la presencia de los mismos en el agua de pozo no
afecta de forma significativa a la eficiencia del tratamiento. Por otro lado, la velocidad de

inactivacion mas baja se obtiene en el caso del agua simulada de salida de EDAR.

Tabla 5.4. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos realizados mediante el tratamiento H>O/Solar
en el reactor de botella con esporas de Fusarium spp.

H20: k Longitud Log (Nres) R? Modelo cinético
(L/kJ) hombro (kJ/L)
AD 0,12+0,01 0,64+0,21 - 0,958 Hombro+Log-lineal
AP 0,13+0,03 0,59+0,43 - 0,953 Hombro+Log-lineal
AsEDAR 0,09+0,01 0,55+0,22 - 0,976 Hombro+Log-lineal

AD=Agua Destilada; AP= Agua de Pozo; AsEDAR= Agua simulada de salida de EDAR.

Los resultados de los ajustes cinéticos de la inactivacion fungica en el caso del
reactor CPC de 60L se muestran en la tabla 5.5. Se puede observar que las
velocidades de inactivacion no variaron significativamente de un tipo de agua a otro. La
mayor velocidad de inactivacién se obtiene con agua destilada, con un valor de k de
0,1310,02 L/kJ, mientras que en el caso del agua de pozo y el agua simulada de salida
de EDAR, los valores de la constante cinética son inferiores a éste y muy similares entre
Si.

Los modelos cinéticos a los que se ajustan los datos experimentales son
distintos. Esto puede deberse a varios factores: (i) diferentes condiciones ambientales
que afecten al tratamiento tales como radiacién solar y temperatura del agua; y (ii)

presencia de compuestos quimicos organicos e inorganicos.

Otro aspecto importante en los ajustes cinéticos es el parametro que determina
la longitud del hombro. No hay que olvidar que el mecanismo de inactivaciéon de las

esporas de hongos con el tratamiento H,O,/Solar depende del inicio de la germinacion.
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Y parte de la longitud del hombro se debe al tiempo requerido para que se inicie el

proceso de germinacion de la espora.

Tabla 5.5. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos realizados mediante el tratamiento H>O»/Solar
en el reactor solar CPC de 60 L con clamidosporas de F. equiseti.

Tipo de k Longitud Log (Nres) R? Modelo cinético
agua (L/kJ) hombro (kJ/L)
10 mglL HzOz

AD 0,13+0,02 - - 0,978 Log-lineal

AP 0,08+0,01 0,59+0,23 2,05+0,02 0,974 Hombro + Log lineal + cola
AsEDAR 0,09+0,02 0,82+0,50 - 0,937 Hombro + Log-lineal

10 mg/L versus 15 mg/L H20:

AsEDAR 0,09+0,02 0,82+0,50 - 0,937 Hombro + Log-lineal
(10 mg/L)
AsEDAR 0,09+0,01 0,78+0,39 - 0,943 Hombro + Log-lineal
(15 mg/L)

AD=Agua Destilada; AP= Agua de Pozo; AsEDAR= Agua simulada de salida de EDAR.

Los resultados obtenidos en el reactor CPC para el agua destilada no presentan
hombro, lo cual indica que el proceso de inactivacion se inicié antes que en los otros
casos en los que si aparece un hombro. Si nos centramos en la longitud del hombro de
los resultados en el reactor de botella, donde las condiciones ambientales fueron
similares en cuanto a temperatura y radiacién, la Unica diferencia entre los resultados es
la composicién quimica del agua. En todo caso, se observa una ligera mejora en el caso
del agua simulada de salida de EDAR (0,5510,22 L/kJ) con respecto al agua destilada
(0,64+0,21 L/kJ) probablemente debido al efecto positivo de la composicién quimica del

agua en el inicio de la germinacion.

Por otro lado, las diferencias entre las constantes cinéticas del tratamiento con
10 y 15 mg/L de H,0, son despreciables, por lo que no se observa una mejora al utilizar
una concentracion mayor de H,O, (Figura 5.12).
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6. DESINFECCION FOTOCATALITICA MEDIANTE FOTO-FENTON
SOLAR

Los resultados experimentales mostrados en este capitulo se centran en el
estudio del proceso de foto-Fenton solar para la inactivacion de esporas fungicas. Para
ello, en primer lugar se estudia el efecto del pH sobre la eficiencia de inactivacién de
esporas de F. solani (FS12) y, en segundo lugar se lleva a cabo la optimizacién de las
concentraciones de hierro y peroxido de hidrogeno con objeto de alcanzar los mejores
resultados de desinfeccion posibles en las condiciones experimentales empleadas
utilizando zoosporas de P. capsici como microorganismo objeto de estudio. En ambos
estudios se incluyen también experimentos de fotolisis solar, H,O./Solar y Fe?"®*/Solar
(considerados como blancos) con el objeto de discernir el efecto que cada reactivo y
condicién de operaciéon empleados puedan tener sobre la eficiencia del foto-Fenton
solar, asi como para determinar la sinergia observada entre dichos parametros. Estos
estudios forman parte de un acercamiento preliminar del proceso foto-Fenton a la

inactivacion fungica vy, por ello, se realizaron en reactor de botella de 200 mL.

Como se pondra de manifiesto a lo largo de este capitulo, el pH juega papeles
diferentes en el proceso de inactivacién mediante foto-Fenton solar. Este estudio no se

habia realizado antes y, ademas, los pocos trabajos de desinfeccidn realizados hasta la

187



6. Desinfeccion fotocatalitica mediante foto-Fenton

fecha con foto-Fenton se han llevado a cabo con bacterias, siendo éstas muy
susceptibles al pH, especialmente acido. Por otro lado se estudia también el efecto de
dos sales de hierro: sulfato ferroso y nitrato férrico como fuentes de Fe®* y Fe®*,
respectivamente. Aunque el uso de una sal de hierro u otra parezca indistinto en el ciclo
de foto-Fenton ya que se trata de reacciones en las que el hierro pasa de una forma a
otra siempre que no exista limitacion de H,O, ni de luz solar, se pueden observar

diferencias entre ambas con respecto a la eficiencia del proceso de inactivacion fungica.

6.1. Efecto del pH en el proceso foto-Fenton solar, H,O./Solar y fotolisis
solar en la inactivacion de microconidios de F. solani

6.1.1. Influencia del proceso de Fenton en la viabilidad fungica

Inicialmente y con objeto de conocer el impacto de los reactivos utilizados en el
proceso foto-Fenton sobre la viabilidad de las esporas de F. solani, se realizd un estudio
en oscuridad y bajo las mismas condiciones quimicas a las utilizadas con radiacién solar
natural (proceso Fenton). Se utilizaron 5 mg/L de Fe** y 10 mg/L de H,O, y el pH de la

solucién se ajustoé a 3. El agua utilizada fue agua simulada de salida de EDAR.

Las esporas en estas condiciones se mantuvieron durante 5 h en oscuridad y se
tomaron muestras cada hora para evaluar todos los parametros (concentracion de
esporas viables, pH, temperatura, oxigeno disuelto, concentracién de hierro disuelto, de
peréxido de hidrégeno y de carbono organico disuelto). Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 6.1.a. La concentracién inicial de microconidios (10° UFC/mL) se
mantuvo constante durante todo el tratamiento demostrando que la reaccion de Fenton
en oscuridad no produce un efecto negativo en la viabilidad de la espora, ni tampoco el
pH acido del agua ni la temperatura, la cual se mantuvo entre 23°C y 25°C. La
viabilidad fungica no se ve afectada por temperaturas inferiores a 40 °C [Bollen, 1969],
por tanto, en general se descarta la inactivacién térmica de las esporas durante los

experimentos solares.

El pH del agua se mantuvo constante durante el periodo experimental en un
valor de 3. EI OD permanecié invariable durante el tratamiento, descendiendo
ligeramente desde 7,3 a 7,1 mg/L. El COD descendi6é un 8 %, desde 26,0 (+0,5) mg/L a
23,9 (£0,7) mg/L.
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Figura 6.1. a) Concentracion de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR en
oscuridad durante 5 h de tratamiento Fenton con 5 mg *
2 UFC/mL. b) Evolucién de la concentracion de H2O,, Fe

y 10 mg/L de H;O; (—A-). LD =
, Fe® y Fe' durante el experimento.

Fe' y H,0, medidos a lo largo del

hierro disuelto total (Fe") medido fue de

5 mg/L (la concentracién afiadida inicialmente) y se mantuvo estable y en disolucion
durante las 5 h del ensayo, durante las que se consumieron 4,8 mg/L de H,0O,. Este
resultado muestra que los radicales hidroxilo generados durante las reacciones de
Fenton (Ecuacién 1.11-1.19) no son efectivos a la hora de inactivar los microconidios de
F. solani. La principal reaccién del proceso Fenton involucrada en la generacién de OH*

es la reaccion 1.11, donde el Fe?* reacciona con el H,0O, y es rapidamente oxidado a
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Fe®. Esta rapida reaccién aumenta la concentracién de Fe® en el agua y es
responsable del rapido consumo de los OH® durante el proceso. Esto justifica que la
mayor parte del Fe' medido en el agua se encuentre en forma Fe*" (Figura 6.1.b). La
ausencia de luz limita la regeneracion del hierro a la forma Fe?* (Reaccién 1.20). Puesto
que las concentraciones de hierro empleadas en los tratamientos de desinfeccién deben
ser muy pequefias, el ciclo de reduccion del Fe*" a Fe®" catalizado por la radiacion,
resulta imprescindible para obtener una adecuada eficiencia en la inactivacion. Por esta
razén, el proceso Fenton no resulta apropiado como método de desinfeccién a
concentraciones de hierro y H,O, tan bajas. Sin embargo, la reaccion de Fenton es
ampliamente utilizada en la degradacién de contaminantes organicos con altas
concentraciones de Fe?, asi como a altas temperaturas y en ocasiones en sistemas a

presion.

6.1.2. Influencia del pH en la fotolisis solar

Como parte de este estudio, se hacen ensayos de control de fotolisis solar de las
esporas en agua para los pHs a los que se llevaran a cabo los experimentos de foto-
Fenton solar. El efecto del pH en la inactivacién de microconidios de F. solani mediante
fotolisis solar no se conocia con anterioridad. Los experimentos se hicieron al pH natural

del agua simulada de salida de EDAR, pH 8 y a dos valores de pH acido (pH 3 y 4).

Como se puede observar en la figura 6.2, la radiaciéon solar provoco un efecto
muy similar para los tres valores de pH con una reduccion parcial de la concentracion de
esporas. Esta disminuyé de 1000 UFC/mL a 134(+5) UFC/mL, a 111(x17) UFC/mL y a
152(£13) UFC/mL, tras 5 h de exposicion solar con 21,1 kJ/L de Quy para los casos de

pH 3, 4 y 8, respectivamente.
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Figura 6.2. Inactivacién de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR por fotolisis
solar a pH 3 (-=-), pH 4 (—A-) y pH 8 (—e—) en funcion de Quy. Las lineas discontinuas muestran la
temperatura a cada pH. LD =2 UFC/mL.

El COD permanecié sin cambios en estos experimentos, tal y como era de
esperar. Los valores de los principales parametros seguidos durante el proceso se
presentan en la tabla 6.1. La temperatura mas alta alcanzada durante el tiempo
experimental fue 37,6 °C y el pH se mantuvo constante.

Tabla 6.1. Valores medidos de pH, OD y COD inicial (i) y final (f) en los
experimentos de fotolisis solar a diferentes valores de pH y Quv.

CODi’ CODf! ODi, ODf, QUV!

PHi  pHr mg/L mg/L mg/L mg/L  kJ/L =)
pH8 78 83 26,5+0,1 26,6+0,1 6,9 6,9 21,1 NO
pH4 41 472 26,5+0,1 26,5+0,1 6,7 7.1 21,1 NO
pH3 3,1 31 26,5+0,1 26,6+0,1 6,8 7,2 21,1 NO

LD indica si en el experimento se alcanzé (Sl) o no (NO) el limite de deteccion

Cabe destacar que estas esporas son muy resistentes a valores de pH acidos
(por ejemplo, permanecen cultivables a valores de pH cercanos a 2 y condiciones de
alta salinidad), asi como al cloro e incluso a la radiaciéon UV-C [Sichel y cols., 2009]. El
efecto del pH 3 por si solo no compromete la viabilidad de las esporas tras 5h en

oscuridad (Figura 6.1). Por tanto, se puede concluir que la inactivacion fungica bajo
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radiacion solar natural se debe solamente al efecto sinérgico entre la temperatura y la

radiacion solar.

Como se ha ido observando en este trabajo, la inactivacién de las esporas del
género Fusarium es menos eficiente cuando se utiliza el reactor de botella en los
experimentos de fotolisis solar. Sichel y cols. describieron el proceso de fotolisis solar de
las esporas de diferentes especies del género Fusarium; encontraron que los resultados
de inactivacion estaban fuertemente influenciados por la dosis de luz solar acumulada
durante el experimento, y demostraron que para alcanzar el limite de deteccién en agua
destilada era necesaria una dosis UV solar de 8 kJ/L [Sichel y cols., 2007a; Sichel y
cols., 2007b]. Sin embargo, en nuestros resultados experimentales con agua simulada
de efluente de EDAR no se alcanza el LD incluso con dosis de radiacién UV-A solar
acumulada mas altas. Esto podria deberse a que en agua destilada las esporas estan
sometidas a un mayor estrés osmdético que las puede hacer mas sensibles al efecto de
la radiacién que en un agua rica en iones y nutrientes como el agua simulada de salida
de EDAR.

6.1.3. Influencia del pH en el tratamiento H,O,/Solar

Los valores de pH estudiados fueron 3, 4 y 8. Los resultados de los experimentos
se muestran en la figura 6.3 y la tabla 6.2. Se observa una ligera tendencia a mejorar el
perfil de inactivacion a medida que baja el pH de 8 a 3. A pH 3 se produce una bajada
en la concentracion de esporas viables de F. solani desde de 936(x194) UFC/mL hasta
el LD tras recibir una energia acumulada de 11,9 kJ/L. En este caso se consumieron
3 mg/L de H,O,. La dosis de energia UV-A acumulada en el reactor requerida para
alcanzar el LD aumenté a 16,9 kJ/L en el caso del pH 4 y pH 8, y se consumieron, 2,3 y

1,9 mg/L de H,O, respectivamente.

Independientemente del pH inicial, el COD permanecié practicamente sin
cambios tras 5 h de tratamiento asi como el valor del pH. La temperatura aumenté de
26 °C a 38,4 °C. Dado que la viabilidad de las esporas de Fusarium spp. no se ve
afectada por la temperatura a valores inferiores a 40 °C [Shlevin y cols., 2004; Sichel y
cols., 2007a] y las temperaturas mas altas se alcanzaron una vez que las esporas ya
habian sido inactivadas, se puede descartar el efecto térmico como factor responsable

de la inactivacion fungica.
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Figura 6.3. Inactivacion de esporas de F. solani bajo radiacion solar natural con 10 mg/L de H>,Oza pH 3
(—A-), pH 4 (=) y pH 8 (—e—) en agua simulada de salida de EDAR en funcién de Quv. La linea
discontinua muestra la temperatura. LD = 2 UFC/mL.

Tabla 6.2. Valores medidos de pH, OD y COD inicial (i) y final (f) en los experimentos de
H202/Solar a diferentes valores de pH y Quv.

o e o o B
pH8 8,2 8,5 26,6+0,4 27,1%0,5 7,1 7,1 16,9 Sl
pH4 3,8 3,9 23,6%0,1 22,8+1,2 7,3 7,2 16,9 Sl
pH3 31 3.1 24,0£0,1 23,4£0,9 7,3 6,3 11,9 Sl

LD indica si en el experimento se alcanzé (Sl) o no (NO) el limite de deteccion

A pH 3 la inactivacion fungica es mas eficiente en el tratamiento H,O./Solar. La
evoluciéon de la concentracion de H,O, durante la inactivaciéon de las esporas al pH

natural del agua (pH 8) es inferior que a pH 3 aunque requiere una dosis UV-A superior.

El efecto bactericida de este tratamiento ha sido demostrado para otros
microorganismos tales como E. coli [Hartman y Eisenstark, 1978; Imlay y cols., 2008;
Sphuler y cols., 2010] y mas recientemente en Salmonella sp. [Sciacca y cols., 2010].
Las principales via de inactivacion se producen por la generacion de ROS que producen
mutaciones en el ADN debido a (i) la accién directa de la radiacion solar, (ii) la
generacion de radicales hidroxilo via reacciones foto-Fenton interno gracias a la difusién
del H,O, al interior celular y su interaccion con el hierro presente de forma natural en la

célula y (iii) la inactivaciéon de la maquinaria enzimatica de defensa contra ROS como
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son las enzimas catalasa y SOD [Imlay, 2008; Sphuler y cols., 2010]. Este proceso de

inactivacion se describe en detalle en el Capitulo 5, seccién 5.2.

