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RESUMEN

M.C Diego Alejandro Pino Sandoval Fecha de Graduacién: Octubre 2021

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ELIMINACION DE AGENTES
PATOGENOS EN AGUA MEDIANTE FOTOCATALISIS HETEROGENEA CON TIO;
CO-DOPADO CON Ag/Cu Y FOTO-FENTON HETEROGENEO SOLAR

Numero de paginas: 112

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con

orientacion en Quimica Analitica Ambiental.
Area de estudio: Quimica Analitica Ambiental

Propdsito y método de estudio:

El propésito de este estudio fue comparar dos procesos fotocataliticos para la
inactivacion de Escherichia coli y Salmonella typhimurium en agua destilada y agua
de un efluente secundario de una PTAR utilizando la radiacion solar simulada como
fuente de activacién. Para ello, en el caso de la fotocatalisis heterogénea, se
sintetizaron catalizadores co-dopados Ag-Cu/TiOz por el método sol-gel y fueron
caracterizados por diferentes técnicas (DRX, espectroscopia Raman, fisisorcién de
N2, DRS, EAA, SEM y XPS); su actividad fotocatalitica en la eliminacién de ambas
bacterias de estudio se evalué6 mediante un disefio de experimentos central
compuesto centrado en las caras 23, logrando con la mejor condicién una
inactivacion completa de los microorganismos en pocos minutos de tratamiento (10
a 30 min) en ambas matrices (agua destilada y efluente secundario de una planta
tratadora de agua residual). Adicionalmente, se llevaron a cabo estudios
complementarios para observar la estabilidad y reusabilidad del material, y el
posible mecanismo de inactivacion de las bacterias. Por otra parte, se evalué el

proceso foto-Fenton heterogéneo utilizando Fe20s a bajas concentraciones

v



mediante un disefio de experimentos central compuesto centrado en las caras 22 en
la inactivacion de E. coliy S. typhimurium, logrando la completa inactivacion de las
bacterias en ambas matrices en tiempos mas prolongados (120 a 150 min) que al
aplicar la fotocatalisis heterogénea. Por ultimo, se evalué el efecto de los procesos
fotocataliticos sobre la estructura y morfologia de las células bacterianas mediante
imagenes de SEM, observando que ambos tratamientos producen un gran dafio a

las bacterias.

Contribuciones y Conclusiones:

Hasta el momento, el material Ag-Cu/TiO2 no habia sido explorado para la
desinfecciébn de agua bajo luz solar simulada, utilizando el fotocatalizador en
dispersion. Por lo cual, este proyecto contribuy6 en el @mbito de la Quimica Analitica
y del Medio Ambiente al desarrollar nuevas alternativas para el tratamiento de agua
contaminada por microorganismos. Adicionalmente, este proceso fue comparado
con otro proceso fotocatalitico prometedor como es el foto-Fenton heterogéneo
utiizando oOxidos de hierro. En esta investigacion se realizd la sintesis,
caracterizacion y evaluacion fotocatalitica del catalizador Ag-Cu/TiOz2 en la
inactivacion de E. coliy S. typhimurium. Se determiné que el catalizador Ag-Cu/TiO2
(1.2:1.2 % m/m) logr6 una répida y eficaz eliminacion de bacterias gram-negativas
en agua destilada y el efluente secundario de una planta tratadora de agua residual,
siendo mas efectivo que el proceso foto-Fenton heterogéneo con maghemita y
hematita. Por lo tanto, con el catalizador Ag-Cu/TiO2 preparado en este trabajo se
podrian implementar tratamientos que sean rapidos y eficaces para la eliminacion
completa de bacterias en agua, surgiendo este material como un fotocatalizador que
exhibe potencial para futuras aplicaciones a mayor escala en la desinfeccion de

agua residual utilizando la luz solar como recurso energético renovable.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas ha crecido la preocupacion mundial por la reduccion de agua
dulce disponible para el consumo humano, uso industrial y agricola, por causa del
aumento desmesurado de la poblacién, el desarrollo econémico y su mal manejo, por lo
tanto, la gestion del agua ha sido catalogada como una de las tareas imprescindibles para
los seres humanos?. Especificamente, la disponibilidad de agua potable es uno de los
temas de mayor interés debido a que es indispensable para la subsistencia y para obtener
una buena calidad de vida. Aproximadamente cerca de 2,100 millones de personas
carecen de agua potable en el hogar, ademas de que se estima que para el 2025, la
mitad de la poblaciéon mundial vivira en zonas con escasez de agua?®. La carencia de agua
potable implica grandes riesgos para las personas y animales, puesto que existen

diferentes microorganismos patdgenos que pueden subsistir y reproducirse en ella.

Los agentes patégenos que pueden ser transmitidos a través del agua de consumo
humano contaminada son diversos en cuanto a sus caracteristicas, comportamiento y
resistencia. Entre los principales microorganismos patdgenos presentes en el agua se
encuentran las bacterias Escherichia coli (E. coli), Campylobacter, Salmonella, Bacillus,
Shigella, Vibrio, Francisella, micobacteria (no tuberculosa); los virus entre los que
destacan Enterovirus, Virus de la Hepatitis, Rotavirus, Virus Norwalk, Adenovirus,
Astrovirus, Norovirus; y protozoos como Cryptosporidium, Cyclospora, Giardia,
Acanthamoeba, Entamoeba, Naegleria. Estos agentes patdgenos pueden provocar
enfermedades infecciosas, causando efectos agudos y crénicos sobre la salud?®. El agua
contaminada puede transmitir enfermedades como la diarrea, el colera, la disenteria, la
fiebre tifoidea y la poliomielitis, entre otras. Se calcula que la contaminacion del agua

potable provoca mas de 502,000 muertes por diarrea al afio a nivel mundial?.

Entre los microorganismos patdgenos presentes en agua se encuentran las bacterias
gram-negativas E. coli y Salmonella spp que frecuentemente son detectadas tanto en
influentes como en efluentes de las plantas tratadoras de agua residual (PTAR) #-5.

La bacteria Escherichia coli pertenece al grupo de los coliformes totales que pueden

fermentar lactosa a 44-45 °C y son conocidos como coliformes termotolerantes. Puede



distinguirse de otros coliformes termotolerantes por su capacidad para producir indol a
partir de triptéfano o por la produccion de la enzima B-glucuronidasa. Esta bacteria esta
presente en grandes concentraciones en las heces humanas y animales, y raramente se
encuentra en ausencia de contaminacion fecal, por lo que se considera como el indicador
de contaminaciéon fecal mas adecuado. Ademas, también se utiliza como indicador de

desinfeccion’.

Por otra parte, Salmonella spp pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
gran-negativos moviles que no fermentan la lactosa, la mayoria de estas bacterias
producen sulfuro de hidrégeno o gas por fermentacion de carbohidratos. La Salmonella
spp puede producir efectos adversos en la salud humana, siendo la salmonelosis la
enfermedad producida por la ingesta de agua o alimentos contaminados con esta
bacteria, los sintomas o manifestaciones clinicas son: gastroenteritis, bacteriemia o
septicemia y fiebre tifoidea o paratifoidea. La Salmonella spp puede generar
consecuencias graves para la salud publica, por lo cual es importante controlar su
presencia y eliminacibn en agua de consumo proveniente de agua subterrdnea y

superficial, asi como en agua residual para su posterior relso.

Las técnicas de eliminacion de microorganismos que se utilizan actualmente son
tratamientos fisicoquimicos como cloracion, ozonizacion o radiacién UV. Sin embargo, se
han encontrado importantes inconvenientes en su uso, como son los subproductos
toxicos generados durante la cloracion (organohalogenados), el alto costo de la
ozonizacién y radiacién UV, ademas de la limitada accién de la radiacién UV debido a la

turbidez del agua en algunos casos®?.

Adicionalmente, debido a la gran demanda para suministrar una fraccion del agua
utilizada por el sector industrial y agricola que no necesita cumplir con la misma calidad
que el agua potable, se han implementado procesos para la reutilizacion de agua; estos
han tomado gran importancia en los Gltimos afios en varias regiones del mundo, incluido
México. Generalmente se utilizan tratamientos bioldgicos convencionales (lodos
activados) para recuperar el agua residual que posteriormente sera reutilizada, sin
embargo, se ha encontrado en varios estudios que en el agua tratada aun persisten

algunos agentes patégenos que pueden afectar su calidad tales como: E. colil®,



coliformes totales!!, C. perfringensi®!!l, Salmonellal®, Enterococcos®, colifagos

somaticos®, Enterovirus®, Cryptosporidium®, Giardia'? y huevos de helminto®.

Por lo anterior, se ha impulsado el desarrollo de tecnologias alternas a los procesos
convencionales para cumplir con los estandares de calidad de agua para su reutilizacion
y potabilizacién, debido a la ineficiencia o inconvenientes que generan los tratamientos
actuales. Entre las diferentes alternativas para tratamiento de agua, los procesos
avanzados de oxidacion (PAO) han mostrado ser métodos de desinfeccion eficientes y
ambientalmente amigables. En este contexto la fotocatalisis heterogénea y el proceso
foto-Fenton han surgido como técnicas prometedoras para la eliminacion de
microorganismos en diversas matrices acuosas, incluyendo varios tipos de bacterias,

hongos, virus y protozoos82.13-16,

La fotocatélisis heterogénea inicia por la activacion con luz de un semiconductor, siendo
el dioxido de titanio (TiO2) el de mayor uso en la actualidad. El TiO2 tiene diversas
ventajas tales como nula toxicidad, alta estabilidad quimica y bajo costo!’. Sin embargo,
puede generar diferentes resultados en el proceso dependiendo de las propiedades
Opticas y texturales producidas por el método de sintesis, por la incorporacion de

impurezas metalicas o no metélicas, etc.

Cuando la superficie del TiO2 es irradiada con fotones (provenientes de una fuente
artificial o solar) de energia igual o mayor que la de su banda prohibida (Eg), los
electrones de la banda de valencia (BV) del semiconductor son promovidos a la banda
de conduccién (BC) vacia (ez.), generando huecos cargados positivamente (hz,). Con
los electrones fotogenerados se reduce el oxigeno disuelto formando radicales
superéxido (0;) e hidroperoxilo (-OOH) y entre sus subsecuentes reacciones de
reduccion, puede eventualmente generarse peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo
(-OH). Los huecos producidos en la BV oxidan el agua para formar radicales -OH (la
representacion grafica del proceso fotocatalitico se encuentra esquematizada en la
Figura 1) 18, Estas especies formadas son conocidas como especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), las cuales son responsables de las propiedades
desinfectantes de este proceso fotocatalitico debido a que pueden atacar e inactivar

microorganismos en agua’>'°. En el caso de las bacterias, las ROS se unen a la pared



celular bacteriana, induciendo dafio celular a través de diversos procesos como una
rapida fuga de iones potasio, peroxidacion de los lipidos de la membrana y dafio al acido

nucleico de la misma?®.

Reduccion

0> ( ”Hzoz
0,*+ e +2H"
BC . -

Recombinacion
e+ht

hv (Radiacion UV simulada o solar)

Eg=3.2eV
TiO,

BV C H,0
-OH +H*

Oxidacion

Figura 1. Representacion del proceso fotocatalitico en una particula de fotocatalizador TiOz en
suspension.

El TiO2 posee algunas desventajas en su uso como es la recombinacién del par electrén-
hueco (e /h*), reduciendo la eficiencia del proceso de fotocatalisis, ademas de que posee
una Eg amplia (3.2 eV 0 A < 387 nm) por lo cual requiere para su excitacion radiacion
ultravioleta. Sin embargo, en la radiacion solar solamente se encuentra un 5% en el
dominio UV, por lo cual se han planteado diferentes estrategias para mejorar la eficiencia
fotocatalitica en la region visible y reducir la recombinacion del par electron-hueco (e”/h*).
Una de estas estrategias es la incorporacion en la estructura del TiO2 de metales de
transicion como cobre, cobalto, manganeso y plata, entre otros. Estos metales amplian
el espectro de absorcion del semiconductor hacia la region de luz visible, a medida que
se van formando nuevos niveles de energia entre la banda de valencia y la de
conduccion®. En este contexto, el cobre y la plata han sido satisfactoriamente

incorporados en el TiO2 individualmente, mejorando la eficiencia del proceso de
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eliminacion de diferentes agentes patdgenos 2°-26, En la mayoria de los casos se reporta
que la causa principal de eliminacion se debe a los radicales hidroxilo, sin embargo,
también se conoce que ambos metales (Cu y Ag) exhiben una alta actividad
antibacteriana para un rango amplio de bacterias lo cual puede aumentar la eficiencia del
proceso; ademas, estos metales no presentan toxicidad a bajas concentraciones para los
seres humanos??. Los limites permisibles en agua de consumo humano son 1.0 a 2.0
mg/L para el cobre segun las normas oficiales mexicanas NOM-127-SSA1-1994 y NOM-
201-SSA1-2015. Los limites permisibles de plata en agua de consumo humano en México
no se encuentran legislados, sin embargo, la Agencia de Proteccidon Ambiental de los
Estados Unidos (USEPA) y la WHO (Organizacién Mundial de la Salud) recomiendan que
no supere los 0.1 mg/L"?".

Estudios recientes han reportado la sintesis de TiO2 co-dopados con Ag y Cu para la
eliminaciéon de colorantes como el naranja de metilo y acido salicilico en agua?®2°. En
estos estudios se observé una mejora en la actividad fotocatalitica de los materiales co-
dopados comparados con los materiales dopados individualmente o con TiO2 sin dopar,
mostrando una sinergia cuando la plata y cobre son usados como dopantes
simultdneamente. Sin embargo, pocos estudios han reportado la evaluacion fotocatalitica

del catalizador Ag-Cu/TiO2 para la inactivacion de microorganismos patdégenos.

En este sentido, Rao y col., en 2016 reportaron que nanofibras de Ag-Cu/TiOz permitieron
la completa inactivacion de virus y bacterias en 30 min, sin embargo utilizaron radiacion
UV de muy alta energia (A= 254 nm) proveniente de lamparas. Por otra parte, Martinez-
Montelongo y col., en 2020 estudiaron la inactivacion de bacterias gram-negativas y
gram-positivas en aire usando el catalizador Ag@TiO2-Cu?*/perlita, logrando casi la total
eliminacion (99%) para concentraciones muy bajas de bacterias (102 UFC/mL) en tiempos
muy prolongados de tratamiento (5 h), irradiando con luz UV-Vis proveniente de lamparas
LED?3L. Sin embargo, el catalizador Ag-Cu/TiOz estudiado en esta investigacion no habia
sido reportado suspendido en agua para la desinfeccion de microorganismos ni usando

radiacion solar.

Por otra parte, el método de sintesis define en gran medida las propiedades de los

materiales y la incorporacion de agentes dopantes en el semiconductor. En este contexto,



el método sol-gel es un proceso de sintesis en el cual, partiendo de precursores
moleculares como sales inorganicas o alcoxidos metalicos, se obtiene un esqueleto del
oxido mediante reacciones de hidrdlisis y polimerizacion a baja temperatura, lo cual
permite la sintesis de fases metaestables del 6xido e incluso de sélidos mixtos orgénico-
inorganicos®?. Entre las principales ventajas de este proceso se encuentran: alta
homogeneidad de los geles y materiales obtenidos, bajas temperaturas de operacion,
posibilidad de obtencion de solidos cristalinos y no cristalinos, debido a que se pueden
regular varios pardmetros como pH, temperatura, tipo de precursores, concentracion de
reactivos, tiempo y temperatura de envejecimiento, aditivos, cantidad de agua utilizada,
etc. Ademas, otra gran ventaja que tiene este proceso es que durante alguna etapa de la
sintesis es posible incorporar diferentes tipos de dopantes (metélicos o no metalicos). La
incorporacion de un dopante activo en el sol durante la etapa de gelificacion permite que
las especies a incorporar tengan una mejor interaccion con el soporte de tal manera que

se puedan mejorar las propiedades fotocataliticas del material *’.

