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1. Introduccion

Al comienzo de este libro se ha discutido el problema de la provision de agua
(ver [1]). Y vale la pena acotar que este problema no s6lo se limita a paises en vias
de desarrollo; incluso en paises de la OCDE, se dan con bastante frecuencia brotes
de enfermedades de transmision hidrica [2].

En el grueso de los capitulos se analiz6 la oferta de tecnologias eficaces y
econdmicamente viables, en particular para los procesos de desinfeccion de aguas.
Para los objetos de este capitulo conviene recordar que las coliformes fecales
son bacterias comunes en el intestino de animales superiores y su presencia en
agua suele tomarse como referente para cuantificar su nivel de contaminacion ya
que, aunque no significa que €ésta contenga microorganismos patdogenos, puede
orientar sobre la contaminacion fecal y patdégena [3] (ver también Capitulos 2, 13
y 15).

En el presente capitulo discutiremos los resultados alcanzados con los
reactores solares basados en la fotocatalisis y en la fotosensibilizacion. Un
aspecto muy importante es la evaluacion comparativa con los métodos
convencionales de desinfeccion, discutidos en el Capitulo 4. Recordemos
solamente que el cloro tiene el inconveniente de generar subproductos altamente
toxicos, como son los trihalometanos y otros compuestos cancerigenos, a lo que
se afladen los riesgos que conllevan la produccion, el almacenamiento, transporte
y manejo del cloro para los operarios de las plantas de tratamiento y para el
medioambiente. Sobre este tema se puede consultar las ref. [4-8]. Por ello,
desde hace unos 20 afios hasta la actualidad, se han venido desarrollando nuevas
tecnologias de desinfeccion, entre las que cabe destacar la ozonizacion [6], la
radiacion ultravioleta (UV) (254 nm) [9], cada una con sus propias limitaciones,
y mas recientemente la fotocatalisis heterogénea y la fotogeneracion de oxigeno
singlete.
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2. Fotocatalisis heterogénea para la desinfeccion de aguas

2.1. Generalidades

De entre los Procesos de Oxidacion Avanzada (POAs, ver Capitulo 5),
tratamientos de aguas basados en la generacion de una especie fuertemente oxidante,
los capaces de aprovechar la radiacion solar son de especial interés. Estos procesos
son la fotocatalisis «heterogénea» con TiO, y la fotorreaccion «homogénea» con
Foto-Fenton. La fotosensibilizacion, descrita en los Capitulos 14 y 15, usa luz visible
para generar oxigeno singlete, sin produccion del radical hidroxilo, *OH, ni radicales
equivalentes.

La descontaminacion de aguas mediante fotocatalisis solar es en la actualidad
una de las mas exitosas aplicaciones de la fotoquimica solar [10-13]. Esto es debido
a que se trata de una demostracion de la aplicacion de la energia solar a la preservacion
medioambiental y a que, al contrario de la mayoria de los procesos fotoquimicos, su
versatilidad permite que sea empleada con mezclas complejas de contaminantes y de
organismos vivos. De hecho, en la actualidad existen varias instalaciones y proyectos
en fase de ejecucion relacionadas con tales aplicaciones [14-17].

2.2. Accion bactericida de la fotocatalisis

Vale la pena repetir algunas ideas fundamentales ya desarrolladas a lo largo del libro.

Se define la fofocatdlisis como la aceleracion de una fotorreaccion mediante la
presencia de un catalizador [18]. Tanto la luz como el catalizador son elementos
necesarios. El término fotocatalisis incluye un proceso segun el cual se produce una
alteracion fotoquimica de alguna especie quimica como resultado de la absorcion de
radiacion por otra especie fotosensible que es, en este caso, el catalizador. El concepto
de fotocatalisis heterogénea es simple: se trata del uso de un sélido semiconductor
(TiO,, ZnO, etc.) en presencia de agua o aire que es estimulado por radiacion y
produce una reaccion quimica en la interfaz s6lido/liquido o solido/gas. Por definicion,
el catalizador debe de poder ser reutilizado después de actuar en el sistema de
oxidacion-reduccion sin sufrir cambios significativos.

El proceso fotocatalitico consta de distintas fases de reacciones quimicas que
generan especies reactivas (radical hidroxilo, perdxido de hidrégeno, superoxido,
electron de la banda de conduccion y hueco de la banda de valencia) que pueden
provocar danos mortales sobre diversos microorganismos [18-20]. Las especies
reactivas con el oxigeno son capaces de romper o danar células, funciones virales o
estructuras de las mismas provocando asi la inactivacion de numerosos
microorganismos.

Los radicales hidroxilo formados en presencia de agua a partir de los huecos
fotogenerados no pueden difundir desde la superficie del TiO, hasta el seno de la
disolucion. Para una c€lula o un virus en contacto con la superficie del TiO, puede
darse la transferencia directa de un electron o un hueco al microorganismo o a alguno
de sus componentes. Si las particulas de didéxido de titanio son suficientemente
pequefias, éstas pueden penetrar en la célula y los mecanismos del proceso
fotocatalitico darse en su interior [21].

Los tamafios relativos de los microorganismos y el catalizador mas empleado en
fotocatalisis, el TiO, P25 fabricado por Degussa (Alemania), pueden dar una idea de
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como se da el proceso (figura 1). La orientacion de las particulas y microorganismos,
su carga eléctrica superficial (membrana celular negativa y superficie de TiO, cargada
en funcion del pH), asi como su tamafio seran parametros clave a la hora de producirse
un posible acercamiento, la posterior adsorcion ¢ penetracion de las particulas del
oxido a través de la pared celular y finalmente el proceso fotocatalitico.