La velocidad de descomposiciéon del H,O, se ve afectada por diferentes factores
como la temperatura, irradiancia UV-A, la presencia de compuestos organicos e
inorganicos y el pH de la solucion [Jones, 1999]. Como todos los experimentos de
desinfeccion con H,O,/Solar se realizaron de manera simultanea, el unico factor variable
entre todos ellos es el pH, ya que tanto la temperatura como la dosis de radiaciéon UV-A
solar fueron idénticas. La descomposicién del H,O, en agua no se ve afectada por los
cambios de pH en el rango de valores de 1 a 9 [Liao y cols., 2001], por lo tanto, las
diferencias en el consumo de H,O, registrados en el intervalo de pH 3-8 puede no estar
relacionado con el pH. Sin embargo, el pH inicial puede afectar a la composicion
quimica del agua y, en consecuencia, a la descomposicion del peréxido de hidrogeno
por sus reacciones con los compuestos presentes. Por ejemplo, el H,O, puede
reaccionar con especies quimicas como los carbonatos en condiciones alcalinas de

acuerdo con la ecuacion 6.1 [Liao y cols., 2001]:

H,0, +CO; — HO; + HCO; (6.1)

Esta reaccion es probable a pH 8. Sin embargo, a pH acido (3 6 4), el equilibrio
del carbono inorganico en el agua se desplaza hacia la formacion de CO,, que se
escapa del sistema en forma de gas. Ademas de la presencia de carbonatos y
bicarbonatos, el agua contiene otros aniones tales como sulfatos, nitratos, cloruros y
fosfatos que parcialmente podrian reaccionar con el H,O,, lo que explicaria las

discrepancias en su consumo durante el tratamiento solar a diferentes valores de pH.

Otro efecto que puede tener el pH en el sistema estudiado es su influencia sobre
la espora, por ejemplo sobre la germinacién. El crecimiento y germinacion de las
esporas del género Fusarium se ven favorecidos a pH acido. De hecho, el medio de
cultivo utilizado para la cuantificacion de las esporas durante los tratamientos se
acidifica hasta un pH 4 o inferior (Capitulo 3, Seccion 3.2.1). Por ello, es probable que
en los ensayos a pH 3 y 4 se active la germinacién de las esporas de forma temprana.
Puede ocurrir (i) la germinacion precoz permita una difusion temprana del H,O, al
interior de la espora, y (ii) una acidificacion del pH interno de las esporas (pH 6-7)

[Chitarra y cols., 2005] al entrar agua del exterior con la consiguiente formacién de
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radicales hidroxilo por reacciones de foto-Fenton. Ambos efectos podrian explicar la

mayor eficiencia del proceso a pH 3, seguida por pH 4 y finalmente pH 8.

6.1.4. Influencia del pH en el foto-Fenton solar

La figura 6.4.a muestra el efecto del pH (3, 4, 5 y 8) en la inactivacion de esporas
de F. solani durante el proceso foto-Fenton solar con 5 mg/L de Fe?* y 10 mg/L de H,0..
Las figuras 6.4.b-c-d-e muestran la evolucién de las concentraciones de hierro y H,0,
durante los tratamientos fotocataliticos. No se han realizado experimentos especificos a
pH5 de los tratamientos de H,O./Solar y fotolisis solar porque este pH no afecta
negativamente ni a la quimica del proceso ni al microorganismo. Obviamente este pH si
debe tenerse en cuenta en el estudio experimental de foto-Fenton solar. En todos los
casos, excepto a pH 8, se alcanzd el limite de deteccion en menos de 5h de
tratamiento. La tabla 6.3 resume los principales parametros medidos durante el

tratamiento de foto-Fenton solar en cada caso.

6.1.4.1. Foto-Fenton solar a pH 8

La concentracion de microconidios de F. solani durante el foto-Fenton solar a
pH 8 descendié desde 1060(x120) UFC/mL al limite de deteccion (2 UFC/mL) con un
Quv de 21,1 kJ/L (Figura 6.4.a). Aunque la concentracion de sulfato ferroso afadido a la
solucion fue de 5 mg/L inicialmente, la concentracion de Fe' disuelto medida fue de tan
solo 0,8 mg/L como muestra la figura 6.4.b. Esta pérdida se debe a la precipitacion del
hierro por la formaciéon de hidroxidos férricos debido al pH ligeramente alcalino
[Pignatello y cols., 2006]. La concentracion de H,O, consumido tras 5 h de tratamiento
es de 7,7 mg/L y la temperatura maxima alcanzada durante el proceso fue de 36,2 °C. El
COD varié ligeramente, de 25,2(x0,1)mg/L a 22,3(x0,3) mg/L, lo cual supone

aproximadamente un 12 % de mineralizacion.

6.1.4.2. Foto-Fenton solar a pH 5

Para este caso, el limite de deteccion se alcanzo tras 4 h de exposicion solar,
con una concentracion inicial de 1060(x70) UFC/mL y una energia UV-A acumulada de
19,3 kJ/L (Figura 6.4.a). La figura 6.4.c muestra que el H,O, se consume practicamente
en su totalidad durante las dos primeras horas de tratamiento. La concentracion inicial
de Fe' disuelto en el agua a este pH es 2,9 mg/L, superior al medido a pH 8

(Figura 6.4.b). Al final del tratamiento, todo el hierro disuelto se encuentra en forma de
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Fe?. Esto se debe al consumo total del H,O, en las primeras etapas del proceso
limitandose el ciclo catalitico de foto-Fenton de acuerdo con la reaccién 1.11. Todo el
hierro en forma de Fe* se reduce a Fe* en presencia de radiacién solar
(Reaccioén 1.20). La temperatura maxima fue 35 °C, el pH varia de 4,9 a 4,4 y el COD
desciende de 25,5(x0,5) mg/L a 20,9(x0,5) mg/L, lo que corresponde a una reduccion
del 18 %.

6.1.4.3. Foto-Fenton solar a pH 4

La figura 6.4.a muestra una inactivacion completa de esporas mediante foto-
Fenton a pH 4, desde 930(x170) UFC/ml hasta alcanzar el limite de deteccién con
17,4 kJ/L de Quy. En la figura 6.4.d se muestra como el Fe' disuelto inicialmente medido
en el agua es de 4,6 mg/L, y el H,O, desaparece en las 2 primeras horas de tratamiento
solar. La concentraciéon de Fe** disminuye durante las Gltimas 3 h debido a su reduccién
a Fe®* cuando el H,0, ya no esta presente en el medio al igual que ocurre a pH 5. En
estas condiciones, la inactivacion se produce mas rapidamente que a pH 5 y 8. EI COD
descendié de un valor de 27,1(x0,5) mg/L a 21,9(x0,8) mg/L al final del experimento, lo

que significa un 19 % de reduccion.

6.1.4.4. Foto-Fenton solar a pH 3

La reaccidon de foto-Fenton solar a pH 3 muestra un descenso de la
concentracién de esporas desde 1000(x200) UFC/mL al LD tras 4 h de exposicion solar
con 17,1 kJ/L de Quy. Aunque el perfil de inactivacion observado a pH 3 es similar al de
pH 4, el primero muestra una reduccién sustancialmente mayor del COD, de
27(x1) mg/L a 17(x2) mg/L, un 35 % de reduccion. Este resultado se atribuye a la
elevada concentracion de hierro disuelto durante el experimento a pH 3 (Figura 6.4.e).
El H,O, se consume totalmente durante las dos primeras horas del experimento, por
tanto, la mayor parte de la mineralizacion ocurre en los primeros estadios del proceso.

tot

La concentracion inicial de Fe™ se mantiene constante durante el experimento a pH 3, a

diferencia de a pH 4 y superiores.
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Figura 6.4. az Inactivacion de microconidios de F. solani durante el tratamiento de foto-Fenton solar con
5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H»0, en agua simulada de salida de EDAR a pH 3 ( ), pH4 (-=-), pH5
(-¢-) y pH 8 (—e—), en funcion de Quv. La linea discontinua muestra la evoluciéon de la temperatura.
LD =2 UFC/mL. b) Evolucién de la concentracion de H203, Fe?*, Fe* y Fe' durante los experimentos a
pH 8; c)pH 5;d) pH4 ye)pH 3.
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Tabla 6.3. Valores medidos de pH, OD y COD inicial (i) y final (f) en los experimentos de foto-Fenton
solar (5 mg/L Fe**- 10 mg/L H.0,) a diferentes valores de pH y Quv.

coD, COD;, Reduccién OD;, oD, Quv,
pHi pHs mglL mg/L COD (%) mg/L mg/L  kJ/IL LD
pH8 73 82  252:0,1 22,3:03 11,8 7,30 632 211 NO
pH5 49 44 25505 20,9¢05 17,8 7,30 6,87 193 Sl
pH4 40 39 27,105 21,9408 19,0 7,33 685 174 Sl
pH3 31 32  26,5:0,1 17,0620 355 7,03 655 17,1 Sl

LD indica si en el experimento se alcanzé (SI) 6 no (NO) el limite de deteccién

La generacién de radicales hidroxilo aumenta cuando el Fe' se disuelve en su
totalidad, de modo que a igual concentracién inicial, la mayor velocidad de reaccion se
obtiene cuando la concentracion de hierro disuelto es mayor. La solubilidad del hierro en
agua depende del pH del medio acuoso, y en el caso del proceso de foto-Fenton el pH

mas apropiado es 2,8 [Pignatello y cols., 2006].

Otro factor que afecta negativamente a la eficiencia fotocatalitica es la presencia
de especies quimicas inorganicas tales como carbonatos y bicarbonatos, ya que estas
especies actlan como “scavengers” o secuestradores de OH® de acuerdo con las
ecuaciones 4.2-4.3 [Jones, 1999; Klamerth y cols., 2010].

En algunas ocasiones la presencia de materia organica puede tener un efecto
positivo en la cinética de inactivacion microbiana. De acuerdo con Spuhler y cols. la
presencia de resorcinol durante la reaccion de foto-Fenton mejora el proceso de
inactivacion de E. coli. Estos autores sugieren que la presencia de complejos foto-
activos que se forman entre el resorcinol y el Fe** o Fe?* pueden favorecer el proceso de
inactivacion [Spuhler y cols., 2010]. Si bien la materia organica presente puede
reaccionar con los OH® generados y establecer una relaciéon de competencia por los
mismos frente a las esporas fungicas. Algunos compuestos organicos generan acidos
carboxilicos y dicarboxilicos que forman complejos con el hierro dando lugar a radicales
ligando [Pignatello y cols., 2006; Malato y cols., 2009; Spuhler y cols., 2010]. Ademas,
tanto el Fe?* como otros radicales pueden reaccionar con el O, formando nuevas ROS.
Estos mecanismos pueden ser especialmente interesantes a pH superior a 3, donde el
Fe* tiende a precipitar, y los complejos organicos formados con el Fe** juegan un papel
importante en la eficiencia del sistema de foto-Fenton a un pH cercano a la neutralidad
[Spuhler y cols., 2010].

Aunque la materia organica natural puede beneficiar el proceso de foto-Fenton
para la desinfeccién, esto ocurre en presencia de ciertas moléculas como acido oxalico,

acidos carboxilicos y otros intermediarios. El agua simulada de salida de EDAR usada
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en este estudio no contiene este tipo de compuestos y, por tanto, en nuestro caso no se
espera un efecto positivo en la cinética de inactivacién microbiana ni que la materia
organica juegue un papel principal en el proceso. De hecho, los mejores resultados de
desinfeccion fungica mediante foto-Fenton solar se observan a un pH cercano al éptimo
(2,8), a pH 3y 4 (Figura 6.4.a).

Aunque no se ha demostrado experimentalmente que la principal causa de
inactivacion de microorganismos mediante foto-Fenton es la generacion de radicales
hidroxilo, por su conocida capacidad de degradar compuestos organicos se admite que
en el proceso de inactivacion los componentes organicos de la pared celular son
susceptibles de ataque oxidativo y generar en Ultima instancia la muerte celular.
Obviamente, cuanto mas favorecida esta la formacion de estos radicales mas rapida

sera la oxidacion de compuestos organicos y por extension la inactivacion microbiana.

El patrén de inactivacién obtenido en el proceso foto-Fenton solar (Figura 6.4.a)
muestra dos fases bien diferenciadas. La fase 1 corresponde al inicio del tratamiento
(aproximadamente hasta los 5 kJ/L); durante esta fase y debido a la alta constante de la
ecuaciéon 1.11, el H,O, se consume muy rapidamente a pH acido (Figura6.4.c, d y e)
por lo que la formacion de OH® esta garantizada (Figura 6.5). Por otra parte, si nos
centramos en los resultados de reduccion de COD, es evidente que la mayor eficiencia
ocurrié a pH 3. Esto se debe a que el H,0, se utiliza en primer lugar en la degradacion
del carbono organico presente en el medio acuoso, por lo que la posibilidad de difusion
al interior de la espora puede estar limitada. Por lo tanto, en la fase 1 el principal dafo
generado por los OH® se produce sobre la pared externa de la espora durante las
primeras 2 h de exposicion solar. La fase 2 comienza tras la segunda hora de
exposicion solar (Figura 6.4.a) hasta el final del experimento. Esta fase se caracteriza
por el descenso exponencial de la concentracion fungica, durante la cual no queda H,O,
para la reaccion de foto-Fenton. Por tanto, en esta fase el Fe** esta totalmente reducido
a Fe*" (Figura 6.4.c-d-e).

Los buenos resultados de inactivacion de esporas observados en esta fase son
consecuencia de los dafos producidos durante la fase 1. De forma general los procesos
de desinfeccion solar (fotolisis solar, fotocatalisis con TiO, y H,O./Solar) producen danos
gue se van acumulando en los microorganismos de modo que la muerte se produce o
se observa tras un determinado periodo de tiempo. Este periodo varia en funcion de la
agresividad del tratamiento y de los lugares de la célula o espora afectada. No obstante,
durante la fase 2 puede ocurrir otro efecto importante que es la difusion del Fe?" al
interior celular [Imlay y Linn, 1988b; Tyrrell y cols., 2000] y la generacion de radicales

hidroxilo que producen dafos internos via reacciones de foto-Fenton con el H,O,
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presente en el interior de la célula [Spuhler y cols., 2010]. Ademas, en este proceso
también influyen los dafios provocados por las ROS generadas durante el proceso de

fotolisis solar.

Figura 6.5. Diagrama de las dos fases en las que se produce la inactivaciéon fungica observada en la
figura 6.4.a durante el tratamiento de foto-Fenton solar. La fase 1 representa la formacion de radicales
hidroxilo en el medio externo; y la fase 2 representa la difusion del Fe?* al interior celular y su posterior
reaccion con el HO» metabdlico generando a su vez OH".

6.1.5. Influencia de la concentracion de reactivos en el foto-Fenton solar

Para evaluar el efecto del aumento en la concentracion de reactivos (hierro y
peréxido de hidrogeno) sobre el rendimiento del proceso de foto-Fenton solar, se
realizaron experimentos con una concentracion de 10 mg/L de Fe?* y 20 mg/L de H,0, a
pH 3, 4 y 5. Los resultados obtenidos durante estos ensayos se resumen en la figura 6.6
y en la tabla 6.4. Este aumento en las concentraciones de hierro y peroxido de
hidrogeno tiene un efecto benéfico en la reduccion del COD, ya que aumenta hasta un
76 % en 5 h de tratamiento a pH 3 frente al 35 % obtenido a concentraciones mas bajas.
Sin embargo, desde el punto de vista de inactivacion fungica el tratamiento no es
efectivo ya que la concentracién de esporas se mantiene casi constante al final del

tratamiento. Una competencia por los radicales hidroxilo entre los compuestos organicos

200



6. Desinfeccion fotocatalitica mediante foto-Fenton

y las esporas explicaria que el proceso de desinfeccién sea mas lento y aumente la
reduccion del COD. Por tanto, un aumento en la produccién de radicales hidroxilo no
mejora el proceso de inactivacion en presencia de cierta concentracién de compuestos

organicos.
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Fi%ura 6.6. Inactivacion de microconidios de F. solani con tratamiento de foto-Fenton solar (10 mg/L de
Fe*" y 20 mg/L de H,0>) en agua simulada de salida de EDAR a pH 5 (—s—), pH 4 (—e—) y pH 3 ( )en
funcion de Quv. Las lineas discontinuas muestran la evolucion de la temperatura en el experimento de
pH5ypH4 (--o-)ypH 3 (--0-+). LD =2 UFC/mL.

Tabla 6.4. Valores medidos de pH, OD y COD inicial (i) y final (f) en los experimentos de foto-Fenton
solar con 10 mg/L de Fe** y 20 mg/L de H,0; a diferentes valores de pHy Quv.

cobD,, COD;, Reduccién OoD;, ODy, Quv,

pHi pHs mg/L mg/L COD (%) mg/L mg/L kJ/L =
pH5 49 3,8 26,1+0,5 18,2+0,5 30,2 7,08 7,01 15,1 NO
pH4 40 3,6 26,1+0,5 17,1£0,7 34,8 713 6,98 15,1 NO
pH3 3,1 3,3 22,4+0,5 54+0,6 75,9 6,56 5,88 13,9 NO

LD indica si en el experimento se alcanz6 (Sl) o no (NO) el limite de deteccion.