El proceso sol-gel inicia con la preparacion de una disolucion homogénea del alcoxido
disuelto en un disolvente organico (generalmente alcoholes), donde posteriormente se
inicia la hidrolisis del precursor por adicién de agua (acidificada o alcalina) la cual conduce
a la formacion de enlaces M-OH. Paralelamente comienza el proceso de condensacion,
el cual conduce a la generacion de moléculas de agua o de alcohol, mediante procesos
de olacion (formacion de puentes de OH) u oxolacién (formacion de puentes de oxigeno)
formando enlaces M-O-M, y asi iniciando el proceso de polimerizacion que lleva a la
formacion del sol. El sol es una suspension estable de particulas coloidales en un liquido,
las particulas pueden ser amorfas o cristalinas y pueden tener estructuras densas,
porosas o poliméricas. Subsecuentemente, al ser adicionada mas agua se siguen dando
las reacciones de hidrdlisis y condensacion las cuales conducen al crecimiento de
clusteres, que eventualmente colisionan y se enlazan dando la formacién del gel. El gel
es una red solida porosa, que forma un esqueleto tridimensional que rodea y soporta una
fase liquida (gel humedo). En la mayoria de los sistemas sol-gel para la sintesis de
materiales de oxido la gelificacion se debe a la formacion de enlaces covalentes entre las
particulas de sol. Adicionalmente, se debe realizar un envejecimiento del gel, en el cual

ocurren procesos de cambio en la estructura y propiedades del gel, siendo principalmente
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reacciones adicionales de hidrdlisis, condensacion y polimerizacion. Posteriormente el
gel envejecido se seca a condiciones ambientales para producir un xerogel o a
condiciones supercriticas para producir un aerogel. Finalmente, este gel se le da un
tratamiento térmico adecuado para conseguir el 6xido metdlico deseado!’3233, La
representacion grafica de este proceso y las reacciones que suceden en el mismo se

encuentran descritas en la Figura 2.

Solucion Reacciones
de
aICO,X'.dO (1) Hidrdlisis —> M(OR),, + H,0 < M(OH) (OR),_, + ROH
metalico ;
(2) Condensacion 0.
i OH H,0 TN
Hidrdlisis (1) (21)Olacion: m <+ on M MM
| (OR),— n-1 |
v Olacién  (2.1) ' (OR)us (OR)ps
Condensacion (2) 0.
‘ __ Oxolacion (2.2) . OH ox
| (2.2) Oxolacion : , + o™ g M 4,0
(OR),_; (OR)y—y \ \
.0 o ° (OR)p-g (OR),q
.. : o o
9) 0© o T Ti—OH+OH-Ti & Ti— 0~ Ti+H,0
09002 (3) Polimerizacion
(@) (@)

e © — Ti—OR+OH~—Ti < Ti— 0 —Ti + ROH
Gelelcic'm \\ /

Polimerizacion (3)

‘ Tratamiento i Al
— > Envejecimiento —— Secado —* —  témico " OXIggsr::éihco

Xerogel

Gel humedo

Figura 2. Representacion grafica resumida del proceso sol-gel para sintesis de 6xidos metélicos.

Adicionalmente, otro de los procesos avanzados de oxidacion que ha mostrado buenos
resultados en la descontaminacion y eliminacién de agentes patdégenos en agua es el
foto-Fenton. En este proceso, el peréxido de hidrégeno reacciona con especies de hierro
(Fe?* o Fe®*) generando ROS tales como radicales hidroxilo e hidroperéxidos mediante
reacciones conocidas como Fenton (ecuacion 1.1 y 1.2); donde el hierro actia como

catalizador, el cual es oxidado. Adicionalmente, la radiacion solar ayuda a regenerar el
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Fe?* por la reduccién de complejos de Fe** formados en el proceso, que conducen a la

produccion adicional de radicales *OH (ecuacion 1.3) 34,

Fe?* +H202— Fe3* +OH™ +OH (1.1)
Fe3* + H202 — Fe?" + HO2' + HY (1.2)
Fe3* + hv — Fe?* +-OH (1.3)

El proceso foto-Fenton presenta ventajas como la facilidad de inactivar microorganismos
con estructuras simples, complejas o resistentes, ademas de ser un proceso sencillo, de
bajo costo y amigable con el medio ambiente®. Sin embargo, se ve limitado a ciertos
rangos de pH (2.5-3.0)%¢, debido a que el pH controla la solubilidad de las especies de
hierro y puede interferir indirectamente en la produccion de *OH 37, y en consecuencia,
afectar la eliminacién de los microorganismos presentes en la disolucion. Por esto, es
necesario determinar para cada caso, las condiciones del proceso, tales como dosis y
fuente de Fe y H202, temperatura de operacién, fuente de radiacion y concentracion de
materia organica, que permitan mejorar su desempefio a pH neutro. Cuando se trabaja a
pH cercanos al neutro, el proceso Fenton deja de actuar como catalisis homogénea y se
lleva a cabo bajo condiciones heterogéneas, debido a que el hierro se encuentra en

suspension.

Una estrategia que se ha implementado para mejorar el rendimiento del proceso foto-
Fenton a este rango de pH (6-7) es el uso de 6xidos minerales de hierro como goethita
(a-FeOOH), hematita (a-Fe203), maghemita (y-Fe203), wuistita (FeO) y magnetita
(Fes0a4), que ademas de ser compuestos no toxicos, pueden presentar propiedades
fotocataliticas (ecuaciones 1.4-1.10), por el hierro contenido, lo que contribuiria

positivamente en la eficiencia de los procesos de descontaminacién y eliminacion4.

Fe203 + hv— Fe203 (e + h*) (1.4)

€ (bc) +O2— O2™ (1.5)
h*@ov + H20 — H* + "OH (1.6)
h*v) + OH™ —"OH a.7)

8



h*ov) + 02" —102 (1.8)
€ (bc) + H202— "OH + OH~ (1.9)
€ (c) + Fe3*— Fe?* (1.10)

Por lo anterior, en el presente estudio, se incorporaron diferentes porcentajes de plata y
cobre en el TiO2 (Ag-Cu/TiO2) mediante el método sol-gel para evaluar la cantidad de
incorporacion que permite un mejor efecto en la inactivacion de bacterias gram-negativas
comunmente encontradas en agua residual (E. coli y S. typhimurium) cuando el

catalizador es irradiado con luz solar.

El proceso de fotocatalisis heterogénea fue comparado con el desemperio fotocatalitico
del tratamiento foto-Fenton solar a pH neutro con hematita (a-Fe203) y maghemita (y-
Fe203) en la eliminacion de ambas bacterias en diferentes matrices acuosas.
Adicionalmente, todos los catalizadores utilizados en ambos procesos fueron
caracterizados por diferentes técnicas como DRX, espectroscopia Raman, fisisorcion de
N2, DRS, EAA, SEM y XPS.



1.1.1.

1.1. ANTECEDENTES

tratadoras.

Determinacion de agentes patdégenos en agua residual de plantas

La presencia de diferentes agentes patdgenos ha sido reportada en aguas residuales
antes y después de su tratamiento en diferentes PTAR. En la Tabla 1 se muestran
algunos estudios donde se detectaron diversos microorganismos patdgenos a largo del

proceso de tratamiento.

Tabla 1. Estudios sobre determinacion de agentes patdgenos en agua residual de PTAR

Microorganismos Concentracion Tipo de Concentracién
Autores Lugar . S . .
estudiados inicial tratamiento Final
Secundario
Lin Y PTAR para 103 UFC/mL (bioldgico y 102 UFC/mL
Su reuso - . sedimentacion)
Weny . . Escherichia coliy
col (industrial'y Salmonella spp o
(201é)4 agricola), Ter_C|ar|<_),
China 102 UFC/mL (ultratfiltracion, 10! UFC/mL
ozonizacién y
cloracion, UV)
Priscila 1.89 x 104 qUiSteS/L SQCl{ndario 2.35 x 102 quisteS/L
Ribeiro y PTAR Giardia spp cysts y giardia spp f.(b.'°|09',co. y giardia spp
. , e isicoquimico
Luiz Brasil Cryptosporidium - lacié A
Daniel rasi spp Oocysts 1.35 x 102 quistes/L (coagu acion, 0.59 x 10! quistes/L
(2016)3 Cryptosporidium spp floculaciony  Cryptosporidium spp.
flotacién)
Caroline Coliformes fecales 2.528.1x10° 10°a 10" UFC/mL (E.
Alonina PTAR Escherichia coli ' UFC/mL (E. coliy Secundario coli y coliformes
J col y Aleman'ia Clostridium ' coliformes fecales) (biolégico y fecales)
11 . 5a9x 102NMP/100  sedimentacién) 102NMP/100 mL (C.
(2015) perfringens . .
mL (C. perfringens) perfringens)
Caroline
Aloninay - PTAR, Giardia CYSTS ~ 50-7548 quistes/L  Secundario  30- 3250 quistes/L
col. Alemania
(2013)*?
1.8 x 107- 8.7 x 108 1.6 x103- 4.3 x 108
Copias del gen/mL Copias del gen/mL
Nathalle Saimonellaspp., g ié CZIE 102 Secundario 3.3 10(lE .ocon)c i
Wéry y PTAR, Escherichia coli y 0 X LU 4.6 X e oX 10 opias
; o~ Copias del gen/mL (biolégico y del gen/mL
col. Francia Clostridium Sal I fisicoquimico) sal I
(2008)10 perfringens (Salmonella spp) q (Salmonella spp)
4.5 x 103- 2.8 x 107 2.7-5.1x10?!

Copias del gen/mL
(C. perfringens)

Copias del gen/mL
(C. perfringens)
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Entre los hallazgos méas importantes realizados por los investigadores citados en la Tabla
1 esta el de Lin Y Wen y col., quienes en 2016 encontraron que en los sistemas de
distribucion de las PTAR investigadas la concentracion de las bacterias volvié a aumentar
hasta un rango de 10! a 102 UFC/mL, mostrando que las bacterias solamente entran en
un estado viable pero no cultivable (VBNC, por sus siglas en inglés), las cuales son
propensas a reactivarse y reproducirse en ausencia de cloro residual. Finalmente,

observaron que Salmonella fue mas resistente a la desinfeccion por cloracién que E. coli.*

Por otra parte, los estudios realizados por otros investigadores descritos en la Tabla 1,
muestran que los tratamientos bioldgicos y fisicoquimicos no son efectivos en la
eliminacién de diferentes agentes patégenos, encontrandose aun en el efluente de las
PTAR cantidades importantes de microorganismos. Otro hallazgo reportado fue que el
tratamiento biolégico presenta mejores resultados en la eliminacién de microorganismos

comparado con los tratamientos fisicoquimicos.

Existen otros estudios en los cuales se reporta la misma tendencia de las investigaciones
anteriores. Kitajima y col. en 2014 encontraron la presencia de tres protozoos
(Cryptosporidium, Giardia y Cyclospora) en diferentes etapas de tratamiento de una
PTAR, observando concentraciones considerables de estos microorganismos en la salida
de tratamientos secundarios (biolégicos) y hasta en agua residual tratada a la salida de
tratamientos terciarios (quimicos)®°. Del mismo modo Costan-Longares y col. detectaron
la presencia de indicadores microbianos (coliformes totales, Escherichia coli,
enterococos, esporas de Clostridium sulfito reductor, colifagos somaticos, entre otros) y
dos patégenos (enterovirus y Cryptosporidium) en el influente y efluente de una PTAR en

Espafia ©.

1.1.2. Eliminacion de agentes patégenos mediante catalizadores de TiO2

dopados con metales

La eliminacion de diferentes microorganismos patdgenos se ha llevado a cabo mediante
fotocatalisis heterogénea usando diversos catalizadores de dioxido de titanio dopados
con metales, los cuales han mostrado resultados satisfactorios en la desinfeccion de

agua. La Tabla 2 muestra una seleccién de estudios pertinentes.

11



Tabla 2. Estudios sobre la eliminacion de agentes patdégenos en agua por medio de fotocatalisis
heterogénea utilizando TiO2 dopados con metales

Tipo de Tipo de Conc Tiempo
sintesis del catalizador . . o Tipo de de Eliminacion
Autores ; . Microorganismo inicial S .
material (cantidad (UFC/mL) radiacion tratamient (%)
(precursores) usada) 0
. Co- . : Solar
LiuB.y O TiO2/Cu2(OH)2 E. coliy .
col. precipitacion o4 1 8 mol% Fusarium 10-10¢  Simulada (300 g i 100
(2020)% (Ti02 P25y (1 glL) raminearum W lampara de
Cu(NOs3)2 9 g xenén)
UVA
Il?_?:rc?;/ precipci:tc;-cién y a-FeOOH- (/:]Tg);:igS 100 con UVA
i . i 6.107
col. molienda TiO2 J/.L?; (0.3 E. coli 10°-10 Visible (1.8 W 4h 99.3ig%rlleLuz
(2019)% mecanica 9 lampara led,
A=420 a 620
nm)
Hidrdlisis de
Sregja TTEAIPy
S.y col. posterior — AQ@TIOz (0.4 E. col 108 UV (2 x 18W) 1h 100
(2016)% reduccion de g/L)
metales en
DMF
&Ar?rlsgﬁ Impregnacion Cu-TiO2 UVA
eh v col himeda 10%mol (1 E. coli 108 (Amax=365 1h 100
(20315)42' (CuClz) glL) nm)
- Solvotermal e
YiLiy ; i . uv
impregnacion  Ag-TiO21.23% Pseudomonas 3 _
col. himeda ( m/m (0.2 g/L) aeruginosa 10 (Amax=254 2h 99.99
(2015)% AgNO3) nm)
Xiao G. Impresién Ag-chitosan- Escherichia coli, Luz visible
Staphylococcus
y col. adsorbente TiO21.67% aureﬂsyy Candida 107-10° (20W lampara 2h 99
43
(2015) (AgNO:3) m/m (0.3 g/L) albicans fluorescente)
Hemraj L . Luz visible (8 2h(Ss.
Yadav y Sol-gel ( Cu-TiO2 3% Escherichia coli y s X 8W aureus) 100
Staphylococcus 10 .
col. CuSO0y) mol (0.2g/L) aureus lamparas 4h (E. 100
(2014)* fluorescentes) coli)
Mn/Co-TiO2
Danae 0.04% m/m Solar
Venieri Co- ,Co-TiO, E. coliy K simulada
col recipitacion 1%m/m de Co néumoniaé 10° (150W 10 min 100
(%/014')8 precip y Mn-TiO2 P lampara de
0.1% m/m xenon)
(0.25g/L)
Fi';/lt:keer Sol-gel, de %l;_l;ldog en E. coliy nall_ttj;a?(aago-
col y deposicion (Cu I:F))otella de Enterococcus 106 500 W/m?) 1lh 100
a5 (NO3) , y urea) o faecalis )
(2013) plastico con filtro UV

Entre los resultados mas relevantes se encontré que los microorganismos se eliminan

completamente en tiempos de tratamiento que varian entre 10 min y 4 h, siendo mas

efectivos los tratamientos cuando se utiliza luz solar natural o simulada que cuando se

utilizan lamparas UV o luz visible. Ademas, se encontrd que algunos materiales tuvieron
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un efecto bactericida en ausencia de luz como el Ag-TiO2dopado con 1.23 % m/m a una
cantidad de catalizador de 0.2 g/L. Esta actividad fue atribuida a la combinacion de las
especies de Ag presentes?®. Sin embargo, en otros casos, algunos catalizadores como el
Cu-TiO2 3% mol con una carga de catalizador de 0.2 g/L, en ausencia de luz mostré una
nula actividad bactericida**. También se encontr6 en algunos estudios que los
catalizadores con iones metalicos incorporados lograron mejorar la actividad fotocatalitica
en un factor de 2 a 3 veces con respecto al catalizador TiO2 sin modificar, obteniendo una
completa eliminacion de las bacterias en 10 min de tratamiento, usando luz solar simulada

y una cantidad de catalizador de 0.25 g/L 8.