Figura 1. Diagrama del proceso de fotocatalisis con microorganismos.

Particulas
de TiO,
adsorbidas

‘(&@\uv solar O

/OH’

\ 4 P

-

e’/ht -
\
Tiozve-\‘
02-0 "
Particulas — 3
de TiO, muy ( ) Particulas
pequenas — de TiO, en
suspension
40 nm 300 nm 1um -
- 7
TiO, aglomerados-TiO, células

Los radicales hidroxilo son altamente reactivos y por tanto tienen una corta vida
media. En cambio, los iones superéxido presentan una vida mas larga pero, debido a
su carga negativa, no pueden penetrar la membrana celular. Una vez generadas
ambas especies en la superficie de la particula de TiO,, interaccionan inmediatamente
con la pared externa del microorganismo, a no ser que la particula de 6xido haya
entrado en la célula. Comparado con los radicales hidroxilo y iones superoxido, el
papel del peroxido de hidrogeno es menos activo. Sin embargo, éste puede entrar en
la célula y activarse con hierro a través de la reaccion de Fenton. De hecho, la
capacidad de la Escherichia coli para captar hierro es conocida [22]. Los niveles de
hierro en la superficie de la célula son considerables, encontrandose éste en el espacio
periplasmico o en su interior, formando complejos de hierro o como parte de proteinas
que almacenan hierro, como por ejemplo en la ferritina.

El primer trabajo de desinfeccion fotocatalitica fue el llevado a cabo por
Matsunaga y col. en 1985. Este equipo fue capaz de demostrar que las particulas de
TiO, irradiadas destruian bacterias tales como el Lactobacillus acidophilus 'y la
Escherichia coli y levaduras como la Saccharomyces cerevisiae. Comprobaron
ademas que la accion fotodestructiva de este catalizador estaba asociada a la reduccion
de los niveles intracelulares de la Coenzima A por foto-oxidacion [23].

Destaca entre los primeros trabajos de investigacion sobre este tema el de Cai y
col., que demostraron como un tipo de células tumorales (HeLa) incorporaban en su
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interior particulas de TiO, por fagocitosis durante tiempos de incubacion de 24 horas.
Mostraron, de este modo, que las particulas de TiO, no representaban ninguna toxicidad
para tales células pero si provocaban su foto-destruccion al ser irradiadas [24]. Otros
trabajos mostraron que esta accion destructiva del TiO, podia mejorarse mediante la
adicion de la enzima superdxido dismutasa, que permite la conversion del i6n superoxido
en peroxido de hidrogeno [25].

Desde entonces hasta ahora se han realizado diversos trabajos de investigacion
destinados a la inactivacion de gran variedad de bacterias y células tumorales, también
existen trabajos dedicados a virus, levaduras y otras células aunque en menor numero. El
microorganismo mas estudiado es la bacteria E. coli, por ser una bacteria representativa
de la contaminacion fecal y de facil destruccion [18, 21]. Casi todos las investigaciones se
han llevado a cabo con suspensiones de bacterias cultivadas en laboratorio, aunque también
se conocen estudios realizados con aguas contaminadas reales.

Otros trabajos de desinfeccion fotocatalitica con TiO, se han llevado a cabo con
bacterias como Streptococcus mutants, Streptococcus rattus, Streptococcus
cricetus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sobrinus AHT, Streptococcus
faecalis, con virus como Pharge MS2 (RNA bacteriofago) y Poliovirus 1 y algunos
tipos de células cancerigenas como las células HeLa (carcinoma cervical), T24 (cancer
de vejiga) y U937 (leucemia) [21].

La tendencia actual en este campo se dirige hacia la desinfeccion con TiO, de
bacterias mas resistentes, de protozoos patégenos como Giardia lamblia y
Cryptosporidium o de algas resistentes. En cualquier caso, la demostrada capacidad
de foto-desinfeccion del dioxido de titanio aun debe ser implantada y establecida
como una técnica de desinfeccion.

Los dos inconvenientes principales de esta técnica son su falta de efecto residual
y su lento comportamiento cinético si se compara con otras tecnologias convencionales.
Aunque como ventajas destacan el aprovechamiento de una fuente de energia
renovable, el uso de materiales e instalaciones que pueden llegar a ser muy baratos y
la no produccion de subproductos de desinfeccion nocivos.

2.3. Fotocatalisis solar con TiO,

Si se utiliza el sol como fuente de radiacion, dado que el espectro que llega a la
superficie terrestre contiene so6lo un 5-7% en la region UV, la fotocatalisis solar
como método de desinfeccion tendra una buena proyeccion en areas del planeta en
las que los periodos de exposicion solar sean muy largos y sus niveles de radiacion
suficientemente elevados. Por tanto, seria ideal aplicarlo en comunidades rurales de
zonas semidridas debido principalmente a sus altos niveles de radiacion solar y a la
falta de agua e infraestructuras relacionadas.

Tal y como demuestran algunos trabajos [26-27], existe suficiente luz UV (por
debajo de 400 nm) en la radiacion solar como para activar el TiO, (ver Capitulos 6 y
7). Esta propiedad se ha utilizado para desarrollar diversas aplicaciones relacionadas
con la desinfeccion.

La desinfeccion solar de aguas por fotocatalisis es un campo de investigacion
muy joven en el que se ha desarrollado poco trabajo hasta la fecha. Los primeros
trabajos dedicados a este tema fueron publicados en 1994. Por un lado, la publicacién
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de Zhang y su equipo demostro la desactivacion fotocatalitica de un 99% de las
suspensiones de E. coli mediante anatasa irradiada con luz solar durante 23 minutos
[27]. Por otro lado, el trabajo de Wei y col. mostrd que la foto-inactivacion solar de E.
coli obedecia a una cinética de primer orden y que la dependencia con la intensidad
de radiacion era de tipo raiz cuadrada [28].