6.1.6. Comparacioén de H,O./Solar y foto-Fenton a pH 3

La figura 6.7 muestra una comparativa entre el tratamiento H,O,/Solar (10 mg/L
de H,0,) y foto-Fenton (5 mg/L de Fe?** y 10 mg/L de H,O,) a pH 3 en términos de
inactivacion de esporas y mineralizacion del COD. El limite de deteccién se alcanza en

ambos casos, aunque el proceso H,O,/Solar necesitdé menos energia UV-A solar
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acumulada (Quy = 11,9 kJ/L) que el proceso foto-Fenton (Qu, = 17,1 kJ/L). Por el
contrario, este ultimo alcanzé una sustancial reduccion del COD del 35 % tras 5 h de

tratamiento, mientras que en el tratamiento H,O./Solar no se obtuvo mineralizacion.

Exposicién Solar
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Figura 6.7. Inactivacion de microconidios de F. solani en agua simulada de salida de EDAR bajo
radiacion solar natural con 5 mg/L de Fe?* y 10 mg/L de H202 (—A-) y solo 10 mg/L de H207 (-m-) a
pH 3 en funcién del Quy. Los simbolos huecos representan la evolucion de COD.

Estos resultados destacan la importancia de conocer los mecanismos que se
producen durante la inactivacién de esporas y la degradacion de materia organica. En el
caso del tratamiento H,O./Solar, el H,O, penetra y difunde en la célula donde induce
reacciones de foto-Fenton interno generando especies reactivas capaces de producir la
muerte celular. Mientras que en el caso de foto-Fenton solar, parece que la mayor parte
del H,O, genera rapidamente radicales hidroxilo que preferentemente atacan la materia
organica y, en segundo lugar, a las esporas. Esta competicion tiene un efecto que hace
que por un lado se reduzca levemente la eficiencia de inactivacion pero por otro lado

aumenta el grado de mineralizacion de la materia organica.

Este comportamiento no ha sido descrito previamente, ya que el proceso de foto-
Fenton se ha utilizado mayoritariamente para la degradacion de compuestos organicos y
mas recientemente en la inactivacion de bacterias como E. coli. Esta bacteria presenta
una menor resistencia a factores de estrés y a condiciones ambientales, por lo que
estos efectos no llegan a percibirse de forma clara en los trabajos con E. coli debido a
su rapida pérdida de viabilidad [Mamane y cols., 2007; Garcia-Fernandez y cols., 2012].
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6.1.7. Cinéticas de inactivacion

Los resultados del ajuste cinético de los datos obtenidos en los experimentos a
diferentes pHs y tratamientos se muestran en la tabla 6.5. Se hicieron los calculos
estadisticos para determinar el modelo cinético descrito mediante las ecuaciones 3.17 y
3.18 (Capitulo 3, Seccion 3.8.2) que daba el coeficiente de minimos cuadrados mas alto
posible en cada curva de inactivacion. Como resultado, el modelo de ajuste mas

apropiado fue distinto para cada caso.

Respecto a los resultados cinéticos de inactivacion con fotolisis solar, se observa
que no existen diferencias significativas entre pH 3, 4 y 8. EI mejor modelo de ajuste es
el ‘log-lineal’ precedido por un hombro y seguido de una cola que corresponde a una
concentracién de esporas “residual” que queda al final del experimento en el que no se
alcanza el limite de deteccibn. Como era de esperar, en la fotolisis se obtienen
constantes de inactivacion muy bajas comparadas con las constantes del resto de los

tratamientos evaluados.

En el tratamiento H,O,/Solar se observa que la constante cinética de inactivacion
mas alta se alcanza al pH mas acido (pH 3), siendo la menor constante la obtenida a
pH 4. El modelo utilizado en los resultados de este tratamiento es el modelo log-lineal

precedido de un hombro.

Tabla 6.5. Datos cinéticos obtenidos de los experimentos realizados mediante el tratamiento de fotolisis
solar, H202/Solar y foto-Fenton en el reactor de botella con agua simulada de salida de EDAR y
microconidios de F. solani.

H.0, k Longitud Log (Nres) R? Modelo cinético
(L/kJ) hombro (kJ/L)

Fotolisis solar

pH 3 0,08+0,01 1,07+0,30 0,86+0,01 0,979 Hombro + Log lineal + Cola

pH 4 0,09+0,03 1,17+0,51 0,92+0,02 0,951 Hombro + Log lineal + Cola

pH 8 0,07+0,03 0,90+0,52 0,84+0,01 0,929 Hombro + Log lineal + Cola

H202/Solar

pH 3 0,29+0,08 1,07+0,66 - 0,965 Hombro + Log lineal

pH 4 0,20+0,02 0,69+0,29 - 0,983 Hombro + Log lineal

pH 8 0,26+0,05 1,88+0,32 - 0,995 Hombro + Log lineal
Foto-Fenton solar (5 mg/L Fe** - 10 mg/L H,0,)

pH 3 0,26+0,04 1,65+0,53 - 0,987 Hombro + Log lineal

pH 4 0,1940,03 0,65+0,35 - 0,976 Hombro + Log lineal

pH 5 0,24+0,04 2,21+0,71 - 0,980 Hombro + Log lineal

pH 8 0,08+0,01 0,3410,15 1,5940,11 0,973 Hombro + Log lineal + Cola
Foto-Fenton solar (10 mg/L Fe?* - 20 mg/L H20,)

pH 3 0,08+0,01 0,49+0,15 0,72+0,05 0,989 Hombro + Log lineal + Cola

pH 4 0,10+0,01 0,97+0,13 0,63+0,02 0,995 Hombro + Log lineal + Cola

pH 5 0,05+0,00 0,42+0,12 0,31+0,07 0,981 Hombro + Log lineal + Cola
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Las constantes cinéticas obtenidas para el proceso de foto-Fenton solar con
5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H,O, a los diferentes pH son las mas altas de todos los
casos analizados. Se observa claramente como acidificar el medio mejora el resultado
de inactivacién, ya que se obtiene un aumento del valor de la constante desde
0,0840,01 L/kJ a pH 8 hasta 0,26+0,04 L/kJ en el caso de pH 3.

Por ultimo se observdé como incrementar la concentracion de reactivos en el
tratamiento de foto-Fenton solar no mejora los resultados de inactivacion segun los

valores de las constantes cinéticas obtenidas a cualquiera de los pH evaluados.

6.2. Efecto de los parametros de operacion sobre el foto-Fenton solar en la
inactivacion de zoosporas de P. capsici

6.2.1. Efecto de la temperatura sobre la viabilidad de zoosporas de P. capsici

Previo al estudio de los diferentes tratamientos solares es necesario evaluar el
efecto térmico y del pH (especialmente acido) sobre la viabilidad de las zoosporas de
P. capsici en agua con el objeto de conocer qué parte de la inactivacion observada

durante los tratamientos solares sera debida al aumento de la temperatura y al pH.

La inactivacion térmica de zoosporas de P. capsici en agua destilada se evalué a
diferentes temperaturas, 35, 40, 45 y 50 °C. Para ello se realizaron ensayos de 5 h de
duracién en oscuridad a cada temperatura en el reactor de botella (Figura 6.8). Para ello
se utilizé un incubador agitador programado a la temperatura requerida. A 35°C la
concentracion permanece estable, mientras que a 40 °C decrece casi 0,6 log tras las
5 horas de exposicién. La mayor sensibilidad se observa a 45y 50 °C, donde la
concentracion medida en la primera hora de tratamiento se reduce de 10° UFC/mL al

l[imite de deteccion.
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Figura 6.8. Evolucion de la concentracion de zoosporas de P. capsici a 35 °C (-A-), 40 °C (-e-), 45°C
(-m-) y 50 °C (- ¥-) durante 5 h en oscuridad. LD= 2 CFU/mL.

Varios autores han descrito resultados similares con otras especies de
Phytophthora. Juarez-Palacios y cols. encontraron que un aislado de P. megasperma
tolerante a altas temperaturas sobrevive 30 minutos a 45 °C; sin embargo P. cinnamomi
y otros termotolerantes de P. megasperma no sobreviven a 45 °C durante 20 minutos
[Juarez-Palacios, 1991]. Bollen indica que diferentes tipos de propagulos tienen
diferentes sensibilidades a altas temperaturas. Las oosporas de P. capsici son mas
termotolerantes que el micelio, mientras que las oosporas sobreviven durante
30 minutos a 50 °C, el micelio muere a temperaturas de 42.5 a 45 °C en 30 minutos
[Bollen, 1985]. Coelho y cols. describen la inactivacion de clamidosporas de P. Nicotinae
a diferentes temperaturas. Estos autores observan la muerte de esporas a un numero
constante por unidad de tiempo a temperaturas inferiores a 47 °C; a una temperatura
media de 47 °C una proporcién constante de la poblacion muere por unidad de tiempo; y
una gran parte de la poblacién se inactiva rapidamente al comienzo de la exposicion a
temperaturas mas elevadas (50-53 °C) [Coelho, 2000]. Los resultados obtenidos con
P. capsici (Figura 6.8) muestran un patréon similar al descrito por Coelho y cols. En
nuestro caso se produce un efecto moderado a 40 °C y fuerte a mas de 45 °C. Durante
los ensayos realizados para evaluar los tratamientos solares de agua contaminada con
P. capsici no se alcanzaron temperaturas superiores a 35 °C en ningun caso, por lo que
la inactivacion térmica se puede descartar como causa de la pérdida de viabilidad de las

esporas observada durante estos tratamientos.
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6.2.2. Efecto del pH sobre la viabilidad de zoosporas de P. capsici

El pH es uno de los parametros mas importantes que influyen en la produccion
de esporangios y en la germinacion, especialmente en las zoosporas ya que son mas
vulnerables al estrés provocado por el pH que las clamidosporas y oosporas. A
diferencia de las esporas mencionadas, las zoosporas moéviles no tienen pared celular y
las que ya han perdido el flagelo y se han enquistado poseen una pared muy fina [Kong
y cols., 2009]. Por ello se estudié la influencia del pH acido (pH 2, 3 y 4) sobre la
viabilidad de zoosporas de P. capsici (Figura 6.9). Estos ensayos se realizaron en
oscuridad y en reactor de botella. Para acidificar el agua hasta obtener el pH requerido

se afnadio H,SO,.

10°5
)
O ]
L 41
2
8
3 10"
1] ]
0 -
Q

LD
100 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (HH)

Figura 6.9. Evolucion de la concentracion de zoosporas de P. capsici a pH 2 (-A-), 3 (-»-) y 4 (-m-)
durante 6 h en oscuridad. LD =2 UFC/mL.

Se observa que la concentracion de zoosporas viables desciende a medida que
transcurre el tiempo en mayor proporcion a medida que baja el pH. Este efecto es muy
acusado a pH 2, donde la viabilidad de las esporas se reduce de 10° UFC/mL al limite
de deteccion (2 UFC/mL) en menos de una hora de exposicién. A pH 3 la viabilidad se
reduce 1,5log en 2h, pero permanece constante durante las 3 h restantes del
experimento. De la misma manera, a pH 4 la viabilidad desciende de 10° UFC/mL a
102 UFC/mL en 2 h y se mantiene constante durante las 3 h restantes. En ambos casos,
tras una bajada inicial, se mantiene un porcentaje de esporas viables con capacidad de

supervivencia de al menos 5 h a esos valores de pH.
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Kong y cols. demostraron que bajo condiciones desfavorables, las zoosporas
moviles se transforman en quistes o lisan, incluso algunos quistes terminan muriendo
por lisis. Estos autores evaluaron el efecto del pH 3 en P. citrophthora y P. megasperma
utilizando como modelo de agua una solucion de Hoagland, un fertilizante modelo
utilizado en semilleros con una conductividad de 430 uS/cm. Observaron un rapido
enquistamiento de ambas especies seguido de algunas pérdidas por lisis. Los quistes
germinaban rapidamente, aunque los tubos germinativos resultantes crecian de forma
anormal [Kong y cols., 2009]. Sin embargo, en los experimentos de viabilidad llevados a
cabo en este trabajo con zoosporas de P. capsici (Figura 6.9) se observa una reduccion
del 50 % a pH 3. Esta reduccion puede deberse a que el medio acuoso utilizado en
nuestro estudio es agua destilada en lugar de una solucién rica en nutrientes, lo cual
produce en las esporas un mayor estrés osmotico y puede generar una mayor pérdida
de viabilidad.

Durante los ensayos realizados para evaluar los tratamientos solares de agua
contaminada con P. capsici no se registraron valores de pH inferiores a 3,5 en ningun
caso, por lo que la inactivacion debida a pH acido (lisis) se puede descartar como causa
de la pérdida de viabilidad de las esporas observada durante estos tratamientos. Sin
embargo, conociendo el posible efecto perjudicial del pH acido sobre la supervivencia de
las zoosporas de P. capsici, se mantuvo el reactor de botella en oscuridad durante
20 minutos antes de comenzar cada ensayo como tiempo de adaptacion de las esporas
a las condiciones del tratamiento. De esta manera, en la concentracion inicial de cada
ensayo solo se tiene en cuenta la concentracion de las esporas que sobreviven. Por otro
lado y dado que el posible efecto del pH sobre las esporas que sobreviven es un
crecimiento anormal del micelio, este efecto no se tiene en cuenta en nuestro estudio ya

que el objetivo de este trabajo experimental es la inactivacion de las esporas.

6.2.3. Tratamiento H,O./Solar para la inactivacion de zoosporas de P. capsici

Antes de evaluar la capacidad desinfectante de la radiacién solar en presencia
de H,O, sobre las esporas de P. capsici, se realizaron varios ensayos de viabilidad en
presencia so6lo de H,O, en oscuridad para descartar el efecto téxico de las
concentraciones utilizadas en este estudio, 2,5, 5y 10 mg/L (Figura 6.10.a). Se observd
que la concentracion de zoosporas se mantiene constante durante 5 h para todas las
concentraciones de H,O, evaluadas. La temperatura mas alta alcanzada fue 28,2 °C y el

pH se mantuvo practicamente constante durante todo el experimento. El descenso de
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H,O, fue de 0,6, 0,7 y 0,6 mg/L para los experimentos con 2,5, 5y 10 mg/L de H,0,,

respectivamente (Tabla 6.6).

La figura 6.10.b muestra la inactivacion de zoosporas con las mismas
concentraciones de H,O, (2,5, 5 y 10 mg/L) bajo radiacién solar natural durante 4 h de
tratamiento. El limite de deteccion se alcanza en todos los casos partiendo de unas
concentraciones iniciales de esporas de 290(x100) UFC/mL, 510(x80) UFC/mL y
320(+90) UFC/mL, respectivamente. Se observa un aumento en la eficacia del proceso
a medida que aumenta la concentracion de H,O, y, en todo caso, se mejora el proceso
de fotolisis solar, que siendo mas lento también alcanza el limite de detecciéon con una
concentracion inicial de 209(x60) UFC/mL. Aunque existen ligeras diferencias en los
resultados cinéticos, para los casos de 2,5, 5 mg/L de H,O, y para la fotolisis solar se
alcanzo el limite de deteccidén tras 3 h de exposicion solar, con una energia UV-A solar
recibida (Quy) de 14,2 kJ/L, mientras que para el caso de 10 mg/L de H,0O,, solo se
necesitd una hora de tratamiento, con un valor de Quy de 4,3 kJ/L. La concentracion de
H,O, consumido al final del experimento es muy similar en todos los casos, 0,41, 0,31y
0,52 mg/L de H,O, para las adiciones de 2,5, 5 y 10 mg/L, respectivamente. Este
consumo, a su vez, es similar al obtenido en oscuridad aunque los resultados de
desinfeccion son claramente buenos y muestran el efecto sinérgico germicida del
peroxido de hidrogeno en presencia de la radiacion solar. La temperatura maxima
durante estos experimentos fue de 26 °C, y el pH permanecié constante (en torno a 6)
(Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Valores de pH y temperatura inicial y final, consumo de H>O»
durante el tratamiento H>O./Solar y Quv necesario para alcanzar el LD

(2 CFU/mL).
H202 pHi/pHs T2min/ max H20: Quv LD
(mglL) (°C) (mg/L) (kJIL)
OSCURIDAD
2,5 6,1/6,1 23/27 4 0,6 = NO
5 6,1/6,3 22,5/28,2 0,7 = NO
10 6,1/6,2 23/28 0,6 . NO
RADIACION SOLAR

2,5 6,2/6,5 19,4/25,5 0,41 14,2 Sl
5 6,3/6,5 19,5/25,9 0,31 14,2 Sl
10 6,3/6,4 19,3/26 0,52 43 Sl
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Figura 6.10. a) Concentraciéon de zoosporas de P. capsici en presencia de 2,5 mg/L (-e-), 5 mg/L (-m-) y
10 mg/L (-A-) de H20, durante 5 h en oscuridad. La linea discontinua representa la temperatura.
b) Inactivacion de zoosporas de P. capsici en presencia de 2,5 mg/L (-¢-), 5 mg/L (-m-) y 10 mg/L (-A-)
de H2O, durante 4 h bajo radiacién solar natural y fotolisis solar (-V¥-). La linea discontinua muestra el
perfil térmico.