Por dltimo, diversos estudios han demostrado la eficiencia de los catalizadores de TiO2
dopados con metales individualmente en especial Ag y Cu para la eliminacion de agentes
patégenos en agua usando cantidades de catalizador en un rango de 0.02 a 2 g/L, los
cuales han sido principalmente sintetizados por el método sol-gel, impregnacién hiumeda,

core-shell, entre otros; con porcentajes de incorporaciéon de metal desde 0.1 hasta 9%
m/m21,24,26,45—51_

1.1.3. Eliminacion de agentes patdgenos y contaminantes emergentes

mediante catalizadores de TiO2 co-dopados con platay cobre

El proceso de fotocatdlisis heterogénea usando los catalizadores de TiO2 co-dopado con
plata y cobre, ha tomado interés en la tGltima década, sin embargo, son pocos los estudios
gue se han llevado a cabo para la eliminacion de contaminantes emergentes y agentes
patogenos utilizando este tipo de materiales. A continuacion, se presentan algunos
estudios en donde se evidencia la eficiencia de estos materiales co-dopados para la

descontaminacion de agua.

El uso del catalizador Ag-Cu/TiO2 en la eliminacion de contaminantes organicos
principalmente se ha centrado en la eliminacién de acido salicilico y colorantes. En este
contexto, Bhardwaj y col. en 2018 sintetizaron los materiales Ag-Cu/TiO2 y los
catalizadores dopados individualmente, por el método de fotodeposicién en porcentajes

de incorporacion entre 1y 3% m/m. Estos materiales fueron evaluados en la degradacion
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de azul de metileno y acido salicilico bajo radiacion UV vy visible, el material Ag-Cu/TiO2
1.0:2.0 % m/m mostro6 la mejor actividad fotocatalitica, siendo de 2 a 4 veces mas rapido
en la eliminacién de ambos compuestos comparado con los materiales base o dopados
individualmente, este comportamiento fue atribuido a un efecto sinérgico, mayor
presencia de sitios activos en la superficie y ademas una mayor activacion en la region

visible 28,

Jalali y col. en 2017 mediante el método sol-gel sintetizaron nanoparticulas de TiOz y
posteriormente mediante el método de impregnacién humeda fueron co-dopadas con
nanoparticulas de Ag y Cu entre 0.07 y 1.50 % mol. El desempefio fotocatalitico de estos
catalizadores fue evaluado en la degradacion de naranja de metilo. El catalizador Ag-
Cu/TiO2 1.30:0.03 % mol presento6 los mejores resultados de degradacion, atribuyendo
este resultado a la reduccion de su Eg (de 3.14 a 2.87 eV), siendo activo el material a
longitud de ondas mayores. Ademas, presentd una menor recombinacion del par
electron-hueco comparado con los otros catalizadores estudiados. Por ultimo encontraron

que el catalizador co-dopado fue dos veces mas eficiente que el material sin dopar®2.

La misma tendencia de los estudios anteriores se observo en el estudio de Monga y col.
en 2017, en el cual se degradé acido salicilico bajo radiacién visible y encontraron que la
velocidad de degradacion del contaminante fue dos veces mas rapida cuando se uso el

catalizador co-dopado Ag-Cu/TiOz que el material sin dopar.

Por otra parte, pocos estudios muestran el desempefio fotocatalitico de este catalizador
en la eliminacion de agentes patégenos como el de Martinez-Montelongo y col. que en
2020 sintetizaron el catalizador Ag@TiO2-Cu?*/perlita por el método sol-gel seguido del
método de impregnacion humeda. Este material fue utilizado para la inactivacion de
bacterias gram-negativas (E. coli y Y. enterocolitica) y gram-positivas (S. aureus) en aire
de interiores (clinica dental) utilizando como fuente de radiacion lamparas LEDs que
emiten luz UV- Visible. Lograron una inactivacion del 99% (reduccion de 2-log) de todas
las bacterias en 5 h de tratamiento, siendo mas efectivo que el tratamiento llevado a cabo
con los catalizadores TiO2 P25 y TiO2-Cu?*. La mejor actividad del material Ag@TiO2-
Cu?*/perlita fue atribuida a la disminucién de la recombinacién del par electrén-hueco que

permitié el aumento en la produccién de ROS3?,
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También, Rao y col., en 2016 reportaron la sintesis de nanofibras de Ag-Cu/TiO2. La
sintesis se llevd a cabo en dos pasos, se sintetizaron las nanofibras de TiO2 a travées de
un proceso hidrotermal y posteriormente la plata fue fotodepositada y el cobre afiadido
mediante un proceso de absorcion. La membrana de nanofibras de Ag-Cu/TiO2 permitid
la completa inactivacion del virus bacteriofago MS2 (reduccion de 4.02 log) y de E. coli
(reduccién de 7.68 log) en 30 min, sin embargo, utilizaron radiacion UV de alta energia
(A= 254 nm) proveniente de lamparas. Adicionalmente, encontraron que el material co-
dopado presentd mejor eficiencia en la desinfeccion de ambos microorganismos que los
materiales Ag-TiOz2, Cu- TiO2 y TiOz2, tanto en ausencia como en presencia de radiacion.
Este comportamiento fue atribuido al efecto bactericida de los iones plata y cobre
liberados en el agua y la sinergia entre los iones metalicos incorporados en las nanofibras

de TiOz2, lo que provocd una mejora en la actividad fotocatalitica de la membrana®°.

Otros estudios como los de Angelov y col. y Stoyanova y col. ambos en 2016, se han
centrado en explorar la actividad bactericida de peliculas delgadas de TiO2 dopado con
Ag y Cu depositadas sobre sustratos de vidrio para su uso como recubrimientos
antibacterianos, logrando la inactivacion completa de bacterias gram-negativas y gram-

positivas en periodos entre 4 y 10 h de tratamiento 5354,

Sin embargo, la actividad del catalizador Ag-Cu/TiO2z estudiado en esta investigacion no
habia sido investigada en suspension en agua para la desinfeccion de microorganismos

usando radiacion solar.

1.1.4. Eliminacion de agentes patégenos mediante foto-Fenton utilizando

oxidos minerales de hierro

El proceso foto-Fenton heterogéneo ha mostrado gran eficacia en la desinfeccion de
agua, en donde los estudios recientes se han centrado en trabajar en condiciones de pH
cercano al neutro (6.0 a 7.5) con bajas dosis de hierro proveniente de 6xidos minerales

(wistita, maghemita, magnetita hematita y goethita).

En este contexto, Stefanos Giannakis y col. en 2017, investigaron el proceso foto-Fenton

heterogéneo a pH 6 y 7 utilizando los 6xidos de hierro wistita, maghemita y magnetita
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adicionando H20:2 a bajas concentraciones bajo radiacion solar para la desinfeccion del
colifago MS2 a una cantidad de 108 UFP/mL en agua residual simulada. Encontraron que
los 6xidos de hierro en ausencia de H202 poseen una capacidad limitada para inactivar
el virus, debido a que actuan so6lo como fotocatalizadores. Sin embargo, cuando se
adiciono el H202 mejoro en gran medida el proceso, debido a las reacciones foto-Fenton
que se llevan a cabo en la superficie de los 6xidos utilizados, siendo el pH un factor
importante debido a que en este rango se encuentra el punto isoeléctrico de estos
materiales. El mejor resultado de eliminacién se logré a pH 7 utilizando 1 mg/L de
maghemita y nano- maghemita obteniendo una completa desinfeccion en 20 y 15 min

respectivamente, con una proporcion éxido de hierro:H202 de 1:54,

C. Ruales-Lonfat y col. en 2015, estudiaron la actividad fotocatalitica de cuatro diferentes
oxidos minerales de hierro (hematita, goethita, wistita y magnetita) para la eliminacion
de E. coli a una cantidad inicial de 10° UFC/mL a pH neutro en ausencia o presencia de
H202. Se encontré que los procesos de fotocatalisis heterogénea y/o foto-Fenton
utilizando hematita, goethita y wistita con bajas concentraciones de reactivos (0.6 mg/L
de Fe®*y 10 mg/L de H202) bajo luz solar fueron Gtiles como métodos de desinfeccion de
E. coli en agua. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando los 6xidos de hierro
hematita, goethita y wistita, con los cuales se alcanzé una completa eliminacién en 90
min de tratamiento. Por otra parte, la hematita y goethita mostraron una buena actividad
antibacteriana bajo radiacion solar en ausencia de H202 logrando una eliminacion
completa de E. coli en 120 min. Ademas, se observé que, a excepcion de la magnetita
que necesita H202 como aceptor de electrones, todos los demas 6xidos de hierro fueron
fotoactivos bajo radiacion solar aun en ausencia de H202; por ultimo, estudiaron la

reactivacion de las bacterias después del tratamiento el cual fue nulo®®.

Otros estudios han utilizado el proceso foto-Fenton para la eliminacion de agentes
patdgenos en agua mediante 6xidos minerales de hierro (wtstita, maghemita, magnetita,
hematita y goethita) a pH cercano al neutro, sin embargo, los Unicos agentes patdégenos
gue han sido objeto de estudio son los dos reportados previamente, la bacteria E. coli y
el virus Colifago MS256-58,
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1.1.5. Analisis critico de la literatura

De acuerdo con los estudios que han sido reportados hasta el momento, se observa una
problemética existente de contaminacién del agua por agentes patdégenos, en donde los
tratamientos secundarios (principalmente tratamientos biolégicos) de las PTAR no son
efectivos para la eliminacidbn de estos microorganismos debido a que no han sido
disefiados para este propoésito. Ademas, se ha reportado en algunos estudios la
presencia de concentraciones aun considerables de agentes patdégenos después de
tratamientos terciarios (quimicos) y en las redes de distribucion del agua tratada; siendo
algunos de los microorganismos mas comunmente encontrados las bacterias gram-
negativas Escherichia coli y Salmonella spp, donde los limites permisibles para estas
bacterias es no detectable para ambas en agua para uso y consumo humano (NOM-127-
SSA1-1994) y de 2.4 NMP/mL para coliformes fecales en agua residual tratada para su
reuso, la Salmonella spp para este fin no esta regulada. Por lo anterior es importante
buscar alternativas a los procesos convencionales de desinfeccion para la completa

eliminacién de estos microorganismos en agua antes de su disposicién o reuso.

Como ya se menciond anteriormente, entre las alternativas mas importantes se
encuentran los procesos avanzados de oxidaciéon, principalmente la fotocatalisis
heterogénea y el proceso foto-Fenton. En el proceso de fotocatalisis heterogénea se han
reportado diversos catalizadores los cuales han mostrado buenos resultados en la
eliminacién de diferentes agentes patdgenos, entre estos materiales se encuentran los
catalizadores de TiO2 dopados con metales, principalmente los modificados
individualmente con Ag o Cu. Sin embargo, el uso de catalizadores de TiO2 co-dopados
con Ag y Cu, ha sido poco reportado y solo se ha estudiado en la degradacion de algunos
compuestos organicos y muy pocos son los trabajos en donde usan este material con
fines de desinfeccion. Por tanto, hasta nuestro conocimiento, este material Ag-Cu/TiOz
no habia sido explorado para la desinfeccion de agua bajo luz solar simulada, utilizando

el fotocatalizador en dispersion en el agua a tratar.

Ademas, cuando se han utilizado estos metales como dopantes individualmente o co-
dopados, generalmente se han usado como fuentes de radiacion lamparas UV y visibles,

encontrandose pocos reportes donde trabajen bajo radiacion solar. Por lo anterior, en
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esta investigacion se propone realizar la sintesis del material co-dopado Ag-Cu/TiO2 por
el método sol gel para la eliminacion de dos agentes patdgenos Escherichia coli y

Salmonella typhimurium utilizando radiacion solar simulada.

Por otra parte, el proceso foto-Fenton heterogéneo utilizando 6xidos minerales de hierro,
peréxido de hidrégeno a bajas concentraciones y pH cercano al neutro (6.5 a 7.5),
también ha mostrado buena eficacia en la eliminacion de agentes patdégenos, obteniendo
los mejores resultados cuando se usan oxidos de hierro (Ill) tales como maghemita y
hematita bajo radiacion solar. Sin embargo, son pocos los estudios realizados con éxidos

de hierro para eliminacién de microorganismos.

Asi mismo, cabe resaltar que el uso de estos procesos anteriormente mencionados no
ha sido evaluado en la inactivacion de microorganismos en efluentes o matrices reales,
por lo cual, en este estudio se evaluaran los dos procesos en una matriz de un efluente

secundario de una planta tratadora de agua residual.

Adicionalmente, es importante realizar un estudio comparativo entre los procesos de
fotocatdlisis heterogéneo y foto-Fenton para evaluar su efectividad en la eliminacion de
los mismos microorganismos y considerar el mas adecuado en términos de efectividad y
tiempo de tratamiento, ya que el proceso por fotocatélisis heterogénea requiere
solamente el uso del catalizador y luz, mientras que el proceso foto-Fenton implica la

adicion de un agente quimico como el peréxido de hidrogeno.

Por lo tanto, se plantea en este proyecto, realizar el estudio de la inactivacion simultadnea
de Salmonella typhimurium y Escherichia coli, por fotocatalisis heterogénea con el
catalizador propuesto y comparar su eficiencia con la obtenida por el proceso foto-Fenton
heterogéneo con el fin de proponer una metodologia eficiente para desinfeccion de agua

residual.
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2. APORTACION CIENTIFICA

Desarrollo de metodologias alternas a los tratamientos convencionales para la
eliminacion de agentes patdgenos en agua residual, basadas en procesos fotocataliticos
heterogéneos como la fotocatalisis con el catalizador Ag-Cu/TiO2 y el proceso foto-Fenton

con 6xido de hierro (lll) a pH cercano al neutro.

3. HIPOTESIS

La fotocatalisis heterogénea usando TiO2 modificado con Ag y Cu y el tratamiento foto-
Fenton heterogéneo con maghemita y hematita (Fe20s) inactivan completamente las
bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium, utilizando radiacion solar simulada

a través de diferentes mecanismos.

4. OBJETIVOS

4.1.OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inactivacién de Escherichia coli y Salmonella typhimurium en agua mediante
los procesos de fotocatélisis heterogénea usando catalizadores de TiO2 dopados con Ag,

Cu y Ag-Cu y el foto-Fenton heterogéneo para determinar cual proceso es mas efectivo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar un muestreo en una planta tratadora de agua residual (PTAR) para
detectar la presencia de E. coli y Salmonella spp en diferentes etapas del
tratamiento.