Block, Seng y Goswami demostraron la destruccion fotocatalitica de tres bacterias:
Serratia marcescens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus. Mientras que la
radiacion solar por si sola puede desactivarlas en mas de una hora, en presencia del
catalizador tarda tan s6lo unos pocos minutos. En este trabajo se analiza el efecto
negativo que tiene sobre el proceso la presencia de distintas especies quimicas y se
estudia una concentracion optima de TiO, [29].

Trabajos muy recientes, como los aportados por Rincén y Pulgarin analizan los
distintos parametros experimentales que afectan a la desinfeccion de diversas
bacterias. La intensidad de radiacion, su intermitencia, la presencia de distintos
electrolitos y compuestos organicos, la comparacion con la desinfeccion de aguas
reales y el uso de algunos catalizadores de TiO, soportado, son exhaustivamente
analizados en sus trabajos [30-31].

2.4. Parametros fundamentales

Las eficiencias fotocataliticas de desactivacion de microorganismos dependen
de muchos factores, como son el disefo del fotorreactor, el tipo y forma de disposicion
del catalizador, la composicion quimica y pH del medio, la intensidad y continuidad de
la irradiacion, el modo de operacion (flujos y tiempos de exposicion) la temperatura,
la concentracion inicial de los microorganismos y evidentemente, la propia naturaleza
de los mismos. Aunque este campo ain se encuentra en fase de investigacion y
quedan muchas cuestiones abiertas, a continuacion se comentan algunos de ellos.

2.4.1. Electrolito

La naturaleza de la sal que contiene el medio acuoso de las suspensiones de
bacterias puede tener un efecto importante sobre la velocidad y la cinética de la
desinfeccion, igual que ocurre en la fotocatélisis de compuestos organicos. En particular,
se conoce el efecto inhibidor de distintos electrolitos, siendo el ion fosfato el de mayor
influencia y el cloruro el que menos afecta a los procesos de desinfeccion fotocatalitica
[18-19]. Los fosfatos impiden la adsorcién de aminoacidos sobre las particulas de TiO,,
los carbonatos y otras especies pueden reaccionar con los radicales hidroxilo compitiendo
asi con los microorganismos y reduciendo la eficiencia del fotocatalizador [21].

Por otro lado, el uso de agua destilada puede suponer un problema a la hora de
trabajar con suspensiones de bacterias y otros microorganismos ya que, aunque elimina
la posible interferencia de iones y compuestos organicos en el proceso fotocatalitico,
supone un escenario de estrés para los organismos vivos. Efectivamente, la ausencia
de especies idnicas en el agua provoca a la larga un debilitamiento de la pared celular
debido a la pérdida de iones de calcio y magnesio de su superficie. Cuando las paredes
de las células se hallan resentidas es mas dificil que éstas soporten su presion osmotica
interna, la cual es resultado de la diferencia de concentraciones de soluto entre el
interior celular y el agua externa. Todo esto provoca una debilidad en la pared de las
células que las hace mas faciles de atacar y danar.

SOLAR ‘WATER



2.4.2. Fuente de luz

La eleccion de una fuente de luz y de la configuracion del reactor pueden variar
significativamente. Se ha observado que algunas fuentes de luz provocan (en ausencia
de catalizador) una reduccion significativa en la concentracion de microorganismos. Lo
cual ocurre con ldmparas que emiten a longitudes de onda inferiores a 300 nm. Ademas
del tipo de luz, la cantidad de fotones emitido es un parametro importante. Los
experimentos realizados con lamparas cuyo flujo estaba entre 100 y 2000 UE/m?3s
ocasionaron la desactivacion de E. coli entre 7 y 120 minutos [21]. Ademas, los
experimentos con radiacion solar muestran tiempos de desactivacion similares [29, 32].

2.4.3. Radiacion solar

El efecto bactericida de la radiacion solar fue dado a conocer por Downes y
Blunt en 1877 [33]. La franja ultravioleta (UV) del espectro solar que alcanza la
superficie terrestre se encuentra confinada a longitudes de onda superiores a 290
nm. La irradiacion solar instantdnea en una localizacion determinada depende de la
altura solar y puede variar un factor de 2 a 100 [9]. De toda la radiacion solar que
llega a la superficie de la Tierra, menos de un 10% de la misma es luz UV, de la cual
solo una pequefa parte presenta la capacidad de uso para la desinfeccion de agua.

A pesar de ello, existen bastantes trabajos de tratamiento de agua contaminada
con compuestos organicos y microorganismos basados en el uso exclusivo de la
radiacion solar [34-36]. Se ha demostrado su capacidad para eliminar una gran cantidad
de organicos y organismos patdgenos evitando la generacion de subproductos toxicos
propios de las tecnologias convencionales [34].

La velocidad de desactivacion bacteriana por radiacion solar es proporcional a
la intensidad de radiacion y a la temperatura e inversamente proporcional a la
profundidad del agua, debido a la dispersion de la luz dentro de la misma. La cantidad
de radiacion atenuada por este efecto depende del rango de longitudes de onda, por
ejemplo, entre 200 y 400 nm la reduccion no supera el 5% por metro de profundidad
y a longitudes de onda superiores puede alcanzar hasta un 40%/m [37].