Los mecanismos que explican la inactivacion de microorganismos mediante este
proceso se describieron en el Capitulo 5 de la presente memoria. La inactivacién se
debe principalmente a la formacion de radicales hidroxilo dentro de la célula mediante
las reacciones Fenton y foto-Fenton producidas por la difusién del H,O, extracelular al

interior de la célula reaccionando alli con el hierro intracelular.
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El mecanismo de germinacion de las zoosporas difiere del proceso de
germinacion de las esporas de Fusarium spp. Estas esporas presentan dos flagelos que
les permiten nadar y dispersarse por el medio acuatico y se caracterizan por la ausencia
de pared celular [Erwin y Ribeiro, 1996]. Tras la adhesion a una superficie y la pérdida
del flagelo, se forma rapidamente una pared celular amorfa y las zoosporas pasan a
denominarse quistes. Estudios a nivel ultra-estructural de estas zoosporas muestran que
las vesiculas periféricas de la membrana descargan su contenido y se inicia la
formacion de una pared celular en 30 segundos tras el enquistamiento. La pared celular
se forma por completo en minutos y consiste en una fina pared de microfibrillas
entrelazadas y orientadas al azar. Los quistes comienzan a germinar en los 30 minutos
siguientes y el tubo germinativo se forma en 2-3 h [Erwin y Ribeiro, 1996]. La
concentracién de zoosporas comienza a decrecer en la primera hora de tratamiento
solar. Por tanto, es posible justificar que en este momento (1 h de tratamiento) las
zoosporas inician su proceso de germinacioén y, por tanto, comienza el influjo de H,O, al
interior celular iniciandose el proceso de muerte ya que en este estudio experimental se
afnadieron las zoosporas al reactor en forma de quistes. De manera que se observa una
concordancia entre el tiempo de germinacion de la espora enquistada (1 h) y la cinética
de inactivacion obtenida. Por otro lado, las diferencias de inactivaciéon obtenidas en las
concentraciones de H,O, evaluadas (2,5, 5 y 10 mg/L) puede deberse a las diferentes
presiones osmaticas generadas a las distintas concentraciones de H,O,, de modo que
en el caso de 10 mg/L la difusion del H,O, al interior celular es mas rapida. Si se tiene
en cuenta que el resto de los factores que pueden tener influencia sobre el proceso son
iguales en todos los casos, es decir, no se observan diferencias de temperatura, pH,
consumo de H,O, o dosis de energia UV-A solar, la diferencia de presién osmdtica
generada por las distintas concentraciones de H,O, puede explicar la diferente

inactivacion entre las concentraciones evaluadas.

6.2.4. Tratamiento Fe®*/Solar para la inactivacion de zoosporas de P. capsici

La figura 6.11.a muestra el efecto en oscuridad de 1, 2,5 y 5 mg/L de Fe?* sobre
la viabilidad de zoosporas de P. capsici en agua y en reactor de botella de 200 mL. Los
resultados obtenidos muestran que la presencia de estas concentraciones de hierro tan
pequenas no produce efectos negativos sobre la viabilidad de las zoosporas. Se puede
observar que la concentracion inicial de zoosporas sufre una ligera reduccion tras 4 h de
tratamiento, obteniéndose el mayor efecto negativo a una concentraciéon de 5 mg/L de
Fe?, donde la pérdida de esporas viables alcanzada es de 0,3 log. En el caso de las

concentraciones de 1y 2,5 mg/L de Fe*, la concentracién de zoosporas se mantiene
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casi constante durante 4 h. La temperatura maxima medida durante estos experimentos
fue 24,1 °C. EI hierro inicial anadido permanece constante durante todo el tiempo que

durd el experimento (Tabla 6.7).

Bajo radiacién solar natural y en presencia de Fe®* (Figura 6.11.b) se alcanza el
limite de deteccién en todos los casos y no se observan diferencias significativas entre
las concentraciones de hierro evaluadas. La inactivacion completa de esporas se
alcanza también con fotolisis solar con un Quy de 14 kJ/L, logrando bajar de
367(x50) UFC/mL al LD. Mientras que a 1, 2,5, y 5 mg/L de Fe** se requiere menos
energia UV-A, tan solo 11 kJ/L de Quy para obtener el mismo resultado. Por lo que la
adicion de Fe®* en pequefias cantidades acelera de forma considerable la inactivacion

fungica.

La tabla 6.7 muestra los valores de pH, temperatura y concentraciones de hierro
medidas durante el experimento. La temperatura mas alta alcanzada fue de 30 °C, y el
pH descendié desde 6,17 a 5,46 con 5 mg/L de Fe?*. Un comportamiento similar se
observa para el resto de las concentraciones de hierro; mientras que en el ensayo de
fotolisis solar el pH es constante durante todo el tiempo experimental. El Fe?*
inicialmente afadido a la suspension desciende ligeramente tras 4 h de exposicion
solar. Todo el hierro disuelto se mantiene en forma de Fe?", dado que no hay H,0, v,
por tanto, no hay reacciones que favorezcan el paso de Fe** a Fe** (Reaccion 1.11).
Por lo que la formacién de OH® se hallara limitada. No obstante, la inactivacion de
zoosporas bajo radiacién solar natural y Fe** demuestra que existe un efecto sinérgico

entre el Fe?* y la luz solar.

Tabla 6.7. Valores de pH, temperatura inicial (i) y final (f) y medidas de hierro (Fe**, Fe**, Fe') durante
el tratamiento Fe®*/Solar en el reactor de botella.

Fe® pHi/pHs s Fe’iIFe’;  Fe*/Fe*s Fe'WFe's Quv LD
(mg/L) (°C) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (kJ/L)
OSCURIDAD
1 5,73/5,61 22,4/24,1 1,10/0,95 0,02/0,10 1,12/1,06 - NO
2,5 5,72/5,39 23,1/23,9 2,43/2,09 0,10/0,47  2,53/2,56 - NO
5 5,68/5,25 22,7/23,9 4,58/4,48 0,18/0,25 4,76/4,73 - NO
RADIACION SOLAR
1 6,33/5,90 21/29,4 0,87/0,6 0,07/0,07 0,94/0,68 11 Sl
2,5 6,37/5,84 21/29,2 1,69/1,34 0,02/0,00 1,72/1,32 11 Sl
5 6,17/5,46 22/30 4,38/4,06 0,05/0,00 4,44/3,92 11 Si
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Figura 6.11. a) Viabilidad de zoosporas de P. capsici en presencia de 1 mg/L (-=-) 2,5 mg/L (-A-) y
5 mg/L (-e-) de Fe?" en oscuridad. b) Inactivacién de zoosporas de P. capsici en presencia de 1 mg/L
(-m-), 2,5 mg/L (-e-), y 5 mg/L (-¥-) de Fe?* bajo radiacion solar natural y fotolisis solar (-A-). La linea
discontinua muestra el perfil térmico.

La inactivacion observada se puede explicar por la difusién del Fe*" al interior de
las esporas durante la primera hora de exposicion solar, dada su capacidad de difundir a

través de las membranas celulares [Spuhler y cols., 2010]. Cuando la concentracién
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interna de hierro aumenta, se pueden generar OH® via reacciones de Fenton interno que
tienen lugar en presencia del H,O, intracelular, formado durante el metabolismo aerobio
(respiracion celular). El hierro por su parte, puede contribuir directa o indirectamente a la
oxidacién de lipidos, proteinas, azucares y ADN [Halliwell y Gutteridge, 1984]. La

siguiente reaccién muestra la interaccién del Fe®* con lipidos hidroperéxidos:

Fé +ROOH —Fé* +OH +RO (6.1)

Estas reacciones pueden ocurrir en oscuridad, y probablemente explican el ligero
descenso de zoosporas observado en la figura 6.11.a. Por otro lado, en presencia de
radiacion solar, ademas de producirse reacciones de foto-Fenton y oxidacién, también
se puede producir el bloqueo y retardo de los sistemas de defensa celulares tales como
las enzimas catalasa y superéxido dismutasa, lo que favoreceria aun mas el proceso de
inactivacion. Sin olvidar que la accién directa de la radiacion solar también genera ROS

que producen danos celulares.

6.2.5. Tratamiento de Fe*'/Solar para la inactivacién de zoosporas de P. capsici

La figura 6.12.a muestra el descenso de zoosporas de P. capsici en oscuridad
con 1, 2,5y 5 mg/L de Fe** en el reactor de botella. El limite de deteccién no se alcanza
en ninguno de los casos aunque se observa un descenso similar al obtenido para el
caso de Fe*" en oscuridad. El mayor descenso observado se produce en el caso de
5 mg/L de Fe*, correspondiente a 1 log. La temperatura mas alta durante el tratamiento
fue de 24,9 °C. Si estos resultados se comparan con los del Fe? el pH alcanza valores
mas bajos a iguales concentraciones, 4,27, 4,14 y 3,71 para 1, 2,5 y 5 mg/L de Fe*,
respectivamente (Tabla 6.8). Esta diferencia se debe a que se utilizd nitrato férrico como
fuente de Fe** produciendo una mayor acidificacién del medio que el sulfato ferroso
utilizado en el caso del Fe?*. Por otro lado, la concentracién de hierro que permanece
disuelta en el sistema es menor en el caso de Fe** (~ 1 mg/L) comparada con el Fe*
(Tablas 6.7 y 6.8). Esta diferencia produce diferencias significativas entre ambos

sistemas en cuanto a la inactivacion de esporas.

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental concuerdan con los
descritos por Byrt y cols. Estos autores estudiaron el efecto de diferentes cationes y
aniones en el enquistamiento y lisis de zoosporas de Phytophthora cinnamomi.

Demostraron que una concentracion de 15 uM de Fe** induce el enquistamiento de las
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zoosporas y genera una reduccion del 20 % en su concentracion en tan solo 30 minutos
[Byrt y cols., 1982].

La figura 6.12.b muestra la inactivacion de zoosporas de P. capsicicon 1,25y
5mg/L de Fe* bajo radiacién solar natural. Se puede observar que el limite de
deteccién se alcanza en todos los casos evaluados. La inactivacion mas eficiente se
observa con 5 mg/L de Fe** donde se alcanza el LD partiendo de 500(x50) UFC/mL con
5,46 kJ/L de Quy. En el caso de 2,5 mg/L de Fe® se baja de 470(x50) UFC/mL al LD
con un Quy de 6,74 kJ/L. En el experimento con 1 mg/L de Fe* se obtiene un descenso
de esporas desde 490(x180) UFC/mL al LD con 12,5 kJ/L. La tabla 6.8 muestra los
valores de pH, temperatura y concentraciones de hierro medidos durante el tratamiento.
La temperatura mas alta alcanzada fue de 32,2°C. Como se esperaba, a mayor
concentracién de Fe* mas é&cido fue el pH. Estos resultados se asemejan a los
obtenidos en oscuridad. Al final del experimento con radiacion solar natural todo el Fe**

se reduce a Fe?* de acuerdo con la reaccion 1.20 generando radicales hidroxilo.

Tabla 6.8. Valores de pH, temperatura inicial (i) y final (f) y medidas de hierro (Fez+-Fe3+-FeT) durante
el tratamiento Fe*/Solar en el reactor de botella.

Fe’ pHi/pHs T2 minimax Fe*iIFe’’;  Fe™iFe’; Fe'lFe's Qu LD
(mglL) (°C) (mglL) (mglL)  (mglL) (kJIL)
OSCURIDAD*
1 4,27/4,47 22,6125 - - 01909 - NO
25 4,14/4,25 22,8/24,8 - - 1,18/0,75 - NO
5 3,71/3,75 22,8/24,9 - - 386/066 - NO
RADIACION SOLAR
1 4,49/4,79 17,4/30,4 0,12/059  0,39/0,02 052062 195 NO
2,5 4,09/4,24 17,5/21,7 006/1,23  1,78/000 1,84/1,24 674 Sl
5 3,86/3,84 17,6/32,2 0,07/328 361026 368354 546 Si

*En o§curidad todo el hierro se encuentra en forma de Fe®* y su concentracion se especifica en la columna
de Fe
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Figura 6.12. a) Evolucién de la concentracion de P. capsici en presencia de 1 mg/L (-e-), 2,5 mg/L (-=-) y
5mg/L (-A-) de Fe** en oscuridad. b) Inactivacion de zoosporas de P. capsici en presencia de 1 mg/L
(-m-), 2,5 mg/L (-e-), 5 mg/L (-¥-) de Fe** bajo radiacion solar natural y fotolisis solar (-A-). La linea
discontinua muestra el perfil térmico.

La inactivacion fungica en este caso (Fe*/Solar) se debe al efecto conjunto de

diferentes procesos:

i) La generacion de OH® de acuerdo con la ecuacién 1.20, lo que podria ser un primer
ataque sobre la pared celular. La eficiencia del sistema Fe*'/Solar se ha investigado en

la degradacion de compuestos quimicos. Mailhot y cols. demostraron el papel de los
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acuacomplejos de Fe®* en la generacién de radicales hidroxilo bajo radiacién solar en un

estudio realizado con dietilftalato [Mailhot y cols., 2002].

i) Se sospecha que el Fe** tiene una alta probabilidad de ser absorbido sobre la célula
formando complejos con moléculas presentes en la membrana bacteriana tales como
sitios especificos de proteinas. Ademas, no puede difundir facilmente al interior celular
[Spuhler y cols., 2010] a diferencia del Fe*" (Via 1, Figura 6.13). Los Oomicetos se
caracterizan por una elevada cantidad de proteinas presentes a nivel de la pared celular
comparada con otros procariotas. Estas proteinas se relacionan con la captacion de
hierro y molibdeno con el objeto de catalizar el transporte de estos compuestos a través
de la membrana. Existen evidencias de la presencia de super-familias de proteinas
(ATP binding cassette, ABC) en el genoma de Phytophthora ramorum y P. sojae que es
comparable en longitud con la de Arabidopsis thaliana y el genoma del arroz y
significativamente mayores que dos especies de hongos patégenos, Fusarium
graminearum y Magnaporthe grisea [Morris y Phuntumart, 2009]. Por tanto, la alta
cantidad de lugares especificos de intercambio de iones y la influencia de la presion
osmética favorecen la absorcion de Fe®* sobre la pared celular de las zoosporas,
mejorando la inactivacion bajo radiacién solar natural. Esto también explica que el limite
de deteccion se alcance mas rapidamente en el caso de la mayor concentracion de Fe**

ensayada (5 mg/L).

iii) Finalmente, el Fe?* formado (Ecuacién 1.20) puede también difundir al interior de la
célula generando dafos internos via reacciones Haber-Weiss con el H,O, intracelular
(Via 2, Figura 6.13).
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Figura 6.13. Diagrama de las principales rutas de actuacion del Fe*" y Fe®* durante el tratamiento de foto-
Fenton en la espora fungica.

6.2.6. Tratamiento de foto-Fenton solar con Fe?* para la inactivacion de zoosporas de
P. capsici

La figura 6.14.a muestra la inactivacion de zoosporas de P. capsici mediante la
reaccion de Fenton en oscuridad, con Fe®*/H,O, a concentraciones 1/2,5, 2,5/5 y
5/10 mg/L, respectivamente en reactor de botella. Solo se obtiene una inactivacion
eficiente para el caso de 5/10 mg/L (Fe*/H,0,) con la que se alcanza el limite de
detecciéon después de 2 h en oscuridad desde 300(x120) UFC/mL. La inactivacién de
zoosporas observada con 5 mg/L de Fe** se debe a la accién conjunta de: (i) el pH, que
es el mas acido de todas las concentraciones evaluadas (Tablas 6.9) y (ii) la formacién
de OH'. La temperatura permanece constante a un valor de 25 °C. El pH se mantuvo
constante en todos los experimentos, siendo mas acido para el sistema 5/10 mg/L de
Fe?/H,0,. El peréxido de hidrégeno afiadido al sistema no se consume por completo; la
demanda fue de 0,8mg/L, 1,33mg/L y 3,16 mg/L tras 5h de tratamiento,
respectivamente (Tabla 6.9). La mayor bajada de hierro disuelto se observé para el caso
de 2,5/5 mg/L de Fe?/H,0,.

La figura 6.14.b muestra la inactivacion de las zoosporas mediante foto-Fenton
con radiacion solar natural a 1/2,5, 2,5/5 y 5/10 mg/L de Fe**/H,O, y un ensayo de
fotolisis solar. En este caso, solo se alcanza el limite de deteccién con 5 mg/L de Fe?"
en una hora de tratamiento tras alcanzar una energia acumulada de 5,94 kJ/L,

mejorando la inactivacion por Fenton. El perfil de inactivacién en la fotolisis solar
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presenta un hombro muy marcado que no se observa en ninguna de la curvas de
inactivacion por foto-Fenton solar. La tabla 6.9 muestra los datos de pH, temperatura y
concentraciones de hierro disuelto al principio y final de cada experimento. La
temperatura mas alta fue 30,1 °C. El pH es mas acido en todos los casos comparado

con el tratamiento Fe?*/Solar.
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Figura 6.14. a) Evaluaciéon de la concentracién de zoosporas de P. capsici con Fenton (oscuridad):
1/2,5 mg/L (-e-), 2,5/5 mg/L (-u-) y 5/10 mg/L (-A-) de Fe*/H;O,. b) Inactivacion de zoosporas de
P. capsici por foto-Fenton bajo radiacion solar natural con 1/2,5 mg/L (-m-), 2,5/5 mg/L (-e-) y 5/10 mg/L
(-V-) de Fe**/H,0 y fotolisis solar (- A-). La linea discontinua muestra el perfil térmico.
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Tabla 6.9. Valores de pH, temperatura inicial (i) y final (f), consumo de H>O, y medidas de hierro
(Fe2+/Fe3+/FeT) durante los tratamientos de Fenton y foto-Fenton solar con Fe?* en el reactor de botella.