» Sintetizar los catalizadores de dioxido de titanio modificados con diferentes
cantidades de plata y cobre mediante el método sol-gel.

» Caracterizar los materiales mediante difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia

Raman, espectroscopia infrarroja, microscopia electronica de barrido (SEM),
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fisisorcion de N2 (método BET), espectroscopia de fotoelectrones emitidos por
rayos X (XPS), espectroscopia UV-Vis con reflectancia difusa y espectroscopia de
absorcion atémica.

Evaluar la actividad fotocatalitica de los catalizadores, implementando un disefio
de experimentos central compuesto centrado en las caras, variando la cantidad de
catalizador, porcentaje de incorporacion de Ag y Cu, obteniendo como respuesta
la inactivacion de los microorganismos de estudio en funcion de la disminucion de
UFC/mL.

Evaluar el proceso foto-Fenton heterogéneo a pH neutro utilizando bajas
concentraciones de oxido de hierro (lll) (Fe203) y peroxido de hidrégeno en la
inactivacion de E. coli y Salmonella typhimurium, variando cantidad de catalizador
y H20:..

Comparar la eficacia de ambos procesos en la inactivacion de los
microorganismos modelo en el efluente del tratamiento secundario de una PTAR.
Evaluar el efecto de los procesos sobre la estructura bacteriana mediante las
técnicas de SEM.

20



5. METODOLOGIA

En este apartado se describen los materiales, reactivos, equipos y procedimientos que

fueron empleados para la realizacion de este proyecto.

5.1.MUESTREO DE PTAR Y DETECCION DE E. coli Y Salmonella spp EN
DIFERENTES ETAPAS DEL TRATAMIENTO.

5.1.1. Reactivos

Estandar de conductividad (1412 uS/cm, Sigma-Aldrich), buffers de pH (4, 7 y 10, Sigma
Aldrich), caldo lactosado (Acumedia), caldo BRILA (verde brillante-Bilis-Lactosa) (BD
Bioxon), caldo nutritivo (BD Bioxon), caldo EC (Escherichia coli) (BD Bioxon), caldo de
enriguecimiento tetrationato (Merck), agar rojo violeta bilis (BD Bioxon) caldo de
enriquecimiento selenito-cistina (BD), agar XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato) (BD Bioxon),
agar SS (BD Bioxon), agar bismuto-sulfito (BD), agar Chromocult® Coliform (Merck), agar
TSI (BD), medio LIA (BD), carbonato de calcio (Sigma-Aldrich), bicarbonato de sodio
(Sigma-Aldrich).

5.1.2. Materiales y equipos

Se utilizé material de vidrio; asa de siembra, tubos Hach, tubos Eppendorf, pipetas
estériles, puntas de micropipeta y cajas Petri, ademas de los materiales y equipos listados
en la Tabla 3, los cuales se encuentran en el Laboratorio de Fotocatalisis y Electroquimica
Ambiental (LAFEAM) de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas UANL.

También fueron utilizados equipos como autoclaves Marca All American modelo 75X y
25X-1, campana de flujo laminar Prendo modelo CFL 102 NW e incubadora Jeio Tech
modelo IL-11, los cuales se encuentran ubicados en el Laboratorio de Farmacologia
Molecular y Modelos Bioldgicos de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de

Ciencias Quimicas, UANL
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Tabla 3. Lista de materiales y equipos usados en la caracterizacion del agua residual en diferentes
etapas del tratamiento en la PTAR.

Equipos y/o materiales Marca Modelo
Cromatdégrafo de Intercambio I6nico Thermo Scientific Dionex ICS-1100
Columna de intercambio aniénico Thermo Scientific Dionex loPac AS23 (4 x 250 mm)
Balanza analitica Ohaus® Pioneer™ PA224C
Analizador de COT Shimadzu TOC-VCSH
Plancha de calentamiento y agitacion Fisher Scientific Isotemp
IKA C-MAG HS10
Bomba de vacio Flscger Technical High vacum pump lav 3
ompany
Potenciometro Portatil Thermo Scientific Orion Star A329
Celda de grafito para conductividad Thermo Scientific Orion 013010MD
Electrodo para pH Thermo Scientific 9157BNMD
pH metro Thermo Scientific Orion Star A111
Congelador Whirpool Wc10001q
Material de vidrio Pyrex NA
Micropipeta (100 a 1000 pL) Smart SVA-600
Eiltros Phenomenex Celulosa regenerada (0.45 um)
Whatman 110 nm

5.1.3. Procedimiento

La planta tratadora de agua residual de la cual se obtuvieron las muestras se encuentra
ubicada en el area metropolitana de Monterrey y su principal actividad es tratar agua
industrial y doméstica para su reuso, por lo cual los efluentes de esta PTAR van
directamente a empresas que la usan para riego o enfriamiento. Esta planta cuenta con
varias etapas de tratamiento, en lineas generales se encuentran el tratamiento primario
que consiste en una separacion fisica de material suspendido y la sedimentacion de
sélidos por medio de un clarificador primario, posteriormente, se encuentra un tratamiento
secundario el cual consiste en un tratamiento bioldgico seguido de una sedimentacion de
sélidos por medio de un clarificador secundario y por ultimo posee un tratamiento terciario

el cual es por medio de cloracion.

El muestreo de agua residual en diferentes etapas de tratamiento de una PTAR (salida
del clarificador primario, salida del clarificador secundario y posterior a cloracién) se
realizd segun las normas NMX-AA-003-1980 y NOM-014-SSA1-1993. Se utilizaron
recipientes previamente esterilizados, recolectando la muestra directamente en cada
punto para evitar contaminacion, se obtuvieron muestras puntuales y fueron

almacenadas a 4°C por un tiempo no mayor a 24 h. Esto con el fin de detectar la presencia
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de E. coli y Salmonella en las diferentes etapas del proceso y evaluar la eficiencia de la

PTAR en la eliminacion de estos microorganismos.

Los periodos de muestreo fueron tres en total, siendo el primero en agosto de 2018, el
segundo en febrero de 2019 y el tercero en marzo de 2020. Para llevar a cabo la deteccién
de los microorganismos de estudio se utilizaron las muestras recolectadas en el 2018 y
2019, por otro lado, la muestra tomada del clarificador secundario en marzo de 2020 fue
esterilizada y posteriormente utilizada para realizar los experimentos de desinfeccion bajo

las mejores condiciones encontradas de ambos procesos en el efluente real.

La deteccion de E. coli y Salmonella se llevé a cabo basado en las normas oficiales
mexicanas NOM-113-SSA1-1994, NOM-114-SSA1-1994 y NOM-210-SSA1-2014 y en
las normas internacionales Standard Method “9221 Multiple-tube fermetation technique
for members of the coliform group”® e ISO 19250:2010 “Detection of Salmonella spp”. En
éstas cada procedimiento comprende tanto pruebas presuntivas como confirmatorias
para las bacterias de estudio. Las colonias de las bacterias que resultaron caracteristicas
para E. coli y Salmonella fueron sometidas a pruebas bioquimicas para lograr su
identificacion.

Posteriormente, se realizé la caracterizacion de las muestras que fueron recolectadas en
los diferentes puntos de muestreo y se midieron sus principales parametros
fisicoquimicos como temperatura, pH, conductividad, oxigeno disuelto, carbén organico
total (COT), carbdn inorganico (Cl) y contenido de algunos iones (F-, Cl, NOz, NO2", PO4*>
, SO4%).

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para la determinacion de iones por cromatografia de intercambio

ionico.
Columna Dionex loPac AS23 (4 x 250 mm)
Eluente 4.5 mM Na;COsz / 0.8 mM NaHCOs
Caudal (mL/min) 1.0
Corriente aplicada (mA) 25
Temperatura (°C) 30
Supresor Dionex ASRS 300 4 mm
Detector Conductividad
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Los parametros de temperatura, pH, oxigeno disuelto y conductividad fueron medidos
con un potenciémetro portatil Thermo Orion Star A329. Para la determinacion de COT y
Cl se utilizé el analizador de Carbén Orgénico total TOC Shimadzu VCSH y los iones
presentes se determinaron con el equipo DIONEX ICS-1100 Thermo Scientific, las

condiciones cromatograficas utilizadas se presentan en la Tabla 4.

5.2.SINTESIS DE LOS CATALIZADORES

5.2.1. Reactivos
Tetrabutoxido de titanio (>97.0%, Sigma-Aldrich), butanol (grado reactivo ACS 299.4%,
Sigma-Aldrich), nitrato de plata (grado reactivo ACS 299.0%, Sigma-Aldrich), acetato de
cobre (grado reactivo ACS 298.0%, Sigma-Aldrich), &cido acético (grado reactivo ACS
=299.7%, DEQ), agua bidestilada.

5.2.2. Materiales y equipos

Se utilizé material de vidrio como matraces bola, probetas, pipetas, buretas, cajas Petri,

papel filtro y ademas los equipos enlistados en la Tabla 5.

Tabla 5. Lista de materiales y equipos usados en la sintesis de los catalizadores

Equipos y/o materiales Marca Modelo
Balanza analitica Ohaus® Pioneer™ PA224C
Matraz bola tres bocas Pyrex NA
Plancha de calentamiento y agitacion Fisher Scientific Isotemp
Estufa Lab Oven Quality Lab 30GC
Mufla Barnstead Thermolyne 47900
pH metro Thermo Scientific Orion Star A111

5.2.3. Sintesis sol-gel de Ag-Cu/TiO2

En las ultimas décadas numerosos métodos de sintesis y dopaje de semiconductores
han sido reportados, entre los mas estudiados se encuentran el proceso sol-gel, técnicas

hidrotermales y solvotermales, reacciones directas de oxidacion, métodos por
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microondas, electrodeposicion, sonoquimicos, entre otros. Debido a la variedad de
procesos y metodologias para obtener semiconductores, es importante elegir el método
de sintesis y dopaje mas adecuado; puesto que han sido reportados que este influye
directamente en las propiedades fisicoquimicas y en la actividad fotocatalitica de los

semiconductores sintetizados?’.

En este trabajo se utilizé el proceso sol-gel, el cual es un método ampliamente estudiado
y utilizado para la sintesis de materiales fotocataliticos. La sintesis de didxido de titanio
(TiO2) dopado con cobre (Cu) y plata (Ag) se llevé a cabo con una relacién molar de
tetrabutéxido de titanio: butanol (1:20) y tetrabutoxido de titanio: agua (1:13). A

continuacion, se describe detalladamente el procedimiento utilizado.

1. Parala preparacion del catalizador co-dopado Ag-Cu/TiO2 se mezclaron 15 mL de
tetrabutdxido de titanio (Ti(OBu)s) y 40 mL de butanol (BuOH) bajo agitacién
constante por 30 min (disolucion A).

2. Posteriormente a la disolucion A se le ajusto el pH a 3 agregando acido acético
glacial y se mantuvo en agitacion constante por 30 min.

3. En otro matraz se prepar6 una disolucion de 10 mL de agua con nitrato de plata
(AgNOs3) y acetato de cobre (Cu(AcOt)2) en cantidades apropiadas para obtener
las incorporaciones deseadas de cada metal dentro de la estructura del TiOz2 (0.3,
1.2 'y 2.1 %p/p de cada uno), y se formd la solucion B, esta solucién se mantuvo
bajo agitacion hasta la completa disolucién de las sales.

4. Se agrego0 gota a gota butanol y la solucién B en la disolucién A, esto bajo agitacion
constante hasta la formacién del gel, en este momento se detuvo la agitacién.

5. El gel fue envejecido por un periodo de 24 h a temperatura ambiente.

6. Se retir0 el exceso de solvente al gel y se sec6 en una estufa a 80 °C por 24 h.

7. Por ultimo, el polvo obtenido fue pulverizado en un mortero y se sometio a
calcinacion en una mufla utilizando una rampa de temperatura de 5 °C por min,

manteniendo 450 °C durante 2 h.

Para efectos comparativos fueron sintetizados los materiales de referencia TiO2, Ag-TiO2
1.2% m/my Cu-TiO2 1.2% m/m mediante la misma metodologia excluyendo la adicion de

los precursores de los iones metélicos, segun fuera el caso. Para una facil identificacion,
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los materiales co-dopados fueron nombrados Ag-Cu/TiO2 con la relacidén del contenido

de los metales a la derecha de la férmula, expresada como %m/m.

5.3.CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

En esta seccion se describe brevemente los fundamentos de cada técnica de

caracterizacion utilizada para el analisis de los catalizadores sintetizados.

5.3.1. Difraccién de rayos X (DRX)

Propiedades intrinsecas como la composicion y la estructura cristalina de los materiales
influyen en gran medida en la actividad fotocatalitica de los mismos. En este contexto, la
difraccidon de rayos X es una técnica no destructiva que permite identificar la fase cristalina
del catalizador. Las estructuras cristalinas poseen planos, producidos por ordenamientos
repetitivos de atomos, que son capaces de difractar los rayos X. Las ondas dispersas en
los &tomos en diferentes posiciones llegan a un detector con un cambio de fase relativo,
produciendo patrones de interferencia constructivos y destructivos dependiendo del
angulo de incidencia del haz de rayos X y las posiciones atomicas relativas. El
fundamento de esta técnica fue explicado por Bragg, mediante la ecuacion que lleva su

mismo nombre (ecuacion 5.1).
n-AN=2-d - senB (5.1)

Donde n corresponde al orden de la difraccion y tiene que ser un numero entero, A es la
longitud de onda del foton incidente, d es la distancia interplanar y 6 es el angulo de

difraccién (dngulo de Bragg).

Todos los solidos cristalinos tienen patrones de difraccion bien definidos. Por esto, las
distancias entre los diferentes planos que definen la red cristalina determinan el valor del
angulo de Bragg, cuya posicion se considera como “huella digital” del sélido estudiado.
Por lo anterior, los patrones de difraccidbn suministran informacién exacta sobre la

estructura cristalina de un material.
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De los patrones de difraccién obtenidos también se puede estimar el tamafio de cristal

promedio empleando la ecuacién de Scherrer (ecuacion 5.2).

KA
B -cosB

(5.2)

Donde K es un valor que depende de la forma del cristal (0.89-0.90), D es el tamafio de

cristal promedio y B es el ancho del pico a la altura maxima media.’6°

En este trabajo la fase cristalina de los sdlidos calcinados fue determinada mediante un
difractometro Bruker AXS modelo D2 Phaser. Se us6 como fuente de radiacién un anodo
de Cu (Cu ka A = 1.5418 A) en un rango de 26 de 5° a 90°, con un tamafio de paso de
0.05°s™,

5.3.2. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman estd basada en la medicion de las vibraciones moleculares
gue pueden ser usadas para obtener informacién quimica y estructural de los materiales.
En la espectroscopia Raman, la muestra es excitada por una radiacidn monocroméatica
visible o infrarroja emitida por un laser, y se registra la radiacion dispersada en un angulo
de 90°. Sin embargo, la mayoria de la luz dispersada es de la misma frecuencia que la
fuente de excitacion, debido a que la energia liberada es igual a la absorbida, la cual es
conocida como dispersién elastica o Rayleigh. No obstante, una pequefia fraccion de la
luz dispersada presenta el fenébmeno de dispersion inelastica o Raman, la cual ocurre
cuando una molécula acaba en un nivel energético mas elevado o mas bajo que el inicial.
En el primer caso la energia liberada es menor a la absorbida, lo cual genera una
disminucién en la frecuencia de la radiacion y es llamada dispersion Raman Stokes. Por
otra parte, cuando una molécula acaba en un nivel energético menor, donde la energia
liberada es mayor a la absorbida, aumenta la frecuencia de la radiacién y se le conoce

como dispersién Raman anti-Stoke®%.61,

Al graficar la intensidad Raman contra el numero de onda, se obtiene el espectro Raman
de la muestra, donde los picos se posicionaran en frecuencias que corresponden a los

niveles de energia de las diferentes vibraciones del grupo funcional. Esto permite la
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identificacion de un compuesto, asi como las fases presentes en el mismo por medio del
namero, intensidad y posicion de las bandas presentes en el espectro, debido a que son

Unicas para cada compuesto?’.