Las longitudes de onda mas destructivas para las formas de vida microbianas
son las del espectro UV-A (320 a 400 nm), mientras que la banda espectral de 400 a
490 nm es la menos dafiina [38]. Mientras que no existen diferencias apreciables en
la velocidad de inactivacion de bacterias a temperaturas comprendidas entre 12 y
40°C, cuando la temperatura sube hasta 50°C la accion bactericida se acelera en un
factor de 2, probablemente debido al efecto sinérgico entre radiacion y temperatura
[39]. El trabajo de Joyce y col. sobre desinfeccion de agua con bacterias fecales a
concentraciones elevadas (10° UFC/mL) muestra resultados muy prometedores sobre
el efecto bactericida del calentamiento (maximo de 55 °C) por insolacién [40].

Una de las aplicaciones de la desinfeccion solar de agua mas interesantes se
conoce como proyecto SODIS® («Solar Water Disinfection», fundacion SODIS:
www.sodis.ch). Consiste en la desinfeccion de agua disponiéndola en botellas de
plastico (PET) de pequefio volumen (1,5-2 L) expuestas a la radiacion del sol durante
periodos de tiempo de entre 4 y 8 horas, dependiendo del emplazamiento y nivel de
radiacion. Gracias al efecto bactericida de la radiacion y calentamiento solar, se
consiguen descensos importantes de concentracion de microorganismos, como los 4
ordenes de magnitud de coliformes fecales que se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Botella de agua expuesta al sol (SODIS). Grafica de aumento de temperatura y
descenso de coliformes fecales en un experimento SODIS.
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2.4.4. Catalizador

Cuando una suspension de microorganismos se halla en presencia de dioxido de
titanio y en ausencia de radiacion se suele observar un leve descenso de su
concentracion probablemente a causa de la aglomeracion de particulas de TiO, y su
sedimentacion con la posterior pérdida de microorganismos [21].

Aunque la luz por si sola tiene un efecto bactericida, el TiO, en presencia de
radiacion (solar o con lamparas) inactiva los microorganismos mas rapidamente. La
mayoria de las investigaciones se han realizado con TiO, comercial, el conocido como
Degussa-P25 (ver Capitulo 9). También existen algunos trabajos realizados con anatasa
y rutilo puros, o con alguna de esas formas dopada con plata, platino, etc.

La forma de utilizar el catalizador puede variar, se puede utilizar en suspension
acuosa, también conocida como slurry, o con el catalizador inmovilizado sobre una
matriz inerte. La eleccion de uno u otro modo depende de la finalidad y disefio del
fotorreactor. Si el objeto del reactor es suministrar agua para consumo humano lo
ideal es utilizar el catalizador soportado o acoplar un sistema de filtracion al fotorreactor,
ambas formas de trabajo se encuentran ain en fase de estudio. Pero si se desea
investigar y optimizar las eficiencias de destruccion fotocatalitica el campo de trabajo
es muy amplio y las formas de operacion dependen muy estrechamente del disefio
del fotorreactor.

De forma general, los procesos fotocataliticos de compuestos organicos con
slurry de TiO, ofrecen mayores eficiencias fotocataliticas que los realizados con
catalizador inmovilizado, debido al aumento de la superficie activa de catalizador.
Aunque este mismo efecto podria esperarse en el caso de bacterias y virus y se da en
algunas ocasiones [32], no es una regla general. Esto se debe a que la cinética de
adsorcion sustrato-catalizador que precede a la fotogeneracion de especies oxidantes
puede asumirse en fotocatalisis de moléculas pero no siempre es valida en el caso de
microorganismos por razones de tamaiio del catalizador y de la célula.

La concentracion de catalizador (en caso de slurry) que ofrece la maxima
velocidad de inactivacion de microorganismos es un tema investigado, sin embargo
los resultados dependen en gran medida del disefio del fotorreactor y de la intensidad
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de radiacion. Evidentemente, la entrada y distribucion correcta de fotones dentro del
fluido de trabajo sera funcion del paso 6ptico de los circuitos expuestos a la luz, de la
transmisividad UV de los materiales empleados, de la intensidad radiante recibida en
cada momento y, en su caso, del comportamiento fisico de los concentradores o
captadores de luz empleados. Por ello, existen en la literatura tanta variedad de
resultados como estudios publicados: Li y col. encuentran un maximo de 2g/L de
TiO, para la destruccion de E. coli y coliformes totales en un reactor anular con
iluminacién artificial [41]; Bekbolet establece el 6ptimo de P25 en 1g/L para la
desactivacion de coliformes en un reactor de agitacion con lamparas [42]; el trabajo
con fibra dptica de Matsunaga y Okochi determina el 6ptimo de concentracion de
TiO, a 2,5 mg/L [43], etc. En el caso de un reactor solar utilizando tecnologia de
concentracion tipo CPC la inactivacion de E. coli es 6ptima a 50 mg/L de TiO,
Degussa P25 [32], mientras que el trabajo de Block y col. con radiacion solar encuentra
el optimo en 100 mg/L [29].

2.4.5. Concentracion inicial de bacteria

La dependencia de la velocidad de inactivacion de bacterias por fotocatalisis como
funcion de su concentracion inicial obedece normalmente a una cinética de primer
orden. Esto se ha probado con coliformes totales, esporas, etc. Dependiendo del tipo de
microorganismo, existe un rango de concentraciones dentro del cual la cinética de primer
orden se cumple; es habitual encontrar que por debajo de 10° UFC/mL y por encima de
10! UFC/mL la velocidad de destruccion es independiente de la concentracion inicial
[21]. El mecanismo de la reaccion puede expresarse segun las ecuaciones (1) o (2) [28,
31], donde r, es la velocidad inicial de inactivacion de bacterias, k es la constante de
velocidad, ¢, es la concentracion inicial y n es el orden de la reaccion.