Fe®*/H20,  pHilpHs T2 min/max H.0.  Fe*/Fe*; Fe*iFe*s  Fe'/Fe'; Q. LD

(mglL) (°C) Total (mgiL) (mgiL) (mg/L) (kJIL)
OSCURIDAD
1/2,5 5,54/4,52  23,7/25 0,8 0,59/0,24  0,13/0,43  0,72/0,67 - NO
2,5/5 4,32/433  23,5/25,3 1,33 0,61/0,09 0,69/0,1 1,30/0,19 . NO
5/10 3,9/3,96  22,4/24,9 3,16 0,80/0,04 2,57/0,2 3,37/0,24 . Sl

RADIACION SOLAR

1/2,5 4,53/5,04  19,3/27,4 1,21 0,27/0,19 0,02/0,25 0,30/0,45 14,1 NO
2,5/5 4,2/4,42 19,5/28,4 29 0,19/0,45 1,46/0,02 1,66/0,47 14,1  NO
5/10 3,95/4,5 18,4/30,1 5,8 0,20/0,77 2,87/0,01 3,08/0,79 5,94 SI

El mecanismo principal de inactivacién del proceso de foto-Fenton solar es la
formacion de radicales hidroxilo en el exterior de la célula (Reacciones 1.11-1.20). Cabe
destacar que el limite de deteccién solo se alcanza en el caso de 5mg/L de Fe*' y
10 mg/L de H,O,, mientras que a concentraciones inferiores de hierro y peréxido
(1/2,5 mg/L y 2,5/5 mg/L) la eficiencia del tratamiento es muy baja. Por otro lado, si se
comparan estos resultados con los obtenidos para el caso de Fe*/Solar (Figura 6.11.b),
a iguales concentraciones de Fe?* se observa que el foto-Fenton solar no mejora los
resultados de inactivacion en los casos de 1 mg/L y 2,5 mg/L de Fe?*. Del mismo modo,
el proceso de foto-Fenton solar a bajas concentraciones no supone una mejora
sustancial en la inactivacion respecto al proceso H,O,/Solar (Figura 6.10.b). Por tanto, la
formacion de radicales hidroxilo mediante foto-Fenton solar para las concentraciones
mas bajas de reactivos, no es suficiente como para provocar pérdidas significativas de
viabilidad, mientras que si lo es cuando se usan 5 mg/L de Fe?' y 10 mg/L de H,O,.
Tampoco los mecanismos que justificaban la eficacia de inactivacién en los procesos
Fe*/Solar y H,O,/Solar parecen estar jugando un papel importante en este caso.
Probablemente el Fe?* reacciona rapidamente con el H,O, disponible para formar Fe®"
(Reaccion 1.11) fuera de la célula, no estando favorecidos los procesos de difusion de

reactivos al interior celular.

6.2.7. Tratamiento de foto-Fenton solar con Fe>* para la inactivacion de zoosporas de
P. capsici

El proceso de Fenton se realiza con 1/2,5, 2,5/5 y 5/10 mg/L de Fe*/H,0,
durante 5 h. La figura 6.15.a muestra que la viabilidad de las esporas permanece
constante durante todo el tiempo experimental cuando se emplean 1/2,5y 2,5/5 mg/L de
Fe*/H,0,. Sin embargo, con 5 mg/L de Fe** y 10 mg/L de H,O, la viabilidad de las

esporas se reduce hasta alcanzar el limite de deteccion en 2 h de tratamiento. En

219



6. Desinfeccion fotocatalitica mediante foto-Fenton

general, se observa un comportamiento similar en la inactivacion de las esporas con
ambas sales de hierro. La tabla 6.10 muestra los valores de pH, temperatura y las
concentraciones de H,O, y hierro disuelto al principio y final de cada experimento. El
descenso de H,0, en los ensayos de Fenton con Fe** es aproximadamente la mitad que
en el caso de Fenton con Fe?* para todas las concentraciones estudiadas. La
inactivacion de zoosporas observada en el tratamiento Fenton con 5 mg/L de Fe** y Fe*'
con 10 mg/L de H,O, se debe a la accidén conjunta de: (i) el pH, que es el mas acido de
todas las concentraciones evaluadas (Tablas 6.9 y 6.10) y (ii) la mayor formacion de
OH°*. Ambos factores producen condiciones estresantes que provocan la inactivacion de
las zoosporas. Sin embargo, a concentraciones mas bajas (2,5/5 y 1/2,5 mg/L de hierro

y H>0,) no se producen dafos suficientes para obtener la completa inactivacion.

Tabla 6.10. Valores de pH, temperatura inicial (i) y final (f), consumo de H2O, y medidas de hierro
(Fe2+/Fe3+/FeT) durante el tratamiento de Fenton y foto-Fenton solar con Fe* en el reactor de botella.

Fe*/H,0.  pHilpHs T2 minfmax H,0.  Fe”/Fe®; Fe*iFe*; Fe'WFe's Quv LD

(mglL) (°C) Total (mglL) (mglL) (mglL) (kJIL)
OSCURIDAD*
1/2,5 4,25/4,42 23,1/25 0,41 . . 0,67/0,82 s NO
2,5/5 4,16/4 23/25,1 0,62 . . 1,94/0,15 s NO
5/10 3,81/3,67  22,7/24,9 2,33 = = 3,89/0,25 = Sl
RADIACION SOLAR
1/2,5 4,43/5 21/25,4 3,05 0,44/0,05  0,44/0,00 0,88/0,05 545 NO
2,5/5 4,06/421  21,1/255 5,57 0,22/0,34  0,72/0,00  0,95/0,35 391 SI
5/10 3,79/3,75  21,1/26,7 11 2,39/1,01 0,2/0,00 2,59/3,02 247  SI

*En o§curidad todo el hierro se encuentra en forma de Fe®* y su concentracion se especifica en la columna
de Fe'.

La figura 6.15.b muestra la inactivacion de zoosporas de P. capsici con foto-
Fenton bajo radiaciéon solar natural con 1/2,5, 2,5/5 y 5/10 mg/L de Fe*/H,0,. El limite
de deteccidn se alcanza con 2,5/5 y 5/10 mg/L de Fe*/H,O, mientras que en el caso de
1/2,5 mg/L de Fe*/H,0, se observa una reduccion de 1,8 log tras 2 h de exposicion
solar. El menor pH (3,79) se obtiene con 5/10 mg/L de Fe*'/H,O, (Tabla 6.10). Todo el
peréxido de hidrogeno afiadido se consume completamente en las primeras 2 h de
exposicion solar. En el caso de 1/2,5 mg/L de Fe*'/H,0, la concentracion inicial de
esporas se reduce de 387(x12) UFC/mL a 33(x12) UFC/mL con un Quy de 5,45 kJ/L.
Mientras que para 2,5/5 y 5/10 mg/L de Fe*/H,0, el limite de deteccién se alcanza
partiendo de una concentracion inicial de 387(+x12) UFC/mL con un Quy de 3,91 y

2,47 kJ/L, respectivamente.
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Figura 6.15. a) Evolucion de la concentracion de zoosporas de P. capsici con Fenton en presencia de
1/2,5 mg/L (-e-), 2,5/5 mg/L (-m-) y 5/10mg/L (-A-) de Fe>*/H;0,. b) Inactivacion de zoosporas de
P. capsici con foto-Fenton solar en presencia de 1/2,5 mg/L (-m-), 2,5/5 mg/L (-e-) y 5/10 mg/L (-V-) de
Fe¥/H,0,. La linea discontinua muestra el perfil térmico.

La inactivacion mas eficiente de zoosporas se obtuvo con foto-Fenton solar con
5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H,0,. Los mecanismos de inactivacién son similares a los
descritos anteriormente para el proceso de foto-Fenton solar con Fe?": no obstante, la
eficiencia de inactivacion se mejora en este caso. La elevada probabilidad de que el

Fe* se adsorba sobre los lugares especificos de la pared celular [Sphuler y cols., 2010]
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aumentaria la probabilidad de generar OH® en la superficie de la espora aumentando el

ataque oxidativo y la eficacia de este proceso de Fe* comparado con el de Fe?. Si se

comparan las curvas de inactivacion con foto-Fenton solar a concentraciones iguales de

ambas sales de hierro, en general, se observa una mejor eficiencia con Fe** para todos

los casos.

6.2.8. Estudio cinético de la inactivacion de zoosporas de P. capsici

en este capitulo se muestran en la Tabla 6.11. Igual que en el capitulo anterior, se

selecciona el modelo cinético que mejor ajusta (método de los minimos cuadrados) los

Los resultados del ajuste cinético de los distintos tratamientos que se presentan

datos experimentales de concentracion de esporas (en UFC/mL) frente a Qv (kJ/L).

Tabla 6.11. Datos cinéticos obtenidos de los diferentes tratamientos solares evaluados para la
inactivacion de zoosporas de P. capsici.

k Longitud Log (Nres) R? Modelo
(L/kJ) hombro
(kJIL)
H202/Solar
2,5 0,23+0,06 1,14+0,65 - 0,968 Hombro + Log lineal
5 0,21+0,05 0,46+0,54 - 0,938 Hombro + Log lineal
10 0,51+0,29  0,39+0,81 - 0,868 Hombro + Log lineal
Fe?/Solar
1 0,30+0,07 1,35+0,62 - 0,910 Hombro + Log lineal
2,5 0,37+0,08 2,17+0,75 - 0,949 Hombro + Log lineal
5 0,50+0,17 3,55+1,63 - 0,944 Hombro + Log lineal
Fe**/Solar
1 0,11+0,01 0,96+0,25 1,27+0,08 0,974 Hombro + Log lineal + Cola
2,5 0,61+0,02 1,75+£0,13 - 0,998 Hombro + Log lineal
5 0,94+0,08 2,77+0,03 - 0,999 Hombro + Log lineal
Fe?'/ H,02/Solar
12,5 - - - - -
2,5/5 0,09+0,13 S - 0,934 Log lineal
5/10 0,40+0,04 S - 0,981 Log lineal
Fe*'/ H,02/Solar
1/2,5 0,21+0,01 - - 0,974 Log lineal
2,5/5 0,91+0,12 1,44+0,36 - 0,982 Hombro + Log lineal
5/10 1,59+0,21 1,73+0,40 = 0,990 Hombro + Log lineal

con 10 mg/L de reactivo. El proceso Fe

casos para una concentracion de hierro de 5 mg/L. Por otro lado, comparando los

En el tratamiento H,O,/Solar la constante de inactivacion mas elevada se obtiene

2+/3+

/Solar arroja el mayor valor de k en ambos
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resultados obtenidos con Fe®* y Fe* se observa que la velocidad de inactivacion fue
mayor para el caso del Fe**. El mismo comportamiento se observa en el tratamiento de
foto-Fenton solar. La mayor velocidad de inactivacion se alcanza con 5mg/L de Fe y
10 mg/L de H,0,, y comparando las dos sales de hierro, el caso de Fe* tiene una

constante cinética mayor que el Fe?".
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7. DESINFECCION DE EFLUENTES DE EDAR CON H,0,/SOLAR,
TiOx/SOLAR Y FOTO-FENTON SOLAR EN REACTOR CPC DE 60 L

Este capitulo presenta los resultados obtenidos para la inactivacién de esporas
de F. solani en el reactor solar CPC de 60 L en agua simulada y real de salida de EDAR
(El Bobar), Almeria, mediante los diferentes tratamientos solares objeto de estudio en
esta memoria: H,O,/Solar, TiO./Solar y foto-Fenton solar. Aqui se evaliua también el
efecto de la utilizacién de dos sales de hierro distintas: sulfato ferroso como fuente de
Fe?" y nitrato férrico como fuente de Fe®*, asi como las adiciones sucesivas de peréxido

de hidrégeno durante los ensayos de foto-Fenton solar.

7.1 Inactivacion de esporas de F. solani con H,0,/Solar

La figura 7.1 muestra la inactivacion de microconidios de F. solani en presencia
de 10 mg/L de H,O, en agua destilada y agua simulada de salida de EDAR. Se puede
observar que el limite de deteccion se alcanza en agua destilada con un Quy de
13,3 kJ/L. En el caso del agua simulada de salida de EDAR se obtiene un resultado
similar con un Quy de 18,5 kJ/L.
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La tabla 7.1 muestra los cambios de pH, el Quy necesario para alcanzar el limite
de deteccion y el H,O, consumido. La evolucién del COD se representa en el caso del
agua simulada de salida de EDAR en la figura 7.1. Como es de esperar, no se observa
una degradacién significativa de la materia organica disuelta en el caso del efluente
simulado de EDAR, ya que el COD solo baja un 2 %.

Exposicion solar (HH:mm)
10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00

1 03 . T T T T T T r,,,:,,, B ,I 7,/,,' T

F. solani (UFC/mL)
Reduccién COD (%)
Temperatura (°C)

Q,, (kJ/L)

Figura 7.1. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L con 10 mg/L de H20- en agua
destilada (-A-) y su correspondiente perfil térmico (—); y en agua simulada de salida de EDAR (-m-) y el

perfil térmico (---). La evolucion del COD para el agua simulada de salida de EDAR se representa por la
linea discontinua (--).

Tabla 7.1. Datos registrados de H202, pHi, pHr y Quv durante el tratamiento de H>O/Solar en el
reactor solar CPC de 60 L.

Tipo de agua H.0, Total pHi pHs Q. Tiempo
(mglL) (kJIL)  (h)
Agua destilada 6,06 6,76 6,46 13,3 1,5
Agua simulada salida de EDAR 5,43 8,06 8,36 18,5 1,5

En esta memoria se ha mostrado la eficiencia del tratamiento de H,O, con
radiacion solar natural para la inactivacién de esporas fungicas en agua. En el Capitulo
5 se demostré la susceptibilidad de las clamidosporas del género Fusarium tanto en el
reactor de botella como en reactor CPC de 60 L en agua destilada, agua de pozo y agua
simulada de salida de EDAR. En ambos tipos de rectores, la mayor inactivacion se
obtuvo en agua destilada. Los resultados obtenidos en este capitulo con microconidios

de F. solani muestran un comportamiento similar, ya que la eficiencia de inactivacion es
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mayor en agua destilada que en agua simulada de salida de EDAR, aunque las
diferencias entre ambas no son muy elevadas, el ensayo en agua simulada con
18,5 kJ/L soélo tarda 30 minutos mas en alcanzar el limite de detecciéon que en agua
destilada (Quy de 13,3 kJ/L). Las aguas naturales contaminadas contienen materia
organica natural como acidos humicos, porfirinas, hidrocarburos organicos, cromaéforos
organicos, etc., que pueden actuar como foto-sensibilizadores [DeRosa y Crutchley,
2002]. Estos compuestos bajo radiacion solar natural pueden generar procesos foto-
quimicos en los que se producen ROS como el oxigeno singlete ('O,), radicales
superdéxido (O™,), y radicales hidroxilo (OH®), favoreciendo la inactivacion celular [Paul y
cols., 2004]. Sin embargo, esto no sucede en este caso ya que el agua simulada de
salida de EDAR no contiene ninguno de estos foto-sensibilizadores, aunque si estan
presentes otros compuestos quimicos como nitratos y carbonatos que pueden interferir

en la difusion del H,O, al interior celular reduciendo la eficiencia de la inactivacion.

Para demostrar la eficacia de los tratamientos bajo estudio en este trabajo, se
llevaron a cabo experimentos con agua real de salida de la EDAR procedente de
El Bobar (Almeria). El analisis inicial del agua revel6 la presencia de colonias del género
Fusarium, sin embargo, por analogia con el resto de los ensayos realizados se ainadi6 al
agua una concentracion de esporas de F. solani conocida y similar a las estudiadas en
esta memoria. Sin embargo, a lo largo del tratamiento fotocatalitico se analiza tanto la
inactivacion de esporas de Fusarium spp. como el resto de colonias fungicas que
crecieron en el medio de cultivo utilizado para la cuantificacion de esporas de
Fusarium spp. Los géneros fungicos mas comunes en el agua de salida de EDAR son
Aspergillus  spp., Candida sp., Fusarium spp., Cryptococcus neoformans,

Trichophyton spp. y Epidermophyton spp.

El tratamiento H,O,/Solar (Figura 7.2) muestra que el limite de deteccién en
agua real de salida de EDAR se alcanza tras recibir 28 kJ/L de Quy. EI COD no sufre
reduccion alguna a lo largo del experimento, tal y como se ha observado en todos los
estudios de H,0O,/Solar. El pH se mantuvo constante en 8,3 y el OD vario de 7,97 mg/L a
6,32 mg/L. La maxima temperatura alcanzada fue de 43,8 °C. Cabe destacar la
demanda de H,O, que presentd el tratamiento en este caso. Hasta el momento, los
experimentos realizados con H,O./Solar no requerian afadir peréxido de hidrogeno
extra al agua. Sin embargo, en este caso fue necesario afiadir 30 mg/L de H,O, mas
tras 1 h de exposicion ya que en este tiempo se produjo un descenso muy marcado de
la concentracion de este reactivo. El consumo total de H,O, durante el ensayo fue de
40 mg/L. Esto se debe a la elevada cantidad de compuestos organicos e inorganicos

presentes en el agua real asi como a la alta temperatura alcanzada. El H,O, también
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puede reaccionar con compuestos organicos coexistentes en el efluente favoreciendo su
desapariciéon. Por otro lado, pueden formarse distintos subproductos de desinfeccion
(DBPs) dependiendo del tipo de compuesto organico [Jones, 1999]. Los DBPs tales
como halometanos son potencialmente mutagénicos y su formacion varia dependiendo
de la concentracién de H,0,, el tipo de materia organica y de la radiacion UV [Jones,
1999]. Sin embargo, este tema es complejo y su estudio en profundidad debe ser

abordado en investigaciones adicionales.