Los espectros Raman fueron registrados usando un microscopio Raman Thermo
Scientific modelo DXR equipado con un laser de diodo con longitud de onda de 780 nm
como fuente de radiacion. El espectro fue registrado entre 24 a 1000 cm, con una

resolucion estimada de 1.5 a 2.8 cm™.

5.3.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica no destructiva que permite identificar grupos
funcionales a través de la determinacion de la frecuencia a la cual vibran los enlaces de
los grupos funcionales, generando bandas de absorcién en el rango de la region del
infrarrojo. Un espectro infrarrojo se obtiene cominmente haciendo pasar la radiacion
infrarroja a través de la muestra y registrando la energia a la que absorbe la radiacion.
La absorcion de la sefial IR incidente se debe a la diferencia entre el estado fundamental

y el estado excitado o vibracional de las moléculas.

Los espectros de transmision o reflexion (modo de reflectancia total atenuada (ATR) o
reflectancia difusa) muestran los modos vibracionales especificos y caracteristicos de
cada estructura molecular los cuales dependen de la fuerza de enlace, la estructura y las
masas de los atomos. Finalmente, en un espectro infrarrojo se distinguen dos regiones
las cuales permiten identificar un compuesto, la primera es la region de grupos
funcionales (4000-1400 cm™) y la region de la huella dactilar (1400 a 600 cm™™1)17:61,

En este trabajo la espectroscopia FT-IR con reflectancia difusa fue utilizada para
identificar las bandas correspondientes a los enlaces metal-oxigeno, presentes en los

catalizadores.

Los espectros infrarrojos, en esta investigacion se obtuvieron mediante un espectrometro
FT-IR marca Shimadzu modelo IRAffinity-1S equipado con una celda de reflectancia
difusa marca Pike, promediando 45 escaneos entre 4000 y 400 cm™ con una resolucion

espectral de 4 cm-L.
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5.3.4. Fisisorciéon de nitrégeno (analisis de area superficial y porosidad)

En las aplicaciones fotocataliticas el area superficial efectiva y la porosidad de un
catalizador son parametros que afecten el proceso fotocatalitico, por lo cual es importante
el analisis de estas propiedades. Existen diferentes métodos para determinar el area
superficial y la porosidad, sin embargo, uno de los mas comunmente utilizados es el
método de adsorcion de gas en la superficie de un material solido, siendo el nitrégeno el
gas inerte principalmente usado.

La adsorcion de N2z se produce en la superficie externa y en la superficie de los poros a
una temperatura de 77 K, la cual corresponde a la temperatura de ebullicion del nitrogeno
liguido. EI método mas usado y reportado para calcular el area superficial especifica de
un sélido es el método Brunauer, Emmett y Teller (BET), en el cual, la formacion de la
monocapa de moléculas de gas en la superficie del material es usado para determinar el
area superficial especifica, mientras, que el principio de condensacién capilar se puede
aplicar para evaluar la presencia de poros, volumen de poros y distribucion de tamafios
de poros. Esta técnica comprende evaluaciones de area externa del material y area
interna de los poros para determinar asi el area especifica total del material en unidades

de m2 g-1.17,32

La curva caracteristica de estas mediciones es la isoterma de adsorcion, la cual es una
funcion del volumen o cantidad de gas adsorbido en la muestra con la presion del gas en
fase fluida en condiciones de equilibrio. Esta grafica es construida punto por punto
mediante la introduccion de cargas sucesivas de gas sobre el adsorbente. La IUPAC
clasifico las isotermas de adsorcion en ocho tipos, de las cuales solamente los tipos IV y
V muestran histéresis (Figura 3), es decir, que las isotermas de adsorcion y desorcion no
coinciden en determinada region de presiones relativas, siendo la isoterma tipo IV tipica

para materiales mesoporosos (ancho de poro en el rango de 2 a 50 nm).

Existen diferentes métodos para determinar la distribucion de poros y tamafio de poro
promedio, entre los mas utilizados se encuentran el método BJH y métodos estudiados

mas recientemente como el método de la teoria de la densidad funcional (DFT)®2.
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Figura 3. Clasificacion de a) isotermas de fisisorcion y b) lazos de histéresis. (Tomado del reporte técnico
de la IUPACS?)

En este trabajo el area superficial especifica de los catalizadores fue calculada por el
método BET a partir de datos obtenidos de la isoterma de adsorcion de N2 medidas en
un equipo marca Micromeritics modelo TriStar Il Plus. La distribucion y tamafio de poro
promedio se calcul6 empleando el método BJH (Barrett-Joyner-Halenda) y DFT para
oxidos metalicos. Las muestras de los catalizadores fueron previamente desgasificadas
a vacio a una temperatura de 120 °C por 2 h antes de ser analizadas.

5.3.5. Espectroscopia UV-Vis con reflectancia difusa (DRS).
La DRS (por sus siglas en inglés) es una técnica no destructiva que permite medir las
propiedades 6pticas de muestras en polvo. Esta técnica es util para determinar la energia
de banda prohibida (Eg) (regién de energia entre las bandas de valencia y la de
conduccion) de un material semiconductor. La DRS se basa en la absorcion electronica

de la radiacion electromagnética reflejada en todas las direcciones por una superficie

rugosa de un material. Como fuente de radiacidon electromagnética se utiliza radiacion
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UV-Vis entre 190 y 800 nm, y para obtener la medida de la radiacion que es reflejada en

todas las direcciones se utiliza un accesorio llamado esfera de integracion.

Debido a que las muestras analizadas por DRS presentan fendmenos de dispersion y
absorcién de la radiacion simultdnea, una forma de analizar y describir los datos
recolectados es mediante una teoria que aborda los dos fendmenos. En este contexto, el
modelo de Kubelka-Munk utiliza el coeficiente de dispersion efectivo (S) y el de absorcién

efectivo (K) para describir las propiedades épticas de una muestra en polvo.

En la funcion de Kubelka-Munk, F(R.), se relacionada el coeficiente de absorcion
aparente (K) y el coeficiente de dispersion aparente (S) dados por la ecuaciéon 5.3
_ (1-Rw)* _ K
F(Roo) - 2Roo - S (5-3)

Donde R, es la relacién entre la reflectancia de la muestra y la reflectancia del

estandarl’.63,

De este modo los valores de Eg fueron estimados a partir del intercepto en el eje de

energia de la recta obtenida en el grafico generado ((F(R) hv)l/z vs energia del fotén)

Para calcular la (Eg) de los catalizadores, se analizaron por espectroscopia de
reflectancia difusa UV-Vis (DRS) con un espectrofotometro UV-Vis marca Perkin Elmer
modelo Lambda 365, en el rango de 200 a 700 nm con doble haz y se utilizé el accesorio

de esfera de integracion, con una velocidad de barrido de 300 nm por min.
5.3.6. Espectroscopia de absorcion atomica (EAA)

La espectroscopia de absorcién atomica de flama es una técnica destructiva utilizada
para determinar diferentes elementos en una muestra. Esta técnica es extremadamente
sensible y especifica debido a que las lineas de absorcion atdbmica son estrechas (0.002

a 0.005 nm) y las energias de transicion electrénica son Unicas para cada elemento®?.

En la EAA con flama la muestra en estado liquido es aspirada a través de un tubo capilar
y es conducida hacia un nebulizador y forma pequefias gotas de liquido, las cuales son

enviadas a una flama donde ocurre la atomizacion. Los atomos absorben la luz emitida
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por una lampara de catodo hueco, dicho catodo esta hecho del elemento y elementos
gue se desean determinar. Los métodos de absorcion atdmica miden por medio de un
detector la cantidad de energia en forma de fotones que son absorbidos por la muestra y
esta es comparada con la absorcion de estandares conocidos para cuantificar la

concentracion del elemento.

La concentracion es calculada con base a la ley de Beer-Lambert, donde la absorbancia
es directamente proporcional a la concentracion. La concentracion se obtiene a partir de
una curva de calibracion de estdndares de concentracién conocida. Sin embargo, se debe
conocer para cada elemento el rango de concentraciéon en que se cumple la ley de

Lambert-Beer, dando una relacion lineal®4.

En este trabajo se utilizd la EAA para determinar la concentracion de plata y cobre
incorporada en los catalizadores sintetizados, el equipo empleado fue un
espectrofotometro de absorcion atdmica Varian modelo SpectrAA 220FS. Se utilizaron
las lamparas de catodo hueco de Ag Visimax Il marca Thermo Jarrell Ash y para Cu P814
marca Photron, empleando una llama con aire como gas oxidante y acetileno como gas

combustible, con un flujo de 14 y 1.5 L/min, respectivamente.

Para obtener los iones metalicos en la disolucién, los catalizadores fueron digeridos
basandose en el método 3052 de la EPA®S. Para este procedimiento, se afiadieron en un
vaso de teflon Xpress de 75 mL 10 mg de cada catalizador y se agregd una mezcla de
acidos concentrados (HCI:HNOs:HF (1:3:1)). Posteriormente, se llevd a cabo una pre-
digestion de las muestras por 30 min a temperatura ambiente y a continuacion se realizé
la digestion de estas en un microondas marca CEM modelo MARS 6, con una rampa de
temperatura de 10 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 180 °C por 20 min.
Finalmente, los catalizadores digeridos fueron trasvasados a tubos Falcon y se diluyeron

a 10 mL con agua bidestilada.

5.3.7. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido SEM (por sus siglas en inglés) es una técnica

ampliamente utilizada para obtener informacion topografica y morfoldgica de la superficie
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de un material a escala nhanométrica y micrométrica, ademas, es utilizada para realizar la
caracterizacion de la composicion quimica de la muestra. El fundamento de esta técnica
se basa en la utilizacion de un haz de electrones, el cual se encuentra generalmente en
la regién de energia de 0.2-40 keV y es emitido comunmente por un filamento de
tungsteno que es calentado por corriente a mas de 2500 °C®¢87. El haz de electrones
generado es enfocado sobre la superficie de la muestra para formar un punto de
aproximadamente 0.4-5 nm, y escanea la muestra formando asi una imagen 2D de la

misma?l’.

La formacion de imagenes en SEM depende de la adquisicion de sefiales producidas por
la interaccion del haz de electrones con la muestra. Estas interacciones pueden ser
divididas en dos categorias principalmente como interacciones elasticas e interacciones
inelasticas. La dispersion elastica resulta de la desviacion del electron incidente por el
ndcleo atémico de la muestra o por los electrones de la capa externa de energia similar,
esta dispersion se caracteriza por una pérdida de energia insignificante durante la
colision. Los electrones que se dispersan a mas de 90° son llamados electrones
retrodispersados (BSE, por sus siglas en inglés) y producen una sefial util para obtener
imagenes de la muestra que contiene informacion sobre la composicién de la muestra.
Por otra parte, en la dispersion inelastica se dan interacciones entre los electrones
incidentes y los electrones de la muestra, dando como resultado que el electrén incidente
transfiera energia al atomo, esta excitacion conduce a la generacién de electrones
secundarios (SE, por sus siglas en inglés), los cuales pueden también ser usados para
obtener imagenes de la muestra y contienen informacion de la topografia de la superficie.
Ademas, de estas sefales que son utilizadas para generar imagenes, también se
producen otras sefiales cuando el electron interacciona con la muestra, como emision de

rayos X caracteristicos, electrones Auger y catodoluminiscencial’-,

En la actualidad, los microscopios modernos pueden producir imagenes compuestas SE-
BSE, las cuales contienen informacion sobre la topografia y composicion. Estos
instrumentos por lo general estan equipados con un detector de espectroscopia de
dispersion de energia de rayos X (EDS), que permiten realizar el analisis elemental u

obtener informacién quimica de la muestra.
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En este trabajo la morfologia de la superficie y el tamafio de las nanoparticulas de los
catalizadores se analizaron a partir de imagenes SEM utilizando un microscopio JEOL
JSM 6701F. Estas imagenes fueron tomadas en el modo de imagen de electrones
secundarios con un voltaje de aceleracion de 5.0 kV y una magnificacién de 50,000X.

5.3.8. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X es una técnica utilizada para determinar la
composicién quimica y estados de oxidacion de los elementos presentes en la capa

superficial de un material (1-10 nm).

El fundamento de esta técnica se basa en el efecto fotoeléctrico, este ocurre, cuando
inciden fotones de rayos X sobre un material generando la emision de fotoelectrones
desde la superficie de éste. La emision de los electrones ocurre cuando se usa un haz
monocromatico de rayos X (principalmente catodos de Al-ka (1,486.6 eV) o Mg-ka
(1,253.6 eV)), en un ambiente de ultra alto vacio (108 a 10-1° mbar)'’.

La energia de los fotoelectrones que son emitidos de la muestra son caracteristicos para
cada elemento y corresponde a la energia de enlace (EE), esta energia también se ve
afectada por el estado de oxidacion, el entorno del enlace, la identidad de los &tomos
MAs cercanos, etc., por lo que permite determinar el estado oxidacién de los &tomos que

se encuentran en la muestra®’.

La ecuacion que relaciona la energia de enlace del fotoelectron emitido con la energia

cinética (EC) de los electrones esta dada por la ecuacion 5.4
EE =hv—EC — ¢ (5.4)

Donde hv es la energia del foton incidente y ¢ es la funcion trabajo, que depende tanto
del espectrémetro como del material, por lo que a menudo se trata como un factor de

correccion instrumental ajustable.

El espectro resultante consiste en una gréafica del nimero de fotoelectrones detectados

en funcién de la energia de enlace. El analisis de estos espectros permite obtener la
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composicion elemental de la superficie al ser comparada con materiales estandares o

utilizando base de datos de XPS17:67,

La composicion de la superficie y los estados de oxidacién de los elementos en los
catalizadores se determinaron utilizando un espectrémetro de fotoelectrones de rayos X
modelo PHI 5000 Versa Probe Il con una fuente de radiacion monocromatica de Al-Ka
(1486.6 eV).

5.4.INACTIVACION DE E. coli Y S. typhimurium MEDIANTE FOTOCATALISIS
HETEROGENEA UTILIZANDO CATALIZADORES DE Ag-Cu/TiO2

5.4.1. Reactivos

TiO2 Degussa P25 (Aeroxide), agar Chromocult® Coliform (Merck), agua destilada, NaCl

(>99.5%, Sigma-Aldrich) y etanol (<99.6%, DEQ).

5.4.2. Materiales y equipos

En la Tabla 6 se describen los materiales y equipos que se utilizaron para evaluar el

desemperio fotocatalitico de los catalizadores en la inactivacion de las bacterias de

estudio.