(1)
= kcin
2
logr, =logk+nlogc,

Representando log r, frente a log ¢, se obtiene una pendiente cuyo valor es

cercano a uno.

3. Mecanismos de desinfeccion

A lo largo de la presente Seccion, recordaremos y elaboraremos los conceptos
desarrollados en el Capitulo 13, ya que en el presente estado de desarrollo de la
tecnologia de desinfeccion fotocatalitica, es dificil separar los estudios fundamentales
de los desarrollos y aplicaciones practicas.

Tal y como se ha comentado anteriormente, la mayoria de las técnicas de desinfeccion
utilizan aditivos quimicos que provocan la inactivacion de los microorganismos mediante
reacciones de destruccion oxidativa. Sin embargo existen otros mecanismos de desinfeccion
como el debido a la radiacion UV vy a la fotocatalisis heterogénea.

3.1. Mecanismo de desinfeccion por irradiacion

Segun la ley de Grothius-Draper, solo los fotones absorbidos son fotones activos.
Considerando que la desinfeccion por irradiacion UV es un proceso fundamentalmente
fotoquimico, los fotones UV deben ser absorbidos para ser activos. Esta absorcion
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por la materia celular tiene origen en la absorcion de las proteinas y acidos nucleicos
(ADN y ARN) [44].

La destruccion e inactivacion de microorganismos se produce cuando existe en
ellos una falta de capacidad de multiplicacion, como ocurre a los que tienen los acidos
nucleicos dafiados. Por este motivo, la curva del efecto germicida de la radiacion UV
es muy parecida a la de absorcion UV-C (220-280 nm) de las distintas bases que
componen los acidos nucleicos [9]. De hecho, la irradiacion UV de las bases de los
acidos nucleicos, como la timina, induce la produccion de dimeros de timina bloqueando
el mecanismo de sintesis de proteinas y deshabilitando la propiedad de replicacion de
la hélice de la macromolécula de ADN durante el ciclo de division celular [21].

Los dimeros también pueden absorber luz (el dimero de timina absorbe en el
azul visible) y reparar el dafio provocado por la radiacion UV, volviendo a su estructura
inicial de acido nucleico. Se conocen ademas mecanismos de reparacion enzimatica
como por ejemplo los llevados a cabo por las enzimas UV-exonucleasa y la acido
nucleico-polimerasa. Sin embargo, los mecanismos de reparacion no son universales,
existen muchos microorganismos que no presentan esta capacidad (Haemophilus
influenzae, Diplococcus pneumoniae, Bacillussubtilis, Micrococcus radiodurans
y todo tipo de virus) mientras que otros si (Streptomyces, E. coli y otras
enterobacterias, etc.) [45]. Los efectos de post-recrecimiento en oscuridad se han
estudiado en muchos microorganismos tras la desinfeccion UV y se ha encontrado
que no se producen si la concentracion de carbono disuelto en el agua es suficientemente
baja (inferior a 1 mg/L), aunque este es un tema que debe seguir estudiandose [45].

3.2. Mecanismos de destruccion celular por fotocatalisis

Existen muchos trabajos sobre destruccion fotocatalitica de diversos tipos de
microorganismos. Sin embargo, el modo de accion del TiO, durante la inactivacion o
muerte celular no se conoce demasiado, a pesar de que su dominio es fundamental
para el desarrollo de este proceso como tecnologia alternativa de desinfeccion de
aguas.

En la literatura se han propuesto distintos mecanismos posibles de inactivacion
celular durante la fotocatalisis. El primero fue ideado por el equipo de Matsunaga
[23], que demostro la oxidacion de la coenzima A (CoA) en presencia del sistema
TiO,/Pt irradiado con lamparas y atribuy6 un descenso en la actividad respiratoria y
la posterior muerte celular de la S. cereviaiae (levadura) a la pérdida de los niveles
de CoA. Ademas, la accion fuertemente oxidativa de distintas especies generadas en
la superficie de las particulas de TiO, iluminadas no es selectiva, por lo que es 16gico
suponer que la membrana celular sea progresivamente oxidada perdiendo su cualidad
semipermeable y permitiendo la fotooxidacion de sus componentes internos, como la
CoA [21].

La destruccion total o parcial de la pared celular parece ser uno de los pasos
clave en la destruccion de la vida de las células mediante las especies oxidativas
generadas en la fotocatalisis, tal y como proponen Saito y sus colaboradores a partir
de los resultados de su trabajo con el Streptococcus sobrinus AHT [46]. El trabajo
de Sakai con células tumorales (T24) demuestra un mecanismo similar, comprobando
que las particulas de TiO, se disponen en la membrana externa de las c€lulas y en el
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citoplasma. El segundo caso puede deberse a la fagocitosis celular, que es un
mecanismo de defensa segtin el cual las células engullen material ajeno para su posterior
digestion [47-48]. Los autores de este trabajo atribuyen las causas de la muerte
celular al ataque oxidativo de las especies fotogeneradas a partir del TiO, de los
lipidos insaturados de la membrana. Otros investigadores también encuentran indicios
de que la fotocatalisis con TiO, induce la ruptura de la membrana celular y la posterior
muerte de microorganismos como la bacteria E. coli [49]. Aparte de la pared celular,
existe otra posible causa de muerte, ésta es el efecto destructivo que sobre el ARN
y ADN tiene la oxidacion fotocatalitica, sobre todo debido a causa de los radicales
hidroxilo [50].