Exposicion solar (HH:mm)
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Figura 7.2. Inactivacion de esporas de F. solani (—m—) y otros hongos (—A—) en agua real de salida de
EDAR con H2O2/Solar (10 mg/L + adicién de 30 mg/L). La linea discontinua (---) representa el perfil térmico.
La linea discontinua (---) muestra la evolucion del COD a lo largo del tratamiento experimental.

Si se comparan las figuras 7.1 y 7.2, se ve una pérdida de eficiencia
desinfectante a medida que aumenta la complejidad quimica del agua. De modo que el
orden de eficiencia (de mayor a menor) del tratamiento H,O,/Solar en diferentes tipos de

agua es: agua destilada > efluente simulado de EDAR > efluente real de EDAR.
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7.2. Inactivacion de esporas de F. solani con TiO,/Solar

La eficiencia del tratamiento fotocatalitico con TiO, en el reactor solar CPC de
60 L ya se demostré en el Capitulo 4. Ahora se muestran los resultados de inactivacion
de esporas de F. solani en agua simulada y real de salida de EDAR. La concentracion
de TiO, utilizada es de 100 mg/L, la mejor concentracion segun los estudios

previamente realizados.

Los resultados obtenidos en agua simulada de salida de EDAR se muestran en
la figura 7.3 donde se puede observar una reduccion de la concentracién de esporas de
350(x30) UFC/mL al limite de deteccion con un Quy de 31,8 kJ/L. La reduccion del COD
es de un 56 % al final del experimento con 55,42 kJ/L de energia UV-A solar acumulada
por unidad de volumen de agua tratada. La temperatura mas alta medida fue de 44,1 °C

y el pH aumenté ligeramente desde 7,78 a 7,93.
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Figura 7.3. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L con 100 mg/L de TiO2 en agua
simulada de salida de EDAR (- A-). Temperatura (---) y degradacion del COD ().

Los resultados de inactivacion de microconidios de Fusarium spp. por
fotocatalisis con TiO, (100 mg/L) mostrados en el capitulo 4 de esta memoria, en agua
destilada y de pozo, indican que se alcanza el limite de deteccién con valores de Quy de
29,9 kJ/L y 41,5 kJ/L respectivamente, y en agua simulada de salida de EDAR son

necesarios 31,8 kJ/L, muy parecido al caso del agua destilada.
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La presencia de carbonatos y bicarbonatos en el agua afecta de forma negativa
a la fotocatalisis con TiO,, porque estas especies reaccionan con los OH® limitando asi
la eficiencia del proceso [Canonica y cols., 2005]. El agua simulada de salida de EDAR
contiene 13 mg/L de carbono inorganico y el agua de pozo 132 mg/L, lo que explica la
diferencia observada en las energias por unidad de volumen necesarias en ambos

casos para alcanzar el limite de deteccion en la inactivacion.

La adsorcion de las particulas de catalizador sobre las esporas esta favorecida a
un pH ligeramente acido de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 4. Por tanto, en agua
simulada de salida de EDAR (pH ~ 8) asi como en agua de pozo (pH ~ 7), el proceso de
adsorcion se vera desfavorecido, por lo que el proceso de desinfeccion fotocatalitico no

es tan eficiente como en el caso del agua destilada (pH ~ 5.5) [Gumy y cols., 20086].

No obstante, los resultados obtenidos demuestran una alta eficiencia en el
proceso de inactivacion y degradacion de COD aun en presencia de carbonatos y
bicarbonatos. Esto se debe en parte a la gran capacidad de captacion de fotones
solares del reactor CPC y a la temperatura alcanzada por el agua durante los ensayos.
En el estudio con agua destilada la temperatura alcanza un valor maximo de 36,5 °C,
mientras que en el agua simulada de salida de EDAR se alcanzan 44,1°C

(experimentos realizados en la misma época del afio).

La figura 7.4 muestra el proceso de inactivacion fungica mediante fotocatalisis
con TiO, (100 mg/L) al pH natural del agua real de salida de EDAR El Bobar ( ~ 8). Se
puede observar como se alcanza el limite de deteccién en el caso de esporas de
F. solani desde una concentracién de 80(x2) UFC/mL y con una irradiancia solar
acumulada de 26,9 kJ/L. El resto de colonias presentes en el medio de cultivo requirié
una irradiancia solar acumulada de 59 kJ/L para alcanzar el LD desde 60(+2) UFC/mL.
La velocidad de inactivacion obtenida en ambos casos es muy elevada, sobre todo
teniendo en cuenta que se trata de un agua real con 85 mg/L de carbonatos y

bicarbonatos.

De manera simultanea se analizé el COD y se observa que permanece estable a
una concentracién de 17 mg/L. Esto puede deberse a la presencia de carbonatos y
bicarbonatos y la mayor concentracion de microorganismos presentes en el agua de
EDAR. El pH aumenté de 8 a 8,5 durante el tratamiento. El OD vari6 de 8,5 a 7,9 mg/L.

La temperatura inicial del agua fue 30,9 °C y el maximo medido fue de 42,8 °C.
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Figura 7.4. Inactivacion de esporas de F. solani (—m—) y otros hongos (—A—-) en agua real de salida de
EDAR mediante fotocatalisis solar con TiO2 (100 mg/L). La linea discontinua (---) representa el peffil
térmico. La linea discontinua (---) muestra la evolucion del COD a lo largo del tratamiento experimental.

La eficiencia del tratamiento fotocatalitico con TiO, esta fuertemente influenciada
por la presencia de carbonatos y bicarbonatos y el pH basico donde se favorece la
adsorcion espora-catalizador. El orden de eficiencia (de mayor a menor) del tratamiento
TiO,/Solar para distintos tipos de agua es: efluente real de EDAR> agua destilada >

efluente simulado de EDAR > agua de pozo.

7.3. Inactivacion de esporas de F. solani con Fenton

Para determinar el efecto del tratamiento Fenton sobre las esporas de F. solani
en reactor CPC de 60 L se realizd el ensayo en oscuridad a las concentraciones de
10 mg/L de Fe*" y 20 mg/L de H,0, a pH 3 durante 5 h. Estas son las condiciones mas
estresantes para las esporas fungicas utilizadas en esta memoria. También se analizé el

COD durante estos ensayos (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Viabilidad de microconidios de F. solani durante el tratamiento de Fenton en reactor CPC de
60 L con 10 mg/L de Fe?* y 20 mg/L de H20, a pH 3 en agua simulada de salida de EDAR (-m-). La
temperatura se representa por la linea punteada (---). La evolucién del COD se representa por la linea
discontinua (--).

El H,O, no se consumié por completo durante las 5 h del ensayo, sélo 11,5 mg/L
de los 20 mg/L anadidos inicialmente. EI pH descendié desde 3,01 a 2,85. La
concentracién de hierro inicial descendié ligeramente tras 5 h de tratamiento, de
9,2 mg/L a 7,9 mg/L. Del total del hierro disuelto, el 8 % se presenté en forma de Fe*

tanto al inicio como al final del tratamiento.

Es importante destacar el descenso en la concentracidn de esporas observado
en las dos ultimas horas de tratamiento. Ademas de los radicales hidroxilo generados
durante el proceso Fenton, la elevada temperatura alcanzada (max. 42 °C) junto el pH
acido afectan de forma negativa a la viabilidad de las esporas. La reduccion del COD

solo fue de un 8 % al final.

A diferencia de estos resultados, los obtenidos en reactor de botella con Fenton
para las mismas esporas y mismo tipo de agua (Figura 6.1) no muestran cambios
significativos en la concentracion de esporas viables. Con lo cual, no se puede atribuir la
fuerte inactivacion observada en el reactor CPC solamente a la generacién de radicales
hidroxilo. Otros factores de estrés como la temperatura y el pH juegan un papel
importante en este proceso. Por otro lado, la baja reduccion del COD demuestra la

escasa formacion de OH® durante el tratamiento.
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7.4. Inactivacion de esporas de F. solani con foto-Fenton solar: comparacion de la
eficiencia utilizando Fe* y Fe**

7.4.1. Agua destilada

Antes de comenzar el estudio con agua de salida de EDAR (simulada y real), se
utilizé agua destilada para evaluar la inactivacion de las esporas de F. solani. La
figura 7.6 muestra la inactivacion de esporas con diferentes concentraciones de Fe?'
5mg/L y 10 mg/L con 10 y 20 mg/L de H,O, respectivamente. Ademas se investiga el
efecto de la adicion de H,O, (una adicion de 10 mg/L una vez consumida la inicial). La
concentracion de esporas se redujo hasta el limite de deteccidon en todos los casos
analizados. De hecho, no se observan diferencias significativas entre las distintas
condiciones de operacion estudiadas ya que la energia UV-A solar acumulada requerida
para alcanzar el limite de deteccion varia entre 26,5 y 29,5 kJ/L. No obstante, la mayor
eficiencia en agua destilada se alcanza en el caso de 5 mg/L de Fe*" y 10 mg/L de H,O,,
de modo que ni la adiciéon sucesiva de H,O, ni el incremento de la concentracién de

hierro desde 5 mg/L a 10 mg/L mejora la inactivacion.

En condiciones similares se hicieron los ensayos con nitrato férrico (Fe*) en
lugar de sulfato ferroso (Fe*), y los resultados de inactivacion se muestran en la
figura 7.7. El limite de deteccién se alcanzé en todos los casos partiendo de una
concentracion de esporas inicial de 10° UFC/mL. La mejor eficiencia de inactivacién se
obtuvo de nuevo con 5 mg/L Fe* y 10 mg/L H,O, y el proceso de inactivacién tampoco
mejord al incrementar la concentracion de hierro, al igual que en el caso del Fe?*. En
este caso no se llevo a cabo el experimento en el que la adicion de H,O, se realiza por
dosis, ya que no se observaron diferencias significativas con respecto a la Unica adicion

al comienzo del ensayo para el caso del Fe?".
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Figura 7.6. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton solar en
agua destilada con 5 mg/L de Fe?* y 10 mg/L de H20; (-m-) y perfil térmico (---); 5 mg/L de Fe? y 10 mg/L
de H2O, por dosis (-e-) y perfil térmico (---); 10 mg/L de Fe?' y 20 mg/L de H2O, (- A-) y perfil térmico (---).
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Figura 7.7. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton solar en
agua destilada con 5 mg/L de Fe* y 10 mg/L de H20; (-m-) y perfil térmico (---); 10 mg/L de Fe* y 20 mg/L

de H20; (- A-)y perfil térmico (---).
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La tabla 7.2 muestra el consumo de H,O,, pH, y concentraciones de Fe*, Fe y
Fe' medidos a lo largo de los experimentos. El pH no se ajusté al éptimo de la reaccion
de Fenton (2,8) sino que se mantiene el pH que queda en el agua destilada con la
concentraciéon de sal de hierro afiadida en cada caso. Como se puede observar en la
tabla 7.2, en el caso de Fe?*, el hierro disuelto se mantiene practicamente estable y a un
valor similar al afadido inicialmente. Sin embargo, en el caso de Fe*, la concentracion
total disuelta desciende de 4,73 a 1,89 mg/L en el caso de de 5 mg/L y de 7,24 a
2,71 mg/L con 10 mg/L, esto supone una pérdida de hierro disuelto del 60 % y del 62 %,

respectivamente.

Tabla 7.2. Datos registrados de Fe2+, Fe3+, FeT, pHi, pHr y Quv durante el proceso de foto-Fenton solar
en agua destilada con Fe?* y Fe** en reactor CPC de 60 L.

Fe H;0;Total Fe’/Fe’;  Fe*/Fe Fe'iFe's pHi pHf Q.  Tiempo

(mglL) (mg/L) (mglL) (mglL) (mglL) (kJ/L) (h)
Foto-Fenton solar con sulfato de hierro (Fe2+)
) 10 0,82/1,26 2,07/1,13 2,89/2,4 486 4,83 26,5 3
5+D 20 0,83/1,01 2,84/1,61 3,68/2,62 54 4,75 295 3
10 20 0,00/1,20 8,39/0,4 8,39/1,67 6,4 455 279 3
Foto-Fenton solar con nitrato férrico (Fe3+)

) 10 0,19/1,17 4,54/0,72 4,73/1,89 517 4,81 379 4
10 20 0,37/1,83 6,87/0,87 7,24/2,71 503 4,69 582 )

+D = Dosificacion de H2O; a lo largo del desarrollo experimental (10 mg/L)

Los mecanismos principales de inactivacion durante el proceso de foto-Fenton
solar se producen por el ataque oxidativo de los OH® producidos por las reacciones
1.11-1.20. Si se comparan los resultados obtenidos con 5 mg/L de Fe** y Fe*
(Figuras 7.6 y 7.7) se puede observar que para la inactivacion de esporas en el caso de
Fe? se necesita menos energia solar acumulada (26,5 kJ/L) que en el caso del Fe*'
(37,9 kJ/L). En el caso de 10 mg/L de hierro, se observa un comportamiento similar, ya
que con Fe* (27,9kJ/L) se obtiene también una mejor inactivaciéon que con Fe**
(58,2 kJ/L). Esto es debido a que cuando el proceso de foto-Fenton se inicia con Fe?* se
generan de forma inmediata radicales hidroxilo (Reaccién 1.11) previo a la exposicion
solar. Por otro lado, cuando se parte de Fe* la generaciéon de radicales hidroxilo no se
produce hasta que se inicia la exposicion solar (Reaccién 1.20). Ademas, la capacidad
de difusién del Fe** a través de membranas celulares puede ser el motivo de la
diferencia de inactivacion entre ambas sales de hierro. Una vez en el interior, el Fe**
puede reaccionar con el H,O, intracelular formando radicales OH® internos [Spuhler y

cols., 2010] una vez que la espora ha germinado. Por otro lado, el Fe** con una mayor
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tendencia a formar complejos con compuestos organicos presentes en la membrana
celular requeriria una cantidad mayor de radicales para poder alterar la estructura de la
pared celular y producir finalmente la inactivacién de la espora. EI comportamiento del

Fe? y Fe®" en la espora se ha discutido ampliamente en el Capitulo 6.

El aumento de la concentracién de hierro de 5 a 10 mg/L en ambos tipos de
sales no mejora el resultado final, tal y como ocurria para el caso de foto-Fenton en el
reactor de botella (Capitulo 6). Cabe destacar que la concentracién de hierro disuelto
desciende mas en el caso de 10 mg/L en ambos tipos de sales que con 5 mg/L

(Tabla 7.2), lo cual podria justificar las eficiencias similares observadas en ambos casos.

En los ensayos con dosificacion de H,O,, ésta se lleva a cabo en funcion del
consumo de H,O, durante la reaccién, y en este caso fue necesario afiadir solamente
una dosis de 10 mg/L durante el experimento para compensar la pérdida de H,O, y
mantener su concentracion estable en 10 mg/L durante el tratamiento. Los resultados no
muestran una mejora (Figura 7.6). La cantidad de radicales hidroxilo generados durante
la primera fase del proceso de foto-Fenton provoca, probablemente, dafios letales en las
células, de modo que mantener la reaccion de foto-Fenton con la adicion de H,0O, extra
generando mas radicales no induce a una mejora clara en el proceso. Dada la elevada
constante cinética de la reaccion 1.11, el hierro reacciona con el H,O, mientras queda
en el medio y so6lo cuando éste se ha consumido, el hierro puede difundir al interior
celular generando dafios internos en la espora mediante reacciones de Fenton internas,

lo cual estaria ocurriendo en la segunda fase del proceso.

7.4.2. Agua simulada de salida de EDAR

Los experimentos con este tipo de agua se realizaron con 5 mg/L y 10 mg/L de
Fe* y Fe** con 10 y 20 mg/L de H,O, respectivamente, y ademas también se llevaron a
cabo ensayos con dosificacion de H,O, a lo largo del tratamiento con objeto de
mantener una concentracion de 10 mg/L constante. En la tabla 7.3 se muestran los
datos de pH, H,O, total consumido y concentracion de hierro disuelto. EI COD se

analiza en todos los casos y se muestra en las correspondientes graficas.

La figura 7.8 presenta la inactivacién de esporas mediante foto-Fenton solar con
Fe?*. Se puede observar que en todos los casos se alcanza el LD, excepto para el caso
de pH ~ 8 (pH natural del agua), donde la concentracion de hierro disuelto es nula, por
lo que el proceso de oxidacién no ocurre, las esporas permanecen viables y el COD no
se reduce durante las 5 h de tratamiento (Figura 7.8). Ademas, el agua simulada de

salida de EDAR contiene carbonatos y bicarbonatos y otras especies como fosfatos,
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fluoruros, cloruros y bromuros que afectan negativamente a la eficiencia del proceso
[Klamert y cols., 2010]. En este caso cabria esperar que el H,O, actuase de forma
semejante al tratamiento H,O,/Solar al no haber hierro disuelto. Sin embargo, todo el
H,O, inicial se consumié en las dos primeras horas de tratamiento por lo que no se

encuentra disponible para producir el dafio fungico observado en otras ocasiones.