Tabla 6. Lista de materiales y equipo usados para la eliminacién de los microorganismos mediante
fotocatalisis heterogénea.

Equipos y/o materiales Marca Modelo
Simulador solar Atlas Sunset XLS+
Balanza analitica Ohaus® Pioneer™ PA224C
Plancha de calentamiento y agitacion Fisher Scientific Isotemp
IKA C-MAG HS10
Congelador Whirpool Wc10001q
Material de vidrio Pyrex NA
Radiometro Kipp & Zonen CUV5 UV
Autoclave automatica All American 75X
Incubadora de baja temperatura Lab Campanion IL-11
Campana de flujo laminar Prendo CFL 101 NW
Micropipeta 100-1000 uL Accumaxium Smart SVA-600
Cajas Petri desechables estériles DEQ -
Agitador Vortex Fisher Scientific 945404
Microprobeta conica de polipropileno Eppendorf -
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5.4.3. Evaluacion de la actividad fotocatalitica de los catalizadores

Ag-Cu/TiO2 en la eliminaciéon de E. coliy S. typhimurium

Con base en los resultados obtenidos en la deteccion de las bacterias en los diferentes
puntos de la PTAR se eligieron las bacterias E. coli (ATCC 11229) y S. typhimurium
(ATCC 14028) como microorganismos modelo para evaluar la actividad fotocatalitica de
los materiales sintetizados. Ambos microorganismos se cultivaron por separado en agar
nutritivo (BD Bioxon) a 37 °C durante 24 h y luego se recuperaron en disolucion salina
(0.85% m/m NaCl) para obtener una suspension con una concentracion de células
bacterianas de aproximadamente 3 a 6 x 108 UFC/mL de cada microorganismo ajustada
con el nefelémetro de McFarland.

Los experimentos de inactivacion fotocatalitica se realizaron en un reactor discontinuo
cerrado de vidrio Pyrex utilizando un simulador solar Suntest XLS+ (Atlas), el cual emplea
una lampara de xenon equipada con un filtro de luz diurna que emite radiacion de 300 a
800 nm y fue configurado para emitir una radiacién UV instantanea de 30 W/m2 que
corresponde a un dia de luz solar natural promedio. Para cada experimento se afiadio
una suspension de cada bacteria a 200 mL de agua destilada estéril, para obtener una
cantidad final de 10®° UFC/mL de cada microorganismo, esta disolucion se dej6 en
oscuridad con agitacion magnética durante 30 min antes de afiadir el catalizador; en este
momento, se tomd la muestra inicial del experimento de desinfeccion y se inicio la
irradiacion de la solucion. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 1.0 mL en recipientes
estériles (tubo Eppendorf) sin retirar el catalizador a diferentes tiempos de tratamiento
para evaluar el proceso fotocatalitico en términos de inactivacion de bacterias en funcion

de la reducciéon de UFC/mL.

El método de dilucion y siembra en placa se utilizé para establecer el nimero de células
bacterianas viables durante el proceso, para ello, se esparcieron 100 pL de la dilucion
apropiada de la muestra en la superficie de una placa Petri que contenia agar Chromocult
Coliform (Merck) procurando mantener homogénea la muestra utilizando un mezclador

vortex (Fisher Scientific) previo a la siembra. Las placas ya inoculadas fueron incubadas
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en posicion invertida durante 24 h a 37 °C. En este medio, E. coli produce colonias de

color azul oscuro y S. typhimurium genera colonias blancas.

Adicionalmente, se realizaron pruebas control como desinfeccion solar (SODIS) (E. coli
y S. typhimurium + radiacién solar sin catalizador) y actividad bactericida de los
catalizadores (E. coli y S. typhimurium + catalizadores en oscuridad). Asi como pruebas
con los catalizadores dopados individualmente (Ag-TiO2 y Cu-TiO2) y el catalizador sin
dopar (TiO2). Durante los experimentos, la temperatura de la disoluciéon nunca superé los
37 °C y se mantuvo entre 30y 34 °C.

Para evaluar el efecto de la incorporacion de Ag (0.3-2.1% m/m) y Cu (0.3-2.1% m/m) en
los catalizadores y la cantidad de catalizador (0.1-0.5 g/L) usado durante la inactivacion
fotocatalitica de E. coli y S. typhimurium, se utilizé un disefio de experimentos central
compuesto centrado en las caras 22 (a = 1) con tres réplicas en los puntos centrales. Se
llevaron a cabo un total de 17 experimentos en orden aleatorio y las constantes de
velocidad de inactivacion (kapp) de los dos microorganismos se utilizaron como variable
de respuesta. En la Tabla 7 se muestran los experimentos que fueron realizados en el
disefio de experimentos. Los datos se analizaron utilizando el software Design Expert
7.0.0 donde el analisis de varianza (ANOVA) fue utilizado para analizar los resultados y

estimar la significancia.

Bajo la mejor condicion se llevaron a cabo pruebas para observar la reactivacion del
microorganismo después de finalizado el tratamiento, para ello se mantuvo bajo
oscuridad el agua tratada a temperatura ambiente y se recolectaron muestras a 24 y 48
h con el fin de evaluar si los microorganismos se reactivan o se reproducen una vez que

el proceso haya terminado.

Por dltimo, el material co-dopado Ag-Cu/TiOz 1.2:1.2 % m/m fue evaluado en la
eliminacion de los dos microorganismos en mezcla en el efluente del tratamiento

secundario de una PTAR previamente esterilizada.
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Tabla 7. Disefio de experimentos central compuesto 22 para la eliminacién de E. coliy S. typhimurium

empleando el catalizador co-dopado Ag/Cu-TiOs.

Prueba #experimento % m/imAg % m/m Cu Cantidad de catalizador
aleatorizado (g/L)
1 18 0.3 0.3 0.1
2 1 2.1 0.3 0.1
3 9 0.3 2.1 0.1
4 4 2.1 2.1 0.1
5 2 0.3 0.3 0.5
6 16 2.1 0.3 0.5
7 5 0.3 2.1 0.5
8 6 2.1 2.1 0.5
9 19 0.3 1.2 0.3
10 14 2.1 1.2 0.3
11 13 1.2 0.3 0.3
12 20 1.2 2.1 0.3
13 8 1.2 1.2 0.1
14 12 1.2 1.2 0.5
15 7 1.2 1.2 0.3
16 10 1.2 1.2 0.3
17 11 1.2 1.2 0.3

5.5. INACTIVACION DE E. coli Y S. typhimurium MEDIANTE EL PROCESO FOTO-
FENTON UTILIZANDO OXIDO DE HIERRO (Ill) (A-Fe203y a-Fe203)

5.5.1. Reactivos

Perdxido de hidrégeno (30 % m/m, grado reactivo ACS, Sigma-Aldrich), maghemita y
hematita (grado reactivo <98%, Sigma-Aldrich), agar Chromocult® Coliform (Merck),
agua destilada, NaCl (>99.5%, Sigma-Aldrich) y etanol (<99.6%, DEQ).

5.5.2. Materiales y equipos

Los materiales y equipos usados para la evaluacion del proceso foto-Fenton en la
eliminacion de los microorganismos de estudios son los mismos presentados en la Tabla
6.
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5.5.3. Evaluacion del proceso foto-Fenton en la inactivaciéon de E. coliy S.

typhimurium

Se utilizé el mismo montaje experimental y procedimiento descrito en la seccion 5.4.3.
Sin embargo, el proceso foto-Fenton en la eliminacidon de E. coli y S. typhimurium bajo
radiacion solar simulada se evaludé utilizando un disefio de experimentos central
compuesto centrado en las caras de dos factores y dos niveles (22), obteniendo como
respuesta las constantes de velocidad de inactivacion (kapp) de los dos microorganismos.
Los parametros evaluados en el disefio de experimentos fueron cantidad de Fe®* en
suspension (0.6, 1.5 y 2.4 mg/L) proveniente de maghemita y cantidad de peréxido de
hidrégeno adicionado (2, 6 y 10 mg/L) a un pH fijo de 6.5. En la Tabla 8 se muestran los
experimentos que fueron realizados en el disefio de experimentos. Ademas, se realizaron
pruebas control como fotocatalisis heterogénea con el 6xido de hierro, adicién de

peréxido de hidrogeno con y sin luz y el proceso Fenton en ausencia de radiacion.

Tabla 8. Disefio de experimentos central compuesto 22 para la eliminacion de E. coliy S. typhimurium
empleando foto-Fenton heterogéneo con maghemita.

Prueba # experimento aleatorizado Fe3* (mg/L) H.02 (mg/L)
1 7 0.6 2
2 6 2.4 2
3 9 15 2
4 2 15 6
5 5 15 6
6 8 15 6
7 11 0.6 6
8 3 2.4 6
9 1 0.6 10
10 4 2.4 10
11 10 15 10

A la mejor condicion se compard con el proceso foto-Fenton usando 6xido de hierro (ll1)
fase hematita a las mismas condiciones. También se realizaron pruebas para observar si

existe reactivacion del microorganismo después de finalizado el tratamiento aplicado.
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Adicionalmente, se evaluo la mejor condicion encontrada del proceso foto-Fenton para la
eliminacién de los dos microorganismos en un efluente del tratamiento secundario de una

PTAR previamente esterilizada.

5.6.CINETICA DE ELIMINACION DE LOS MICROORGANISMOS MEDIANTE LOS
PROCESOS ESTUDIADOS

Se calcularon las constantes de velocidad de eliminacion de los microorganismos E. coli
y S. typhimurium ajustando los valores experimentales obtenidos en los tratamientos a
un modelo cinético ampliamente utilizado para este propdsito, el modelo de Hom®%-"1, Las
variables que fueron ajustadas son k,,y m. Este modelo estudia la velocidad de
mortalidad de la poblacién de bacterias durante el proceso. A continuacién, se muestra

la ecuacion del modelo y los coeficientes cinéticos.
Log&= —k x C" xt™ = —kgp, + t™ (5.5)
Ny

Donde N; es el conteo de colonias a cada tiempo, N, son el nimero colonias iniciales, k
es la constante de velocidad de eliminacion de primer orden, kg, es la constante de
velocidad aparente, C es la concentracion del desinfectante, n es la constante de dilucion
y m es la constante empirica del modelo.

5.7. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS PROCESOS SOBRE LAS ESTRUCTURAS
BACTERIANAS MEDIANTE LA TECNICA DE SEM.

La observacion de imagenes de SEM de células bacterianas se llevé a cabo en diferentes
etapas del tratamiento, se tomaron imagenes al inicio, mitad y final de los procesos
fotocataliticos (fotocatalisis heterogénea y foto-Fenton heterogéneo), esto con el fin de
detectar cualquier cambio de la estructura celular de las cepas de estudio producida por
los procesos empleados. A continuacion, se describe la metodologia empleada para el

procesamiento de las muestras y toma de las imagenes de SEM.
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Se tomaron muestras de 200 mL al tiempo inicial (O min), tiempo intermedio (5 min para
fotocatalisis heterogénea y 1 h para foto-Fenton heterogéneo) y tiempo final (15 min para
fotocatélisis heterogénea y 2 h para foto-Fenton heterogéneo), las alicuotas fueron
centrifugadas a 4000 rpm, se retir0 el sobrenadante y fueron fijadas con 1 mL de

glutaraldehido al 3% en buffer de fosfatos (pH 7.4) hasta su posterior tratamiento.

Posteriormente, cada una de las alicuotas fue lavada con 1 mL de buffer de fosfatos
durante 10 min y después fue centrifugada por 5 min a 8000 rpm y se retird el
sobrenadante antes de adicionar la nueva solucién buffer, este procedimiento se repitio

en tres ocasiones.

Adicionalmente, se realiz6 la postfijacion con tetréxido de osmio (OsOa4) al 2% en buffer
por 2 h, afladiendo 1 mL a cada alicuota, después de este tiempo, se lavé cambiando el
buffer y afadiendo nuevo buffer de fosfatos por 10 min y se centrifug6 por 5 min a 8000
rpm, este procedimiento de lavado fue realizado en tres ocasiones, en esta parte del
procedimiento se mantuvo la temperatura de las muestras en 4 °C. A la misma
temperatura se llevé a cabo la deshidratacion de las muestras con etanol-agua V:V a 40,
50, 60, 70, 80, 90, 95 y 100% de etanol. A continuacién, se sometié a secado a punto
critico en el equipo Tousimis Samdri-PVT-3D, las muestras ya secas fueron montadas
sobre un portamuestra de aluminio (pin) con cinta carbon doble cara. Estos pines con la
muestra ya incorporada fueron recubiertos con oro en el equipo Cressington Modelo 108

auto.

Por ultimo, se obtuvieron las micrografias en el SEM modelo Quanta FEG 250 de FEl,
estas imagenes fueron tomadas en el modo de imagen de electrones secundarios y
electrones retrodispersados con un voltaje de aceleracion de 20 kV y una magnificacion
entre 12,000X y 24,000X.

5.8.DISPOSICION DE RESIDUOS

Los residuos generados fueron depositados en los contenedores correspondientes de
acuerdo con la clasificacion otorgada por el departamento de manejo y control de

residuos de laboratorio de la FCQ de la UANL. De forma resumida los residuos de la
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sintesis de los materiales fueron depositado en los contenedores C y E segun
correspondio y los residuos de los tratamientos fotocataliticos fueron depositados en
bolsas rojas para residuos peligrosos biologico-infecciosos, los cuales fueron
esterilizados a 121°C por 20 min, antes de su disposicion final.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos, los cuales corresponden a la

caracterizacion fisicoquimica de las muestras de la PTAR, la deteccion de E. coli y

Salmonella spp en el efluente, la caracterizacion de los catalizadores sintetizados y los

experimentos de desinfeccion con los procesos de fotocatalisis heterogénea utilizando el

catalizador co-dopado Ag-Cu/TiO2 y el de foto-Fenton heterogéneo con maghemita y

hematita bajo radiacién solar simulada.

6.1. MUESTREO DE LA PLANTA TRATADORA DE AGUA RESIDUAL

PARQUE -
40§ m;)ﬁzn&\[;\l Ciudad Prados de
~ ESCOBEDO General Santa Rosa

VALLE DE Parque Escobedo =2
LINCOLN Industrial tes)

Ciudad Mitras

Reserva
Natural Estatal JOYAS DE

Hacienda de Cerro del ANAHUAC

San Juan de ;

Buenavista TopolGhice

San Nicolas
de los Garza
o ] [ 1]
25°41'04.2"N
o ] "w SQUES o
100°27°07.2"W  suaiis &)
Reserva
2 tgral (o)
Est Sierra i
viitras
MITRAS CENTRO
e
) t40)
@ Monterrey
CENTRO DE
A CENTRO
Santa Catarina a0} GUADALUPE Guadalupe
\4@ San Pedro VALLE ORIENTE

Garza Garcia
CONTRY/

Monumento
Natural Cerro
= de la Silla

Figura 4. Localizacion de la PTAR muestreada.

La PTAR donde se realizo el muestreo se encuentra ubicada en el area metropolitana de
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Monterrey, N.L. (Fig. 4) y tiene como propdésito tratar agua de origen doméstico e

industrial para obtener un efluente que pueda ser utilizado para fines industriales y
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agricolas, por lo cual debe asegurarse de cumplir los requerimientos que presentan sus
clientes, como es la disminucion de la carga organica, la eliminacién de microorganismos

patégenos, pH, temperatura, conductividad y dureza.