4. Metodologia de trabajo

4.1. Elaboracion de cultivos

Muchos trabajos de investigacion dedicados al tratamiento de aguas trabajan
con aguas contaminadas reales, por lo que en ese caso la dificultad del trabajo
experimental radica en la identificacion y cuantificacion de los diversos tipos de
bacterias que coexisten en la misma muestra. Para ello se utilizan medios de cultivo
selectivos y protocolos muy especificos de incubacion (ver Capitulo 2). Sin embargo,
el procedimiento habitual del trabajo de investigacion con agua contaminada con
bacterias consiste en la preparacion de suspensiones artificiales mediante la elaboracion
de cultivos de las mismas a partir de cepas obtenidas de las instituciones o empresas
que la aislan, conservan y comercializan.

Dependiendo del tipo de bacteria las condiciones de cultivo varian (medio,
temperatura y tiempo de incubacion). Por ser muy comun, se indica a continuacion el
protocolo de cultivo de la bacteria Escherichia coli. Este consta de 20 g/L de medio
Luria Broth 6 LB, que a su vez contiene en % de peso: 50 % peptona de caseina, 25
% de extracto de levadura y 25 % de NaCl. El cultivo en medio solido es necesario
cuando se realiza la inoculacion de muestras de agua o diluciones de las mismas para
la posterior cuantificacion y analisis de resultados (seccion 14.5.5). El medio sélido
para E. coli se prepara con agar 15 g/L, peptona de caseina 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L., NaCl 5 g/L, pH =7.0.

A partir de un cultivo anterior, o del cultivo madre, de E. coli en medio so6lido se
toma una pequeiia cantidad de bacterias para dispersarla en un determinado volumen
de liquido nutriente. Esta suspension debe mantenerse en continua agitacion orbital a
una temperatura constante de 37°C (en un incubador) dentro de un frasco cuya caimara
de aire le permita una aireacion correcta (crecimiento aerdbico) en una atmosfera
estéril durante 18-20 horas. Transcurrido ese tiempo, la suspension se habra
desarrollado hasta alcanzar las condiciones de equilibrio basal y una concentracion
préxima a 10° UFC/mL. Mediante la realizacién de medidas de Densidad Optica a
600 nm puede comprobarse la concentracion.

La preparacion de suspensiones de bacterias en agua para los experimentos
requiere la eliminacion del medio nutriente mediante lavado del cultivo. Para ello, se
suele centrifugar éste 3 veces durante 15 minutos a 3.000 r.p.m. eliminando el
sobrenadante y resuspendiendo el pellet en agua ultrapura o destilada esterilizada.
Finalmente, el pellet se resuspende en agua esterilizada o en una disolucioén acuosa
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para obtener la concentracion de bacterias deseada en el reactor. Cuando se utilizan
concentraciones de bacterias suficientemente bajas (100-1000 UFC/mL) no es
necesario llevar a cabo el procedimiento de lavado del cultivo pues el factor de dilucion
es tan alto que se puede suponer despreciable la cantidad de nutrientes que permanecen
en el medio.

4.2. Preparacion de experimentos y manipulacion de muestras

Al empezar cada ensayo los colectores solares del fotorreactor deben estar
tapados para evitar la entrada de radiacion antes de tiempo. Las suspensiones de
bacterias se inocularan en condiciones de esterilidad en el agua del fotorreactor antes
de anadir el catalizador para poder determinar antes la cantidad inicial de
microorganismos. Tras recircular en oscuridad la suspension anterior se anade el
TiO, en polvo o previamente dispersado en un pequefio volumen de agua esterilizada.
Si el catalizador se halla inmovilizado sobre una matriz s6lida, ésta se habra introducido
convenientemente en el reactor antes de llenarlo.

El experimento solar dard comienza al quitar la cubierta de los colectores. Las
muestras se tomaran y manipularan en el laboratorio segiin un programa de tiempos
predeterminado.

La radiacion solar UV debe medirse con un radiémetro de UV global colocado
proximo al fotorreactor y con la misma inclinacion del colector solar. De este modo
se obtiene la cantidad de energia radiante UV solar que por unidad de tiempo y
superficie (W, m?) incide sobre el sistema de captacion.

La manipulaciéon de muestras ha de ser muy cuidadosa. Deben tomarse en
condiciones de esterilidad. Para ello la toma de muestra del reactor ha de ser estéril
o limpiarla convenientemente antes y después de cada toma. El frasco de muestreo y
todo el material de trabajo en el laboratorio debe ser esterilizado (comprado o
esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 121°C). En caso necesario, las diluciones
de las muestras se haran sobre agua ultrapura o autoclavada y se inocularan sobre el
medio s6lido, haciendo todo ello en una cabina de flujo laminar perfectamente
esterilizada (con radiacion UV, limpieza con desinfectante apropiado o con etanol al
70%). El nimero de microorganismos viables en cada muestra se determinara y
evaluara aplicando el método de deteccion y enumeracion elegido.

Como en todo tipo de experimentacion, hay que trabajar con precision y sistema,
pero en el caso de la desinfeccion con fotorreactores solares es necesario extremar
precauciones ya que la introducciéon de errores es mas probable al tratarse de
organismos vivos, reactores de intemperie y grandes volumenes de trabajo. Por ello,
es importante determinar el limite de deteccion del método de cuantificacion y repetir
los experimentos al menos dos veces (a menudo tres) para asegurar la reproducibilidad
de los resultados.