Los resultados de inactivacién de esporas a pH 3 obtenidos con 5 mg/L de Fe?" -
10 mg/L de H,O, y 10 mg/L de Fe** - 20 mg/L de H,O, no presentan diferencias
significativas entre ellos, requiriendo 18,9 y 20 kJ/L de Quy respectivamente para
alcanzar el LD. Por tanto, desde el punto de vista de efectividad, incrementar la
concentracion de hierro no mejora el proceso de inactivacion (Figura 7.8). Sin embargo,
la degradacion del COD es ligeramente mayor en el caso de 10 mg/L Fe** (75 %) que

en 5 mg/L (65 %) como se puede observar en la figura 7.9.

La inactivacién de las esporas de F. solani mejora en los experimentos en los
que se dosifica H,O, durante la exposicién solar, lo cual no ocurre en el caso del agua
destilada. Durante estos ensayos, el H,O, se consume muy rapidamente por lo que se
afiadié cada 30 minutos en la mayoria de los casos para mantener la relacién 1:2 de Fe
y H,O, de cada condicién experimental evaluada. La mayor eficiencia de inactivaciéon se
alcanza con 10 mg/L de Fe** (8,5 kJ/L de Quy) donde se obtuvo una degradacién del
COD del 83 % al final del experimento (total de H,O, consumido = 100 mg/L). En el caso
de 5 mg/L de Fe*" se necesitaron 12,2 kJ/L de Quy para obtener el mismo resultado y la
degradaciéon del COD al final del experimento fue del 87 % (total de H,O,
consumido = 140 mg/L).
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Figura 7.8. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor solar CPC de 60 L mediante foto-Fenton con
sulfato ferroso solar en agua simulada de salida de EDAR:

(-m-) 5 mg/L Fe? - 10 mg/L H20, a pH 8 (natural);

(--) 5 mg/L Fe* - 10 mg/L Hz0, a pH 3;

(-A-) 5 mg/L Fe*" - 10 mg/L H,0, a pH 3 dosificando H205;
(-+-) 10 mg/ de Fe** - 20 mg/L H202 a pH 3;

(-¥-) 10 mg/L Fe*" - 20 mg/L H,0. a pH 3 dosificando H20,.
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Figura 7.9. Evoluciéon del COD durante los mismos experimentos desarrollados en la figura 7.8, éstos
se representan por simbolos huecos: (-0-); (-0-); (-A-); (-0-); (-V-).
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Tabla 7.3. Datos medidos de Fe?, Fe**, Fe', pH;, pHr y Quv durante el proceso de foto-Fenton solar en
agua simulada de salida de EDAR con Fe? y Fe* en reactor CPC de 60 L.

pH Fe  H,0,Total Fe?%lFe%x  Fe®/Fe®; Fe'ilFe's pHi pHs Q Tiempo
(mg/L) (mg/L) (mglL) (mglL) (mglL) uv (h)
Foto-Fenton solar con sulfato ferroso (Fe?")
8 ) 10 0/0 0/0 0/0 8,00 7,99 - 5
3 5 10 0,71/0,72 2,94/2,13 3,66/2,86 3 2,91 20,00
3 5+D 50 0,98/0,54 2,97/0,67 3,95/1,21 3,28 3,22 12,15 1,5
3 10 11,4 1,74/2,26 6,63/4,33 8,37/6,60 3,07 294 18,86 2
3 10+D 100 1,60/1,92 6,22/3,76 7,83/5,68 3,056 2,98 8,45 1
Foto-Fenton solar con nitrato férrico (Fe3+)
3 5 10 0,50/1,47 4,57/3,48 5,08/4,96 3,08 3,03 19,16 2
3 5+D 70 0,40/1,10  3,61/2,31 4,01/3,42 3,08 2,98 13,86 1,5
3 10 20 0,61/2,56  7,77/4,92 8,39/7,49 3,04 2,94 18,53 2
3 10+D 140 0,23/1,13  6,12/6,32 8,21/7,46 3,05 2,97 12,26 1,5

+D = Dosificacion de H2O- a lo largo del experimento (10 mg/L)

Los resultados obtenidos con Fe** tanto en el proceso de inactivacion de esporas
fungicas como en la degradacion del COD se muestran en las figuras 7.10 y 7.11
respectivamente. Los datos registrados de medidas de hierro y H,O,, pH y Quy se
muestran en la tabla 7.3. Las curvas de inactivacion de esporas y de degradacion del
COD muestran un patrén similar al obtenido con Fe®*, donde la adicién de H,O, en
dosis a lo largo del experimento mejora los resultados. La concentracién de 10 mg/L de
Fe** no mejora significativamente los resultados si se compara con el tratamiento a
5mg/L de Fe*. Sin embargo, desde el punto de vista de la degradacién del COD
(Figura 7.11), se puede observar que existe una ligera mejora con la concentracion de
Fe* mas alta al igual que si se dosifica H,O,, aunque entre todos los resultados

obtenidos no existen grandes diferencias.
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Figura 7.10. Inactivacion de esporas de F. solani en reactor CPC de 60 L mediante foto-Fenton solar con
nitrato férrico en agua simulada de salida de EDAR:

(-m-) 5 mg/L Fe* - 10 mg/L H,02;

(-e-) 5 mg/L Fe** - 10 mg/L H20- dosificando H20y;
(-A-)10 mg/L Fe** - 20 mg/L H20y;

(-7 -)10 mg/L Fe** - 20 mg/L H.0O; dosificando H205.
La temperatura se representa por la linea discontinua.
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Figura 7.11. Evolucion del COD durante los experimentos de la figura 7.10 representados por simbolos
huecos: (-o-); (-0-); (-A-); (-V-).
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Como se ha comentado, si se comparan los resultados de degradacion de COD
con Fe?* y Fe* se puede observar que no existen diferencias significativas, mientras
que respecto a la inactivacion de esporas el resultado si varia, ya que con 85 kJ/L y
12,2 kJ/L de Quy en el caso de 10 y 5 mg/L de Fe?" dosificando H,0, se alcanza el LD
mas rapidamente que a las mismas concentraciones en el caso del Fe* las cuales
necesitaron 12,3 kJ/L y 13,9 kJ/L de Quy. Esta diferencia se puede explicar de forma
similar al caso del agua destilada. Ademas, la posible formacién de complejos de Fe*"
con compuestos organicos e inorganicos presentes en el agua simulada de salida de
EDAR, pueden producir un efecto negativo. Por ejemplo, el sulfato y el cloruro presentes
en este tipo de agua al reaccionar con el hierro genera especies menos reactivas como
SO," o Cl," [De Laat, 2004]. Por tanto, la presencia de aniones inorganicos en este tipo
de agua puede afectar a la reactividad y distribucién de las especies de hierro. Estas
especies pueden reaccionar con el radical hidroxilo formando radicales inorganicos
menos reactivos y generar reacciones oxidativas que involucran dichos radicales

inorganicos.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en el agua simulada de
salida de EDAR muestran una mejor inactivacién al compararlos con los obtenidos en
agua destilada. Esta diferencia se debe a que la concentracion del hierro disuelto en el
caso del agua simulada de salida de EDAR es mayor que en el agua destilada ya que
se ajusto el pH al 6ptimo de la reaccion de Fenton lo que favorece una mayor solubilidad
del hierro. Ademas las temperaturas alcanzadas durante los experimentos en agua
simulada de salida de EDAR son mas elevadas que en el agua destilada. Aunque la
temperatura no es el factor determinante de la inactivacién de esporas por foto-Fenton
solar, el aumento de la misma favorece las reacciones quimicas del proceso y la
inactivacion de los microorganismos. Algunos estudios describen en la literatura el
efecto que produce la temperatura sobre la reaccion de foto-Fenton. Gernjak y cols.
demostraron que, a una concentracién maxima de hierro de 2,6 mM, la velocidad de
reaccion aumentaba 5 veces al incrementar la temperatura desde 20 a 50 °C [Gernjak y
cols., 2006]. Ademas, en este trabajo el efecto de aumentar la temperatura hace que
aumente la adicion de H,O, durante los experimentos, requiriendo dosis de 10 mg/L de

H,O, cada 30 minutos.

Con respecto a la mineralizacion del COD (Figura 7.11), los resultados mejoran
ligeramente con la dosificaciéon de H,O, durante los experimentos. La tabla 7.3 muestra
que los experimentos con adicion extra de H,O, en dosis, consumieron 50 y 100 mg/L
de H,O, en el caso de 5y 10 mg/L de Fe?". En el caso del Fe*" se consumieron 70 y

140 mg/L de perdxido de hidrégeno. La degradacion del COD puede alcanzar una fase
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estacionaria, donde un aumento de la concentracion de reactivos no implica
necesariamente la completa mineralizacion de la materia organica. Esto se debe a que
los compuestos organicos en el agua son principalmente compuestos alifaticos de
cadena corta como acidos carboxilicos (acético, férmico, propionico, piravico, oxalico y
maleico) cuya degradacion mediante foto-Fenton solar se ralentiza. Este efecto se
observa en las figuras 7.9 y 7.11 donde la velocidad de mineralizacion decrece a lo largo
del tratamiento de foto-Fenton, siendo ésta mayor en las dos primeras horas de
tratamiento. Esta diferencia es mas importante en el caso del Fe** que en el de Fe?
(Figura 7.9) donde la adicién de H,O, aumenta la degradacion del COD. Ademas, en el
caso del Fe?* se necesita menos concentracion de H,0, para alcanzar una degradacion
de COD similar al de Fe**, lo cual desde el punto de vista econdmico supone una mejora

del tratamiento.

De forma general los mejores resultados se obtienen utilizando Fe* con una
adicion periédica de H,O,. Desde el punto de vista de la inactivacion de esporas,
10 mg/L de Fe?'y 20 mg/L de H,O, (con adicién) producen la mejor eficiencia de todos
los casos estudiados. Desde el punto de vista de la reduccién del COD, con 5 mg/L de
Fe” y 10 mg/L de H,0, se obtiene el mayor grado de mineralizacién (87 %). Con objeto
de reducir costes y dado que la diferencia de inactivacion entre 5y 10 mg/L de hierro no
es significativa, se selecciona 5 mg/L de Fe?* y 10 mg/L de H,O, con dosificacién de
peréxido paraa los experimentos con efluente real de EDAR. No obstante, la
determinacion de las condiciones idoneas de foto-Fenton con efluentes reales requeriria

un estudio detallado adicional al presentado en esta memoria.

7.4.3. Agua real de salida de EDAR (El Bobar, Almeria)

El tratamiento fotocatalitico mediante foto-Fenton solar también se llevé a cabo
utilizando un efluente real de salida de EDAR. Los experimentos se realizaron con
5mg/L de Fe** y 10 mg/L de H,O, (Figura 7.12.a). Durante el periodo de exposicién
solar se anadié H,O, (10 mg/L) cada 30 minutos siendo el consumo final de H,O, de
80 mg/L. El efluente de EDAR se acidificé hasta pH ~ 3, que se mantuvo constante
durante 5 h de tratamiento experimental. Esto favorece la solubilidad del hierro en el
agua y la eliminacion de carbonatos y bicarbonatos en forma de CO,. El OD varié de
8,2 mg/L a 7,98 mg/L. La temperatura inicial fue de 31,9 °C y el maximo alcanzado fue
42,4 °C. La inactivacion de esporas de F. solani se alcanza con un Quy de 28 kJ/L y el
resto de hongos presentes en el agua necesitaron 34,8 kJ/L. EI COD descendié desde

11,8 mg/L a 7,7 mg/L, lo que significa un 34 % de reduccion.
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La figura 7.12.b muestra la evolucién del hierro total, Fe?", Fe y H,O, a lo largo
del tratamiento experimental. Se puede observar que el hierro total disuelto, aun cuando
se anaden inicialmente 5 mg/L, se reduce hasta 1,5 mg/L debido a la presencia de otros
compuestos quimicos, especialmente los fosfatos. Uno de los principales problemas a la
hora de aplicar el tratamiento de foto-Fenton a un agua residual real es la presencia de
fosfatos. La 91/271/CEE especifica unos valores limite para el vertido de fosfatos a las
aguas receptoras. En funcion del tamano de la EDAR, estos valores son 2 mg/L de
fosfato total (10000 - 100000 h-e) o 1 mg/L de fosfato total (> 100000 h-e). Los agentes
de precipitacion mas empleados en su eliminacién son el Fe** y Fe** en forma de
cloruros o sulfatos; el Ca* en forma de cal; y el A" en forma de alumbre
(Alx(SO4)3.16H,0), sulfato de aluminio o aluminato sdodico (Na-AlO,), asi como
combinaciones de Fe* y cal. El mecanismo de eliminacién es fundamentalmente por
precipitacién en forma de fosfatos de calcio, hierro y aluminio. Los fosfatos reaccionan

con el hierro formando complejos que precipitan de acuerdo con la siguiente reaccion:

Fe* + PO — FePQ, (7.1)

En particular, en el andlisis de compuestos quimicos realizado al efluente de
EDAR de El Bobar se observaron concentraciones anormalmente altas de fosfatos. Esto
explica la precipitacion del hierro obtenida en este ensayo aun cuando el pH era

favorable para mantenerse en disolucion.

Comparando estos resultados con los obtenidos con el tratamiento de TiO,/Solar,
se puede concluir que el uso de TiO, supone una ligera mejora comparada con el
proceso de foto-Fenton solar. Los resultados de este tratamiento mejorarian en el caso

de eliminar los mencionados carbonatos y bicarbonatos del agua.

El foto-Fenton es el tratamiento mas efectivo de todos los estudiados para la
reduccion del COD. No obstante, mayores concentraciones de hierro disuelto podrian
mejorar el resultado final. Con respecto al tipo de agua, se observa que a medida que
aumenta la complejidad quimica del agua, la eficiencia del tratamiento fotocatalitico
disminuye. El orden de eficiencia (de mayor a menor) del proceso de foto-Fenton solar
para los distintos tipos de agua es: agua destilada > efluente simulado de EDAR >
efluente real de EDAR.
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Exposicion solar (HH:mm)
11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00

- ' " " " s
107 Temp. 1%
- EA {40 ~
E L - lss B
o . —435 € o
e | \\ | =—s
=) g
= \ 3530 8 E
(72] A— A A 2
o104y LT 0 S 5
£ e oD 11078 &
o ] S E
. ] A A S
0 ¢ o
© 1 Lo=2uFc/mL \ 15 &
o & Q
10" . . . ' 0
0 10 20 30 40 50
Q,, (kJ/L)
a)
12
| PH3 o L 10
A) )
a L8 B
A a r E
-6 <
1 4 79
I -2 8
I 0 8
(T walllwallva = 7
AR A P ] 1o,
' e Fetot
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Q,, (kJL)

b)

Figura 7.12. a) Inactivacion de esporas de F. solani (—m—) y otros hongos (—A—) en agua real de salida
de EDAR mediante foto-Fenton solar con 5 mg/L de Fe? y 10 mg/L de H205, afadiendo peréxido cada
30 minutos (10 mg/L). La linea discontinua (---) representa el perfil térmico. La linea discontinua (2
muestra la evolucion del COD a lo largo del tratamiento experimental. b) Evolucion del Fe', Fe?*, Fe®
y H207 durante el tratamiento.
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7.5. Estudio cinético de los distintos tratamientos solares evaluados en reactor
solar CPC de 60 L

Las tablas 7.4 y 7.5 muestran el resultado de los ajustes cinéticos de los
diferentes tratamientos solares: H,O,/Solar, TiO./Solar, foto-Fenton solar con Fe? y Fe®
en agua destilada y agua simulada de salida de EDAR respectivamente, para la
inactivacion de esporas de F. solani. De manera general, el modelo cinético mas

utilizado para ajustar los datos de inactivacion es el modelo ‘log-lineal’.

Con respecto a la velocidad de inactivacién en el tratamiento H,O,/Solar, existen
diferencias significativas de la constante de inactivacién (k) entre el agua destilada
(0,15+0,02 L/kJ) y el agua simulada de salida de EDAR (0,10£0,02 L/kJ), de acuerdo

con lo observado en los capitulos anteriores.

Tabla 7.4. Datos cinéticos obtenidos de los resultados experimentales de inactivacion de esporas de
F. solani en reactor CPC de 60 L con diferentes tratamientos solares en agua destilada.

Tratamiento [Fel [H20:] k Longitud R? Modelo cinético
solar (mgl/L) (mg/L) (L/kJ) hombro
(kJ/L)

H20, - 10 0,15+0,02 - 0,977 Log lineal

) 10 0,11+0,04  0,41+0,88 0,916  Hombro + Log lineal
Foto-Fenton Fe?* 5 104D 0,09+0,01 - 0,964 Log lineal

10 20 0,11+0,02 0,81+0,5 0,975 Hombro + Log lineal
Foto-Fenton Fe** ) 10 0,09+0,15 0,62+0,38 0,975 Hombro + Log lineal

10 20 0,05+0,01 0,38+0,46 0,939  Hombro + Log lineal

+D = Dosificacion de H2O; a lo largo del desarrollo experimental (10 mg/L)

En el caso del tratamiento TiO./Solar en agua simulada de salida de EDAR, la
constante cinética de inactivacion alcanza un valor de 0,07+0,01, esta constante
también es inferior a la obtenida en el caso del agua destilada y agua natural de pozo
(Tabla 4.8).