6.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras recolectadas en la
PTAR

Para la recoleccion de las muestras de agua de la PTAR se realizaron tres periodos de
muestreo, uno en agosto de 2018, el siguiente en febrero de 2019 y el dltimo en marzo
de 2021. Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de las muestras

recolectadas de la PTAR en las diferentes etapas son mostrados en las Tablas 9y 10.

Tabla 9. Caracterizacion de la muestra de agua recolectada en agosto de 2018

Etapas de muestreo Parametro
Temperatura (°C) pH Conductividad (mS/cm)
Clarificador primario 25.3 7.54 1356
Clarificador secundario 25.2 7.20 1137
Después de cloracion 25.4 7.17 1164

En el primer periodo de muestreo (Tabla 9), solamente se midieron tres pardmetros los
cuales fueron temperatura, pH y conductividad. Los valores de pH y de temperatura son
los Unicos parametros que se encuentran normados y los dos se encuentran dentro del
rango permisible en descargas de agua residual tratada en agua y bienes nacionales
(NOM-001-SEMARTNAT-1996) y agua residual tratada para su retso (NOM-003-ECOL-
1997), los cuales son para pH de 5 a 10 unidades y para la temperatura que sea inferior
a 40 °C. Sin embargo, los pardmetros de conductividad, COT, oxigeno disuelto y

concentracion de iones no se encuentran legislados para este tipo de efluentes.

Ademas, se observo que los valores de pH, conductividad y temperatura fueron similares
en las muestras recolectadas en las diferentes etapas de la PTAR. Asimismo, estos
pardmetros fueron analogos a los obtenidos en los periodos de muestreo de febrero de
2019 y marzo de 2021 (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracterizacion de las muestras de agua residual recolectadas en febrero de 2019 y marzo de

2021
Pardmetro Etapa de muestreo
Febrero 2019 Marzo 2021
Clarificador Clarificador Después de Clarificador
primario secundario cloracion secundario
Temperatura (°C) 17.90£0.10 19.33 £ 0.06 18.03+£0.21 N.R
Oxigeno disuelto(mg/L) 1.88 £ 0.46 5.18+0.16 7.58 £ 0.03 N.R
Conductividad (mS/cm) 1426 + 13.1 1180 + 10.2 1244 +10.1 1337 £ 11.2
pH 7.50 £ 0.04 7.37 £ 0.07 6.83 £ 0.03 7.14+£0.01
COT (mg/L) 172.46 + 1.69 22.63 +0.00 19.55+0.71 4.21 +0.99
Cl (mg/L) 97.60 + 0.73 56.42 + 0.02 41.17 £ 0.35 73.00 £ 2.00
Fluoruros (mg/L) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cloruros (mg/L) 101.4+0.1 107.4+0.7 173.2+2.3 85.82 + 0.7
Nitritos (mg/L) N.D N.D N.D N.D
Nitratos (mg/L) 13.2+0.5 134+2.1 59.2+0.8 16.28 £ 1.0
Fosfatos (mg/L) 242+15 25.8 + 3.6 259+15 3.94+0.8
Sulfatos (mg/L) 152.6 £1.9 223.4+6.0 226.4 + 3.0 14055+ 1.7

n=2, + desviacion estandar

N.D= no detectado

N.R= no registrado
LOQ= limite de cuantificacién

Se detectdé un aumento del oxigeno disuelto en las muestras del clarificador secundario
y después de cloracién con respecto a la muestra del clarificador primario, esto se debe
a que en el tratamiento biolégico se burbujea aire para llevar a cabo el proceso,
aumentando asi el oxigeno disuelto en el medio; el proceso biolégico se encuentra entre

el clarificador primario y el secundario.

Ademas, se observo que el proceso biolégico y de cloracion logro disminuir el carbono
organico total en un 89%, mientras que el carbono inorganico se redujo en un 58% al final
del tratamiento. Por otra parte, se detectaron en las muestras los aniones cloruro, nitrato,
fosfato y sulfato, encontrando en mayor concentracién a los cloruros (85.82 a 173.2 mg/L)
y sulfatos (140.55 a 226.4 mg/L).

Los valores de los parametros medidos fueron comparados con los reportados por
diversos autores para efluentes de una PTAR, encontrando que los parametros como pH,

temperatura, conductividad, oxigeno disuelto, COT, CI, asi como cloruros, fosfatos,
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nitratos y sulfatos estan dentro del rango comunmente reportado para este tipo de

efluente’2-75,

Cabe resaltar que la determinacién de diferentes parametros como COT, CIl y iones
presentes en el agua residual es de gran importancia en la evaluacion de la eficiencia de
los procesos fotocataliticos por el efecto que pueden tener estas especies como
secuestradores del radical -OH. Por este motivo es importante tener en cuenta los valores
obtenidos de la muestra recolectada a la salida del clarificador secundario (2021), ya que

ésta fue utilizada como matriz para evaluar los tratamientos fotocataliticos.

6.1.2. Deteccion de E. coli en diferentes etapas del tratamiento de la PTAR.

En primer lugar, se realizé la deteccidn de E. coli en las muestras de agua recolectadas

en las tres etapas de una PTAR. El procedimiento es ilustrado de manera resumida en la

Figura 5.
L3
E. coli
Muestra
Efluente clarificador
primario Incuba 24 h Incuba 24 h
Efluente clarificador Incuba 24 h Incuba 24 h Pruebas
secundario 37°C bi ;.
° ° N ° loquimicas
Después de cloracién 37°¢C 45°C 37°¢C q
Campana de Durham H . .
Caldo lactosado Caldo Brila CaldoE.C
Prueba presuntiva Prueba confirmatoria Prueba confirmatoria Agar rojo violeta
coliformes totales coliformes totales coliformes fecales bilis

Figura 5. Procedimiento para la deteccion de E. coli en agua procedente de la PTAR

Para la deteccion de E. coli se llevé a cabo en primer lugar la prueba presuntiva de
coliformes totales utilizando como medio de cultivo el caldo lactosado, este caldo al ser

rico en nutrientes y no contener inhibidores de crecimiento bacteriano, permite el
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crecimiento de las bacterias coliformes, las cuales fermentan la lactosa y producen acido
y gas. Se observo la formacion de gas utilizando campanas Durham (Figura 5) después
de incubar 24 h a 37 °C. Para las muestras de los efluentes de los clarificadores primario
y secundario se presento la generacion de gas y turbidez, lo que indica que la prueba
presuntiva es positiva para coliformes totales; sin embargo, para la muestra recolectada
después de la etapa de cloracion, no hubo presencia de generacion de gas, ni turbidez,
por lo cual la prueba presuntiva se considerd negativa para esta muestra, lo que indicé la
ausencia de coliformes totales, esto se atribuyd a que la toma de muestra se realiz6 a
muy pocos metros de la adicidon de cloro, por lo cual, el contenido de cloro residual
presente en el agua era muy alta. Con base a estos resultados en los pasos posteriores
solamente se trabajé con las muestras recolectadas de los clarificadores primario y

secundario.

A continuacion, se realizé la prueba confirmatoria de coliformes totales, utilizando como
medio de cultivo el caldo verde brillante bilis. Este medio de cultivo contiene peptona
como nutriente y lactosa para un adecuado crecimiento, no obstante, también contiene
inhibidores como la bilis y el verde brillante que actiian como agentes selectivos y evitan
el desarrollo de bacterias gram-positivas y gram-negativas a excepciéon de las coliformes.
Los resultados de esta prueba fueron positivos para prueba confirmatoria de coliformes

totales en ambas muestras’®77.

Posteriormente, se llevo a cabo la prueba confirmatoria de coliformes fecales, para lo cual
se utilizé el caldo EC. Este medio cuenta con tripteina como fuente de péptidos,
aminodcidos y nitrégeno, ademas de lactosa, lo cual favorece el crecimiento de bacterias
coliformes; sin embargo, también contiene sales biliares que inhiben el crecimiento de
bacterias gram-positivas’®. Los resultados de esta prueba se obtuvieron al incubar por 24
ha 45 °C, y dio como resultado positivo para la prueba confirmatoria de coliformes fecales
en las dos muestras recolectadas de los clarificados, lo que indica la presencia de estos
microorganismos. En seguida, se extrajo una asada de los cultivos en caldo EC y se
sembrd en el medio de cultivo agar rojo violeta bilis utilizando la técnica de aislamiento
por estriado en tres campos. En este medio de cultivo, la peptona y el extracto de levadura
son usados como nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, mientras que las

sales biliares y el cristal violeta acttan como inhibidores de crecimiento de bacterias
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gram-positivas. Adicionalmente, este medio también contiene lactosa y rojo neutro, este
altimo actia como indicador de pH, y produce un viraje rojo intenso en presencia de
acidez en el medio debido a la precipitacién de bilis’®. Las cajas Petri con el agar rojo
violeta bilis que contenian las muestras provenientes del clarificador primario y
secundario fueron incubadas por 24 h a 37 °C. En la caja Petri donde se sembré la
muestra del clarificador primario no se obtuvieron colonias caracteristicas de E. coli; sin
embargo, en la caja Petri con la muestra del clarificador secundario si se observaron
varias colonias tipicas bien aisladas de E. coli por lo cual, se decidi6 seleccionar tres de
estas colonias y someterlas a pruebas bioquimicas para verificar que se tratara de

colonias de E. coli.

Las tres colonias aisladas fueron rotuladas como 1, 2y 3, y se les realizaron seis pruebas
bioquimicas para identificar E. coli. En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos
y ademas se afiadio una columna donde se muestran los resultados tipicos de colonias

de E. coli para cada prueba. Donde los signo “+” y “-” indican que la prueba dio positiva
0 negativa respectivamente. A continuacion, se describen los resultados de las pruebas

bioguimicas mostradas en la Tabla 11.

La primera prueba que se realizé fue el sembrado por estriado en agar eosina azul de
metileno (EMB). Este agar contiene peptona para favorecer el crecimiento microbiano y
contiene los indicadores eosina y azul de metileno, los cuales permiten diferenciar entre
organismos que son capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, de los que no son
capaces, ademas, estas dos sustancias actian como inhibidores para bacterias Gram
positivas. Las cepas de E. coli fermentan la lactosa y generan colonias color negro
azulado y ademas presentan un caracteristico brillo verde metalico en la superficie del
agar debido a una rapida fermentacion de la lactosa’®. Las tres muestras analizadas
generaron colonias negras azuladas con presencia de brillo verde metalico después de
24 h de incubacién a 37 °C, por lo cual dieron positivo a las caracteristicas tipicas de las

colonias de E. coli.
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Tabla 11. Resultados de pruebas bioquimicas E. coli, para tres colonias tipicas aisladas del efluente
secundario de la PTAR recolectado en febrero de 2019

Medio Colonia /Caracteristica 1 2 3 E.col
EMB Brillo verde metalico S S +
Colonias azules negras + + o+ +
Citrato de Simmons Cambio de coloracién - - - -
MR-VP (rojo de metilo) Color rojo + + o+ +
MR-VP (Voges Proskauer) Color rojo - - - -
Movilidad S S +
SIM Color rojo en la superficie (indol) + + o+ +
Produccion de HzS (color negro) - - - -
Amarillo + + o+ +

TSI .

Produccion de gas + + o+ +

Producciéon de H2S - - - .

Por otra parte, se llevaron a cabo las pruebas con el agar citrato de Simmons que permite
la diferenciacion de bacterias gram-negativas. En este medio de cultivo, el fosfato
monoamoénico y el citrato de sodio son las Unicas fuentes de nitrégeno y carbono,
respectivamente, y ademas contienen azul de bromotimol el cual actiia como indicador
de pH produciendo un cambio de color verde (neutro) a azul (alcalino) en presencia de
organismos capaces de utilizar el citrato como fuente de carbono, produciendo una
reaccion alcalina. E. coli no contiene la enzima citrato permeasa, por lo cual no es capaz
de metabolizar el citrato, por ello no generan ningn cambio en la coloracién del agar’®.
En este analisis las tres colonias seleccionadas dieron negativas para la prueba con el
agar citrato de Simmons, sin generar cambio de color en el agar después de ser
incubadas a 37°C por 24 h.

Otro medio de cultivo utilizado fue el MR-VP, el cual es util para clasificar enterobacterias.
En este medio, la pluripeptona actia como fuente de nutrientes para el crecimiento
bacteriano y la glucosa es el carbohidrato fermentable. Debido a que la glucosa puede
ser metabolizada por diferentes vias, se pueden generar sustancias acidas (acido lactico,
acido aceético, acido formico) o neutras (acetil metil carbinol) como productos finales
dependiendo de la via metabdlica. Para observar esta diferencia, se agregan dos
indicadores por separado, uno es el rojo de metilo, el cual revela la presencia de

productos acidos y el otro es el alfa naftol e hidroxido de potasio los cuales muestran la
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presencia de productos finales neutros’®. Las dos pruebas fueron realizadas después de
incubar 24 h a 37 °C. Para la primera prueba MR-VP (rojo de metilo) las tres colonias
seleccionadas dieron positivo mostrando un color rojo en el medio, caracteristico de las
cepas de E. coli que generan productos &cidos. Por consecuente, no deberian generarse
productos finales neutros, lo cual se evidencio realizando la prueba de Voges Proskauer,

misma que dio negativa para las tres colonias seleccionadas.

Posteriormente, se llevd a cabo una prueba en el medio SIM, el cual es util para
diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae. Este medio de cultivo contiene
tripteina y peptona como nutrientes para el crecimiento bacteriano; el triptéfano
proveniente de la tripteina puede ser metabolizado por algunas bacterias para producir
indol mediante un conjunto de enzimas llamadas triptofanasa. El indol producido se
mezcla con el aldehido del reactivo de Kovac's (p-dimetilaminobenzaldehido) y forma un
compuesto quinoidal de color rojo violeta. Por otra parte, a partir del tiosulfato de sodio
algunos microorganismos pueden generar acido sulfhidrico, el cual reacciona con el
hierro presente en el medio formando sulfuro de hierro, un precipitado de color negro.
Ademas, contiene agar a una concentracion que le otorga una propiedad de ser
semisoélido con la que se puede detectar la movilidad (0.35%)787°. La produccién de H2S
y la movilidad fueron evaluados después de un periodo de incubacion de 24 h a 37°C,
mientras que la prueba de indol fue evaluada después de afiadir el reactivo de Kovac's.
Los resultados obtenidos para las tres colonias seleccionadas fueron los mismos, dieron
positivo a las pruebas de movilidad y produccién de indol (color rojo en la superficie) y
negativo para la produccion de HzS; estas caracteristicas son tipicas en las cepas de E.

coli.

Por ultimo, se realizé la prueba con el agar triple azucar hierro (TSI), este agar es utilizado
para diferenciar enterobacterias, en base a la fermentacion de diferentes azucaresy a la
produccion de H2S. Este medio contiene extracto de carne y pluripeptona como nutrientes
para el desarrollo de las bacterias, contiene lactosa, sacarosa y glucosa como carbono
fermentable, ademas, tiosulfato de sodio como sustrato necesario para la produccion de
H2S y el sulfato de hierro y amonio como fuente de hierro, que puede reaccionar con el
acido para producir sulfuro de hierro, de color negro. Adicionalmente, este agar incluye
rojo de fenol como indicador de pH, el cual hace que el agar cambie de color a amarillo

50



en medio acido’®. Los resultados para esta prueba fueron obtenidos luego de inocular las
colonias seleccionadas en el agar TSI e incubar por 24 h a 37°C, los resultados obtenidos
para las tres colonias fueron los mismos, la coloracion del agar fue completamente
amarillo y hubo generacion de gas debido a que el microorganismo fermenta glucosa,
lactosa y/o sacarosa; no se observé ennegrecimiento del medio, por lo cual no hay

produccion de H2S, caracteristicas que son tipicas de cepas de E. coli.