4.3. Cinéticas de desinfeccion

La expresion basica que define la cinética de los procesos de desinfeccion es la
equivalente a una reaccion de primer orden: C, = C,e*'’, donde C, y C, son
respectivamente la concentracion volumétrica de microorganismos tras un tiempo de
exposicion ¢y antes de dicha exposicion (tiempo 0), expresadas en UFC/mL, y k, es
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una constante expresada en s”'. Cuando se utiliza un desinfectante quimico o irradiacion
(de intensidad 7, W m), la reaccion se convierte en un proceso de segundo orden
aparente [9]. Esta se conoce como ley de Bunsen-Roscoe e indica que el nivel de
desinfeccion se relaciona con una ecuacion de primer orden a una dosis de exposicion
[11]:

C, =C,exp k[]t] 3)

En caso de utilizar energia radiante, el término [/¢] se conoce como «dosis» y
coincide con la energia radiante por unidad de superficie o potencia de irradiacion (J
m?). En teoria, la dosis activa es la dosis absorbida [9].

Las constantes cinéticas de los procesos fotocataliticos pueden ser obtenidas
mediante la representacion de la concentracion del compuesto contaminante
(detoxificacion) o de microorganismos (desinfeccion) en funcion de tres variables
independientes distintas: tiempo, radiacion incidente dentro del reactor y flujo fotonico
absorbido por el catalizador. Dependiendo del procedimiento, la complejidad de estas
magnitudes varia tanto como su aplicabilidad.

Cuando se usa el flujo fotoénico absorbido por el catalizador como variable
independiente, la extrapolacion de los resultados es mejor. Sin embargo, deben ser
conocidos para esto algunos parametros como los fotones incidentes que pasan a
través del reactor sin interaccion con el catalizador, la direccion de la luz dispersada,
la distribucion de tamafio de las particulas suspendidas en el liquido, etc., lo cual
puede ser muy complicado dependiendo del disefio del reactor.

Eluso del tiempo experimental como unidad de calculo es una eleccion correcta
cuando la fuente de radiacion proporciona una intensidad constante (lampara en buen
estado), pero si el fotorreactor tiene elementos no iluminados podria originar errores
en la interpretacion de los resultados. Esta claro que, si se utiliza el sol como fuente
de fotones, el tiempo experimental no sera una buena eleccion para evaluar cinéticas
ya que la intensidad de radiacion varia en cada instante y posicion.

La experimentacion fotocatalitica con fotorreactores de gran tamaio (volumen
igual o superior a 50 L) requiere mucha instrumentacion y el reactor debe ser también
lo mas versatil posible, lo cual incrementa sustancialmente su volumen no iluminado.
Usando el tiempo de residencia, que es el tiempo que el agua estd expuesta a la
radiacion, las conclusiones serian también erroneas. Esto es debido a que cuando el
tiempo es la variable independiente, las variaciones en la radiacion incidente en el
reactor durante un experimento no son tomadas en cuenta.

4.4. Evaluacion de la radiacion UV

La radiacion solar UV (ver Capitulos 6 y 7) es un parametro esencial para la
evaluacion correcta de los datos obtenidos durante los experimentos fotocataliticos
de desinfeccion solar de agua. Goslich y col. [51] propusieron una aproximacion
matematica muy util para el tratamiento de los datos obtenidos en experimentos solares
reales usando una relacion entre la concentracion de sustrato (C), el tiempo
experimental (t), el volumen total del fotorreactor (V), la superficie iluminada de los
colectores solares (A ) y la densidad de la radiacion UV global en el emplazamiento
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(UV,, W, m?) medida por un radiometro. De este modo, recogiendo de forma
continua los datos de radiacion UV global donde se halla el fotorreactor se puede
determinar la radiacion incidente media sobre la superficie del colector (UV ;) enun
periodo de tiempo (t) tal como indica la ecuacion (4). En lugar de usar E , Malato y
col. propusieron el uso de Q,,,,, que se ajusta mejor al término de energia radiante (Q)
recomendado por la IUPAC [52].

QUV,n = QUV,n 1 + (tn tn 1) UVG,n Ar /V; (4)

donde t es el tiempo experimental de cada muestra y Q,,  es la energia
acumulada por unidad de volumen (kJ L) incidente en el reactor para cada muestra
tomada durante el experimento.

En el caso de desinfeccion, la ecuacion cinética que antes se introducia en funcion
del tiempo, ahora se redefiniria como funcion de Q,, , ecuacion (5) de modo que la
forma de expresar la velocidad de desinfeccion o de desactivacion de microorganismos
podria ser la definida en la ecuacion (6) (r,) lo cual es consistente con r (dC/dt), de
uso general en la comunidad cientifica, para expresar la velocidad de reaccion.

C, =C,exp k'Q, &)
ry= dC,[dQ,, (6)

4.5. Métodos de Deteccion y Enumeracion de Indicadores de
Microorganismos

Uno de los andlisis basicos de microorganismos en agua es el test de Presencia/
Ausencia que, como su mismo nombre indica, determina la existencia o no de un gran
numero de bacterias en agua. Tal y como se comercializa no puede ser utilizado
directamente para la cuantificacion de las mismas. Se basa en el desarrollo de cierto
color debido a la produccion de un acido en presencia de un indicador quimico. El
desarrollo de este color también puede deberse a una actividad enzimatica especifica
bacteriana en presencia de sustratos cromogénicos y fluorogénicos adecuados. Las
tres técnicas comunmente conocidas como indicadores de bacterias para detectarlas
y cuantificarlas de forma sistematica, el Nimero Mas Probable (Most Probable
Number, MPN), el Método de Filtrado con Membrana (Membrane Filtration, MF), y
la Técnica de Conteo en Placas de Agar (muestra extendida o vertida), se han descrito
en el Capitulo 2.