El foto-Fenton solar en agua destilada arroja cinéticas de inactivacion cuyas
constantes no muestran diferencias significativas al aumentar la concentracién de Fe? o
Fe*. Aunque la k es ligeramente mayor en el caso del Fe®*,. Las constantes cinéticas
obtenidas en agua simulada de salida de EDAR con Fe?* son también mejores que con

Fe"

De forma general, las constantes de inactivacion mejoran cuando se dosifica
H,O, a lo largo del tratamiento de foto-Fenton solar, especialmente en el caso de

10 mg/L de Fe?*. No obstante, la mejora con respecto a 5 mg/L de hierro no es tan
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significativa si se tiene en cuenta la cantidad de H,O, gastado en el tratamiento. Por otro
lado, y como se esperaba, la peor constante de inactivacién se obtiene a pH 8 debido a
la ausencia de hierro disuelto en el sistema. El estudio cinético muestra que la mejor
combinacién de reactivos para inactivar microconidios del género Fusarium en agua
simulada de salida de EDAR mediante foto-Fenton solar es 5 mg/L de Fe? y 10 mg/L de
H.0..

Tabla 7.5. Datos cinéticos obtenidos de los resultados experimentales de inactivacion de esporas de
F. solani en reactor CPC de 60 L con diferentes tratamientos solares en agua simulada de salida de EDAR.

Tratamiento solar [Fe]l [H20-] k R? Modelo
(mglL) (mg/L) (L/kJ) cinético
H20; - 10 0,1040,02 0,956 Log lineal
TiO2 (100 mg/L) - - 0,07+0,01 0,951 Log lineal
5 (pH8) 10 0,008+0,002 0,993 Log lineal
5 10 0,11+0,03 0,958 Log lineal
Foto-Fenton Fe** 5 50+D 0,17+0,02 0,989 Log lineal
10 20 0,1040,01 0,982 Log lineal
10 100+D 0,27+0,10 0,937 Log lineal
5 10 0,1040,01 0,979 Log lineal
o 5 70+D 0,140,005 0,998 Log lineal

Foto-Fenton Fe )
10 20 0,120,009 0,992 Log lineal
10 140+D 0,14+0,03 0,955 Log lineal

+D = Dosificacion de H2O; a lo largo del desarrollo experimental (10 mg/L)

En el caso del agua real de efluente de EDAR, no se realizaron los ajustes
cinéticos de los resultados de inactivacion de esporas debido a que no se disponian de

datos suficientes como para realizar un ajuste adecuado.
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8. ASPECTOS REMARCABLES DE LA DESINFECCION DE AGUA
MEDIANTE TRATAMIENTOS SOLARES

La aplicacion de tratamientos alternativos a los tradicionales para la desinfeccion
de agua es un campo de estudio bajo continua investigacion con el objetivo de
abastecer a la poblacion mundial de agua de calidad adecuada. Una de las alternativas
mas evidentes para la obtencién de agua util para actividades humanas es la
reutilizaciéon del agua procedente de estaciones de depuracidn de aguas residuales.
Especialmente el reuso de agua puede ser de gran utilidad en la agricultura. Los
tratamientos solares estudiados en esta memoria no vienen a sustituir a los tratamientos
biolégicos de aguas convencionales, sino que debe considerarse su aplicacion como
tratamiento terciario para la eliminacién de los microorganismos que quedan en la

corriente de salida del reactor bioldgico secundario de una EDAR.

Aunque la reutilizacion del agua residual es una de las principales aplicaciones
de estos tratamientos fotocataliticos, existen otras actividades con circuitos cerrados de
agua que las hacen susceptibles a estas tecnologias avanzadas para la eliminacion de
microorganismos, por ejemplo la agricultura hidropdnica recirculante, sistemas de
refrigeracion de torres en hospitales, sistemas de recirculacion de tanques en

acuicultura, aguas de embarcaciones, etc.
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Dado que la diversidad de ambientes acuaticos sobre la superficie terrestre es

tan grande, no existe una soluciéon universal para todos los problemas de contaminacién

de aguas. La eleccion de un tratamiento u otro para su implantacion a escala real

depende de muchas variables que deben ser estudiadas y optimizadas de forma

adecuada. Los principales criterios a tener en cuenta a la hora de valorar cual seria el

tratamiento alternativo mas adecuado de los estudiados en este trabajo experimental

son los siguientes:

(i)
(ii)

(iif)

(iv)

(vi)

(vii)

Volumen total y caudal del agua a tratar.

Caracteristicas de la contaminacion microbiolégica, como el tipo de
microorganismo, concentracién en la que se presenta y variabilidad de la
misma.

Costes directos e indirectos del tratamiento, donde deberian incluirse
tanto los costes de la instalacion, como los de reactivos y de personal.
Cualificacion adecuada del personal operador de la planta al tratar con
protocolos y metodologia en los que se manipulan microorganismos
potencialmente peligrosos.

Caracteristicas fisico-quimicas de la fuente de agua que se quiere tratar
ya que no es lo mismo tratar un agua embalsada, agua procedente de un
lago (limpia o en proceso de eutrofizacién) o agua de salida de una
EDAR.

La aplicacién final del agua tratada ya que, como se describié en la
introduccion, los requerimientos fisico-quimicos y microbioldgicos
exigidos dependen del uso final de la misma.

Aspectos practicos y tecnolégicos de cada tratamiento fotocatalitico
(Tabla 8.1).

252



8. Aspectos remarcables de la desinfeccion solar de agua

Tabla 8.1 Principales caracteristicas del tratamiento fotocatalitico heterogéneo con TiO2 y homogéneo

mediante foto-Fenton.

TiO2 (heterogéneo)

Foto-Fenton (homogéneo)

Catalizador TiO2 en suspension Fe y H2O, en disolucién

Concentracion de catalizador  0,05-1 g/L 5-20 mg/L

Toxicidad del catalizador Inocuo Inocuo si presente en bajas
concentraciones de forma
natural en el agua

Espectro solar utilizado uv UV y Visible

pH optimo del agua A estudiar en cada caso Inferior a 3

Reactivos limitantes Oxigeno H202

Pre-tratamiento Eliminar turbidez Acidificacion y eliminar turbidez

Post-tratamiento Filtracion para garantizar la

ausencia de catalizador en

Neutralizacion de pH

agua.
Eliminacién del catalizador A pH neutro se produce su No es necesario a estas
sedimentacion. concentraciones. Pérdida de la
mayor parte tras la

neutralizacion.

Segun los resultados presentados en esta memoria, la fotocatalisis solar con
TiO, se podria utilizar para la desinfeccién de agua de salida de EDAR dado que la
inactivacion obtenida es muy eficiente, con la ventaja de no tener que modificar el pH de
la suspension. Sin embargo, la presencia de iones como cloruros, fosfatos, carbonatos y
bicarbonatos, puede afectar negativamente a la eficiencia del proceso. Con lo cual los
tiempos de tratamiento se alargarian y se encareceria el coste del agua tratada.
Inmovilizar el TiO, es una forma de reducir la necesidad de retirar el catalizador del
agua. Sin embargo, hasta la fecha los estudios de desinfeccion con TiO, inmovilizado no

han mostrado mejores resultados que el catalizador en suspension.

El uso del proceso de foto-Fenton presenta buenas eficacias desinfectantes bajo
las condiciones de operacion estudiadas en este trabajo, pero el principal inconveniente
es que el pH 6ptimo es 2,8 y a pH cercano a la neutralidad no se mantiene el hierro en
disolucion y la eficiencia del proceso es practicamente nula o se debe unicamente al
efecto del perdxido de hidrégeno. Los costes asociados al ajuste final tras el tratamiento
de pH 2,8-3 a neutro encarecen el tratamiento. Por otro lado, la presencia de elevadas
concentraciones de fosfatos en las aguas reduce drasticamente la capacidad de accion
del foto-Fenton pues los iones fosfato reaccionan con el hierro y éste precipita
rapidamente. Existen trabajos de investigacion centrados en el uso de compuestos
complejantes que permitan mantener ciertas concentraciones de hierro en disolucion a
pH neutro, como por ejemplo el ferroxialato [Cho y cols., 2004]. La presencia de

carbonatos y bicarbonatos también podrian limitar la eficacia del proceso de foto-Fenton
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por su tendencia a capturar los radicales hidroxilo, sin embargo esto no se da a pH 2,8-3

porque estas especies han desaparecido en forma de CO.,.

El tratamiento H,O,/Solar puede ser un buen candidato para la inactivacién de
microorganismos presentes en aguas embalsadas con baja carga organica ya que el
COD no se degrada con este tratamiento pero bacterias y hongos demuestran una alta
susceptibilidad al mismo. Presenta un alto potencial de aplicacién para su uso en
agricultura. Y, por otro lado, su posible aplicacion en paises en vias de desarrollo pues
se contempla como un aditivo al proceso SODIS en botella PET a concentraciones tan
bajas que las posibles cantidades residuales se auto-descompongan antes de que el

agua sea consumida [Sciacca y cols., 2010].

Si se pretende realizar un tratamiento de aguas contaminadas en el que ademas
de desinfectar se pretenda reducir la cantidad de carbono organico disuelto, entonces
tanto el tratamiento con TiO, y H,O, con luz solar tienen una capacidad muy limitada
pues los resultados en aguas reales muestran bajadas de COD muy escasas (menos
del 10 %), mientras que el proceso de foto-Fenton a pH 3 es ideal para la reduccion de

COD incluso en efluentes reales de EDAR.

Otro factor a tener en cuenta a la hora de aplicar estos tratamientos
fotocataliticos es la disponibilidad de suficiente radiacion solar natural, lo cual, tal y
como se muestra en el Anexo |, es posible en la localizacidon en la que se ha llevado a

cabo este trabajo experimental, el sur de Espafia.
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La evaluacién global de los resultados, en reactor de botella y reactores CPC de
14 y 60 L, del tratamiento de fotocatalisis solar con TiO, para la inactivacion de
esporas de Fusarium spp. demostrd, en las condiciones de irradiancia solar
natural y para los distintos tipos de agua estudiados, la alta eficacia de este
proceso para reducir concentraciones de 1000 UFC/mL hasta el limite de

deteccion del método de cuantificacion.

El estudio comparativo de inactivacién mediante fotocatalisis solar con TiO, de
tres tipos de esporas de Fusarium spp., microconidios, macroconidios y
clamidosporas, mostr6 una mayor resistencia de las clamidosporas al

tratamiento debido a la elevada robustez de su pared celular.

La observacion de las suspensiones de esporas durante el tratamiento
fotocatalitico solar con TiO, ha mostrado la elevada afinidad entre las esporas de
Fusarium spp. y Phytophthora capsici y la superficie de las particulas de
catalizador. Esta propiedad favorece sin duda la eficiencia de la desinfeccion

fotocatalitica dada la vida media tan corta del radical hidroxilo (~ 1 ns).

La desinfeccion de varios tipos de agua con radiacion solar en presencia de
bajas concentraciones de H,O, (10 mg/L), demuestra que entre los fotones
solares (no solo en el rango UV-A sino también parte del visible) y el peréxido de
hidrogeno se da un efecto sinérgico germicida comparable en eficiencia a los

tratamientos fotocataliticos solares estudiados en este trabajo.

La inactivacién de esporas de Fusarium spp. mediante fotocatalisis solar con
TiO, y foto-Fenton, en las condiciones 6ptimas de cada tratamiento, muestran
cinéticas de primer orden debido fundamentalmente a la generacién de radicales

hidroxilo en presencia de fotones UV-A y UV-A-Vis, respectivamente.

En el caso de la radiacion solar con perdxido de hidrégeno, la observacién de

cinéticas de inactivacion con una fase estacionaria seguida de un descenso
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lineal sugirié el importante papel que juegan los procesos biolégicos y las
reacciones quimicas internas de las esporas para interpretar los resultados y
justificar su inactivacién, pues no se generan radicales hidroxilo por fotdlisis del

H,O, con luz solar.

Los tratamientos fotoquimicos y fotocataliticos estudiados en esta memoria para
cuatro tipos de agua diferentes: agua destilada, natural de pozo, efluente de
EDAR simulado y real, revelan el papel limitante que algunas especies quimicas
juegan sobre la eficiencia de los mismos. Por ejemplo, la abundancia de iones
carbonato y bicarbonato en aguas de pozo y efluentes de EDAR limita la

velocidad de desinfeccion mediante fotocatalisis con TiO, y foto-Fenton.

La exposicion de las esporas de Fusarium spp. al tratamiento de foto-Fenton a
pH 3 mostrd cinéticas de inactivaciéon similares a las obtenidas con TiO, y H,0,
en presencia de luz solar. No obstante, presenta la ventaja de mineralizar la

materia organica disuelta, frente al resto de las técnicas solares evaluadas.

El empleo de sales de Fe? y Fe®* en el proceso de foto-Fenton solar produjo
resultados de desinfeccion dispares dependiendo del tipo de espora, mientras
qgue no se observaron diferencias en la degradacion de materia organica. Por
tanto, el estado de oxidacion del hierro tiene una funcién determinante en el

proceso de desinfeccién porque interacciona con la espora de diferentes formas.

El empleo de reactores solares tipo CPC para la inactivacién de esporas en agua
ha mostrado de forma exitosa la viabilidad en el escalado del proceso desde

volumenes de centilitros a varias decenas de litros.
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ANALISIS DEL RECURSO UV-A SOLAR PARA LA APLICACION DE
DESINFECCION FOTOCATALITICA DE AGUAS

Para poder utilizar los tratamientos fotocataliticos estudiados en este trabajo, es
necesario una disponibilidad minima de radiacién solar (en especial UV-A) en la
localizacién donde se ubique la instalacién. Por ello, previo al disefio de una planta solar
para el uso de estas tecnologias, deberia conocerse el recurso solar de la zona. En este
anexo se presentan los resultados del analisis de la medida de la radiacidn solar
incidente en la PSA durante los afios 2010 y 2011 para conocer la aplicabilidad de la
desinfeccion fotocatalitica solar de aguas en una zona de elevada irradiacién solar y

pobre en precipitaciones como es el sur de Espaia.

Utilizando como fuente de datos los registros minutales de irradiancia solar UV-A
(300-400 nm) en W/m?, obtenidas con el piranémetro de Kipp and Zonen (Holanda)
modelo CUV3, y almacenados en el sistema de adquisicion de datos de la PSA, se han

realizado los calculos de dosis de energia UV-A recibidos cada dia (Ecuacién A.1).

Dosis, =[Irradiarcia ,,;dt (A.1)

Las figuras A1.1 y A1.2 muestran la dosis de radiacion solar en kJ/m? que
alcanza la superficie terrestre en la PSA durante las horas de luz de cada dia, para los
365 dias de los afios 2010 y 2011.

Las figuras A1.3 y A1.4 muestran los valores de energia solar UV-A acumulada
por unidad de volumen (Quy, ecuacion 3.8) diarios correspondiente a los afios 2010 y
2011 teniendo en cuenta los parametros de disefio del reactor CPC de 60 L empleado
en este trabajo. Se han marcado en naranja todos aquellos dias en los que se recibio
una cantidad de energia UV-A por unidad de volumen inferior a 30 kJ/L, la minima
necesaria para lograr la inactivacion completa (desde una concentracion inicial de
1000 UFC/mL hasta el LD) de esporas de F. solani tanto con fotocatalisis con TiO, como
con foto-Fenton en efluentes reales de salida de EDAR, segun los resultados

experimentales del capitulo 7.

El computo total de dias en los que se alcanza el limite de deteccién para
obtener una inactivacion total de esporas fungicas en el afio 2010 es 333, por tanto el
porcentaje de dias en los que este tratamiento es susceptible de ser aplicado es del
91 %. En el caso del afo 2011, el numero de dias en los que se alcanzan 30 kJ/L es

332 lo que significa un 90 %. Estos datos demuestran que es posible la utilizacion de los
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tratamientos fotocataliticos que hacen uso de la radiacion solar como fuente de fotones

y, por tanto, son una alternativa muy importante a tener en cuenta en el futuro.
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Figura A1.1. Dosis de radiacion solar UV-A recibida diariamente en el afio 2010 en la PSA.
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Figura A1.2. Dosis de radiacion solar UV-A recibida diariamente a lo largo del afio 2011 en la PSA.
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Figura A1.3. Irradiancia solar UV-A acumulada por unidad de volumen de agua diaria durante el afio 2010. La
linea continua representa el valor 30 kJ/L necesario para alcanzar el LD en la inactivacién de esporas de
F. solani. Las barras grises representan los dias en los que se superan los 30 kJ/L y las barras naranjas los
dias en los que ese valor no se alcanza.
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Figura A1.4. Irradiancia solar UV-A acumulada por unidad de volumen de agua diaria durante el afio 2011.
La linea continua representa el valor 30 kJ/L necesario para alcanzar el LD en la inactivacién de esporas de

F. solani. Las barras grises representan los dias en los que se superan los 30 kJ/L y las barras naranjas los
dias en los que ese valor no se alcanza.
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