5. Experiencias con reactores solares para desinfeccion de agua

En el ambito de la desinfeccion solar, es interesante la idea desarrollada por
Caslake y col., pensada para su aplicacion en comunidades aisladas de paises en vias
de desarrollo. Utilizan un sistema de desinfeccion solar basado en un circuito de PVC
cubierto por una placa acrilica transparente a la radiaciéon UV. No emplean
fotocatalizador y trabajan con aguas contaminadas de rio. A pesar de los problemas
que causa la turbidez del agua, consiguen bajar 4 potencias de 10 la concentracion de
coliformes totales [37].
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También se utiliza el calentamiento solar en el trabajo de Kehoe y col. [53],
donde inactivan suspensiones artificiales de E. coli en botellas (PET) de agua,
mostrando que el efecto de la turbidez es un factor limitante de la eficiencia del
proceso. Del mismo modo, pero afiadiendo TiO, inmovilizado sobre distintos soportes
Gelover y col. consiguen eficiencias fotocataliticas parecidas a las de suspensiones
de TiO, [54].

Una de las experiencias pioneras en desinfeccion por fotocatalisis solar en planta
piloto fue la llevada a cabo por Vidal y col. Para ello utilizaron concentradores solares
CPC de bajo coste en un fotorreactor de 4,5 m? de area iluminada y 25 L de volumen
total. Demostraron la desactivacion de E. coliy E. faecalis consiguiendo un descenso
de 4 potencias de 10 durante un tiempo de exposicion a la luz solar de unos 20 minutos.
Ademas, basandose en el calculo econémico de una planta de tratamiento de 500 m?
demostraron que esta tecnologia podria ser competitiva [55-56].

A escala de planta piloto cabe destacar también el trabajo de Fernandez y col.,
donde se estudian experimentalmente los parametros de operacion mas importantes
de una planta piloto de desinfeccion de aguas [32]. Demuestran que mientras que en
1 hora la radiacion solar provoca un descenso de 10* UFC/mL de E. coli hasta 0, la
presencia de 50 mg de TiO, en suspension reduce seis veces el tiempo necesario
para la misma inactivacion. A esta escala, la influencia del caudal es un factor muy

Figura 3. Inactivacion de E. coli a tres caudales distintos (22.5, 13.0 y 5.0 L/min) en un
fotorreactor CPC. Izquierda: en oscuridad y con luz (sin catalizador). Derecha: con luz en
presenciay ausencia de catalizador [32].
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Figura 4. Inactivacion de E. coli frente a Q,, en un fotorreactor solar CPC. Izquierda: Evalua-
cion de distintas concentraciones de TiO, en suspension. Derecha: Comparacion de suspen-
sion de Ti0,, 50 mg/L con catalizador soportado sobre matriz de celulosa (papel Ahlstrom
19,3 g-Ti0,/m?) en dos usos fotocataliticos [32].
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importante trabajando con microorganismos, ya que el estrés de la agitacion mecanica
sobre ellos puede debilitarlos (figura 3). En este tipo de fotorreactor el 6ptimo de
concentracion de TiO, se encuentra a unos 50 mg/L, aunque no existen diferencias
sustanciales con otras concentraciones evaluadas (25-500 mg/L) tal y como se observa
en la figura 4 (izquierda). Sin embargo, si existe diferencia entre la cinética del proceso
llevado a cabo con suspensiones y con catalizador soportado (figura 4, derecha) [32].

Gracias a los fondos de los proyectos europeos de investigacion SOLWATER
(Contrato N° ICA4-CT-2002-10001) y AQUACAT (Contrato N° ICA3-CT2002-
10016), destinados al desarrollo de un sistema solar de descontaminacioén de aguas
para su implantacion en zonas aisladas de paises sudamericanos y de la cuenca
mediterranea, se ha construido en la Plataforma Solar de Almeria (CIEMAT, Espafia)
un prototipo de fotorreactor solar para desinfeccion basado en el uso de TiO, soportado
sobre matrices de celulosa (figura 5, izquierda). En €l se han realizado diversos
experimentos de inactivacion de E. coli, como el que se muestra en la figura 5
(derecha). Utilizando catalizador inmovilizado sobre matrices de celulosa, se ha probado
que la cinética de desinfeccion en este caso también es de primer orden.

Figura 5. Izquierda: Prototipo de fotorreactor solar SOLWATER. Derecha: Cinéticas de
desactivacion de E. coli por fotocatalisis con TiO, inmovilizado a dos concentraciones iniciales
de bacteria distintas.
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-20
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6. Legislacion aplicable

Segun la Directiva del Consejo Europeo 98/83/EC de 3 de noviembre, sobre
calidad de agua destinada a consumo humano, el valor limite de concentracion de
bacterias tipo E. coli y Enterococos en agua potable es 0 UFC/100 mL.

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) establece
limites similares. Seglin las normas actuales de la USEPA para el agua de consumo
humano, vigentes desde el 31 de diciembre de 1990, el nimero total maximo permitido
de coliformes y E. coli en agua es de 0 UFC/100 mL. Normalmente, se evalta la
presencia o ausencia de coliformes totales, ya que este tipo de test ofrece resultados
rapidos y fiables. Cuando las muestras de agua arrojen un resultado de coliformes
totales positivo se debe analizar la presencia de coliformes fecales y de E. coli y si
¢stas se hallan en el agua, debe notificarse a los organismos responsables [9].
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Pilar Fernandez Ibanez

De acuerdo con las directrices que establece la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el ntimero total de coliformes fecales ha de ser cero en cualquier tipo
de fuente de suministro de agua, sea canalizada o no canalizada, tratada o sin tratar

[1].
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