Mediante estas pruebas bioquimicas se evidencié que las colonias analizadas tienen
todas las caracteristicas tipicas de cepas de E. coli (Tabla 11), por lo cual se concluye
gue si esta presente esta bacteria en la muestra de agua recolectada en febrero de 2019
del efluente del clarificador secundario de la PTAR y se podria deducir que también se

encuentra en la muestra obtenida del clarificador primario.

6.1.3. Deteccion de Salmonella spp en diferentes etapas del tratamiento.

Para la deteccidén de Salmonella spp en las muestras de diferentes etapas del tratamiento
de la PTAR, se realiz6 un pre-enriquecimiento no selectivo utilizando caldo lactosado
para cada una de las muestras, las cuales fueron incubadas por 24 h a 37 °C.
Posteriormente, se tomaron dos muestras del caldo lactosado de cada etapa y se
sembraron en dos medios de enriquecimiento, los cuales fueron incubados por 24 h a 37
°C.

El primer medio de enriquecimiento fue el caldo tetrationato con adicion de iodo-ioduro.
El caldo tetrationato contiene peptona como fuente de nutrientes, carbonato de calcio el
cual cumple la funcién de neutralizar y adsorber metabolitos toxicos, sales biliares y
tiosulfato de sodio. Las sales biliares y tetrationato (compuesto producido en el medio de
cultivo al reaccionar el tiosulfato de sodio con la solucion iodo-iodurada) inhiben el
crecimiento de bacterias gram-positivas y de algunas enterobacterias. Sin embargo, la
toxicidad del tetrationato no afecta a Salmonella spp debido a que esta contiene la enzima

tetrationato reductasa’s.

El otro medio de enriquecimiento utilizado fue el caldo selenito cistina, al igual que en el

caldo tetrationato contiene peptona como fuente de nutrientes, ademas contiene lactosa
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como carbohidrato fermentable y selenito de sodio como inhibidor de microorganismos
gram-positivos y de la mayoria de los microorganismos entéricos a excepcion de
Salmonella spp. Este medio también contiene L-cistina como agente reductor de la
toxicidad generada por el selenito de sodio, produciendo una mayor recuperacion de

especies de Salmonella’®.

De cada uno de los caldos de enriquecimiento se tomé una asada y fue sembrado por
estriado en tres campos en los agares bismuto sulfito; xilosa, lisina y desoxicolato (XLD)
y agar Salmonella Shigella (SS). El procedimiento se explica mas claramente en el

esquema de la Figura 6.

A. Bismuto
1 sulfito
e 24 h
m ’ 37°C 7 A XLD
Muestra Caldo de
*Efluente clarificador tetrationato A SS Incuba 24 h L
primario Incuba 24 h : ] - N Analisis
*Efluente clarificador de resultados
secundario . < 37 °C
*Después de cloracion 37°C
A. Bismuto
) sulfito
a /
Caldo lactosado ‘ 24 h
37°C
A. XLD
Caldo selenito 3
cistina
Pre-enriquecimiento
A.SS

Enriquecimiento ~

Figura 6. Procedimiento para la deteccion de Salmonella spp en agua procedente de la PTAR

El primer medio selectivo para Salmonella utilizado fue el agar bismuto sulfito, el cual se
usa para aislar y diferenciar Salmonella typhi y otras cepas de Salmonella presentes en
una muestra. En este agar las bacterias gram-positivas y algunos coliformes gram-
negativos son inhibidos por el sulfito de bismuto y el verde brillante. Las colonias de
Salmonella positivas para formacion de H2S muestran un ennegrecimiento debido a la

reaccion con el sulfuro de hierro (lll) que actiia como indicador. Ademas, la reduccion de
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iones de bismuto a bismuto metélico produce el caracteristico brillo metalico alrededor de
las colonias. Las caracteristicas tipicas de Salmonella son colonias grises o negras;
algunas veces presentan brillo metalico y el medio circundante a la colonia generalmente
es café’®. Los resultados que se obtuvieron mostraron que en las muestras procedentes
de la etapa posterior a la cloracion en la PTAR no hubo crecimiento de ninguna colonia,
sin embargo, en las muestras recolectadas en 2018 del clarificador primario y secundario
se encontraron colonias tipicas. Adicionalmente, en el muestreo realizado en 2019 en el
clarificador secundario no se encontraron colonias, pero en el clarificador primario si se

encontraron colonias tipicas de Salmonella.

El segundo medio selectivo utilizado fue el agar XLD, este medio es también utilizado
para el aislamiento y diferenciacion de Salmonella. Este agar utiliza el extracto de
levadura como fuente de nutrientes, el desoxicolato de sodio como agente inhibidor de
bacterias gram-positivas. También contiene xilosa, lactosa y sacarosa como fuente de
carbohidratos fermentables, donde la xilosa es fermentada por la mayoria de los
microorganismos entéricos a excepcion de Shigella spp. La lisina es agregada para
diferenciar la Salmonella de otros microorganismos no patdgenos, esta fermenta la xilosa,
y una vez agotada en el medio Salmonella actian sobre la lisina mediante la enzima
lisina-descarboxilasa, revertiendo el pH a valores alcalinos, similar a la reaccién de
Shigella. Adicionalmente, los indicadores de produccién de H2S son el tiosulfato sodico y
el citrato férrico amanico, permitiendo observar la formacion de colonias con centro negro.
Las caracteristicas tipicas de Salmonella son colonias rosas con o sin centro negro,
algunas pueden producir centro negro muy grande y volverse completamente negras’®.
Al igual que en el agar bismuto sulfito no se presencio crecimiento de ninguna colonia en
la muestra de agua de la etapa después de la cloracion y en el caso de las muestras
recolectadas en 2018 se determind que tanto las del clarificador primario como las del
secundario formaron colonias tipicas, mientras que, en las muestras obtenidas en 2019,
en las dos etapas de muestreo se formaron colonias no tipicas (colonias que no poseen
las caracteristicas de color, forma, tamafio, etc. generalmente descritas para ese tipo de

microorganismao).

El altimo medio selectivo utilizado fue el agar Salmonella Shigella (SS), al igual que los
dos anteriores es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de Salmonella. Este
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agar contiene pluripeptona y extracto de carne como fuente de nutrientes para el
desarrollo de las bacterias, lactosa como fuente de carbono fermentable, ademas, sales
biliares y verde brillante como inhibidores de bacterias Gram positivas y de la mayoria de
coliformes. También contiene tiosulfato de sodio que permite observar la formacion de
H2S y rojo neutro que actua como indicar de pH. Las colonias fermentadoras de lactosa
acidifican el medio y crecen como colonias rojas o rosas, mientras que colonias no
fermentadoras de lactosa como Salmonella generan colonias tipicas transparentes con
centro negro’®. En las muestras procedentes de la etapa después de cloracién no ocurrié
crecimiento de colonias en el agar SS. Por otra parte, en el muestreo del 2018, se
observaron colonias tipicas en las muestras de agua recolectadas del clarificador primario
(C1) y secundario (C2), mientras que, para las obtenidas en el periodo de muestreo de
2019, sélo se formaron colonias no tipicas en ambos puntos de muestreo.

Los resultados de las pruebas selectivas en los diferentes medios de cultivo se presentan

en forma de resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de las pruebas selectivas para la deteccién de Salmonella.

Agares
Bismuto sulfito Bismuto sulfito Bismuto sulfito
Caracteristicas
de colonias  Negras con o sin brillo  Negras con o sin brillo Negras con o sin brillo

tipicas metalico, halo café. metalico, halo café. metalico, halo café.
C1 2018 Tipicas Tipicas Tipicas
C2 2018 Tipicas Tipicas Tipicas
C1 2019 Tipicas No tipicas No tipicas
C2 2019 Sin colonias No tipicas No tipicas

Tanto a las colonias tipicas como no tipicas se le realizaron pruebas bioquimicas para
identificar la presencia de Salmonella. La primera prueba realizada fue utilizando el medio
de cultivo agar lisina hierro (LIA), el cual es utilizado para diferenciar microorganismos en
especial Salmonella spp. Este medio contiene peptona y extracto de levadura como
nutriente, glucosa como hidrato de carbono fermentable y lisina como sustrato utilizado

para detectar la presencia de las enzimas descarboxilasa y deaminasa. Los indicadores
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de produccion de H2S son el citrato de hierro y amonio y el tiosulfato de sodio, mientras
que el indicador de pH es el purpura de bromocresol (amarillo en pH < 5.2 y violeta a pH
> 6.8). Las bacterias que fermentan la glucosa acidifican el medio y provocan una
coloracion amarilla, el ambiente &cido favorece la descarboxilacion de la lisina elevando
el pH del medio y generando un color violeta. Las bacterias que fermentan la glucosa,
pero no tienen actividad lisina descarboxilasa, se mantienen de color amarillo igual que
el medio y la superficie se torna violeta debido al consumo de las peptonas lo que produce
alcalinidad. La generacion de Hz2S se visualiza con el ennegrecimiento del medio y
algunas bacterias que desaminan la lisina producen &cido alfa-ceto-carbonico, el cual con
la sal de hierro y bajo la influencia del oxigeno forman un color rojizo en la superficie del
medio. Los resultados caracteristicos de esta prueba para las cepas de Salmonella son
descarboxilacién de lisina positivo (color del fondo purpura), desaminaciéon de lisina
negativo (color de la superficie purpura) y produccién de H2S positivo (color negro)’®. Para
las muestras recolectadas en el 2018 provenientes del clarificador primario y secundario
se encontraron todos los resultados caracteristicos de cepas de Salmonella, mientras que
en las muestras recolectadas en 2019 se descarta la presencia de cepas de Salmonella

ya gue no se observé descarboxilacion de lisina, ni produccion de HzS.

La otra prueba que se llevo a cabo fue con el agar TSI cuyo fundamento esta explicado
en la seccion 6.1.2. Las cepas de Salmonella sélo fermentan la glucosa presente en el
medio, por lo cual obtienen una superficie alcalina (superficie roja) y profundidad acida
(fondo amarillo), ademas, presentan la generacion de H2S mostrando un ennegrecimiento
del medio y finalmente no presentan produccién de gas. Del mismo modo que la prueba
LIA, las muestras obtenidas en 2018 provenientes del clarificador primario y secundario
mostraron las caracteristicas tipicas de las cepas de Salmonella; sin embargo, las
muestras obtenidas en 2019 no presentaron una 0 mas caracteristicas tipicas, por lo cual
se descartaron como cepas de Salmonella, esto se atribuyé a que se realizaron
muestreos puntuales en diferentes temporadas del afio, lo que influyé en la cantidad y
diversidad de microorganismos que pudieron estar presentes en cada una de las
muestras. En la Tabla 13 se muestra un resumen de los resultados obtenidos de las
pruebas bioquimicas para la deteccion de Salmonella en las diferentes etapas de la

PTAR, ademas, se agrego una columna con los resultados caracteristicos de Salmonella.
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De acuerdo con los resultados anteriormente descritos, se encontré que en al menos uno
de los dos periodos de muestreo se identific6 Salmonella a lo largo del proceso de
tratamiento, siendo la muestra obtenida después de cloracién la Unica etapa donde no se

encontrd su presencia; esto se atribuyo al cloro residual presente en la muestra.

Tabla 13. Resultados de las pruebas bioquimicas para la deteccién de Salmonella.

C1 C2 C1 C2

2018 2018 2019 2019 SaMmonella

Medio/Muestra

Descarboxilacién de lisina
(positivo fondo color purpura, + + - - +
negativo fondo color amarillo)

LIA Desaminacion de lisina (positivo
superficie color rojo, negativo
superficie color parpura)

Produccion de H2S + + - - +

Fermenta los tres azlcares
(positivo superficie amarilla
(acida), negativo (Superficie roja
(alcalina))

Fermenta glucosa (positivo fondo

TSl amarillo, negativo fondo rojo)

Presencia de gas - - - - -

Producciéon de H2S + + - - +

6.2. CARACTERIZACION DE LOS CATALIZADORES SINTETIZADOS

En esta seccion se muestran los resultados y discusion de la caracterizacion de los

catalizadores sintetizados en este proyecto.

6.2.1. Difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados de la difraccion de rayos X indicaron que todos los fotocatalizadores

preparados presentaron el patron caracteristico de la fase cristalina anatasa del TiOz2, el

cual concuerda con la ficha JCPDS no. 21-1272 como Unica fase cristalina presente. En

la Figura 7 se muestra los difractogramas de cuatro catalizadores seleccionados a

manera de ejemplo. En estos difractogramas no se registran sefiales correspondientes a
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especies de Ag o Cu, lo cual se atribuye al bajo porcentaje incorporado de estos metales

en el TiO2, debido al limite de deteccion del equipo de DRX (generalmente menor 5%

m/m)48—50,80_

u.a

“ A A — Ag-Cu/TiO, 1.2:1.2% m/m

JL N —— Cu-TiO, 1.2 % m/m
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Figura 7. Difractogramas de los fotocatalizadores TiO2, Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/Ti021.2:1.2 y

TiOz2 sintetizados por el método sol-gel.

A partir de los patrones de difraccion de los materiales, se calculd el tamafio de cristalito

promedio de cada catalizador mediante la ecuacién de Scherrer. Se obtuvieron valores

entre 10.7 y 12.5 nm, donde se observd una ligera disminucién cuando se incorporaron

los metales al TiOz (12.5 nm). El parametro que tiene mayor repercusion en la

disminucion del tamafio de cristalito es la incorporacion de cobre, cuando el porcentaje

de Cu aumentd, el tamafio de cristalito disminuye. Los resultados se muestran en la Tabla

14 y fueron comparables a los reportados por otros estudios donde sintetizaron

catalizadores de TiO2 dopados con Cu o Ag (tamafio de cristalito entre 7 y 25.3
nm)44,48,50,51,80,81.
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Posteriormente, fueron calculados los parametros de red (a y c) utilizando el software
UnitCell 8y los resultados se muestran también en la Tabla 14. Los parametros de red a
y € no presentaron variacion con la incorporacion de Ag y Cu, los valores medios de a 'y
c fueron 3.7882 y 9.5040 A, respectivamente, muy cercanos a los reportados por la ficha
JCPDS no. 21-1272 (a=3.7852 A y ¢=9.5139 A). La posicion similar de los picos e
intensidad, asi como la similitud en el ancho a la altura media de los mismos, muestra
que la incorporacion de los metales tiene una influencia despreciable sobre el tamafio de

cristal y la estructura cristalina del TiOo.

Tabla 14. Tamafo de cristalito promedio y parametros de red de los catalizadores sintetizados

: Tamario del Parametro de red (A)
Catalizador cristalito (nm) a Cc
TiO2 12.8 3.7822 9.5105
Ag-TiO2 1.2 11.2 3.7828 9.4938
Cu-TiO21.2 12.2 3.7866 9.5182
Ag-Cu/TiO2 0.3:0.3 12.2 3.7893 9.5177
Ag-Cu/TiO20.3:1.2 11.5 3.7873 9.4909
Ag-Cu/TiO20.3:2.1 10.7 3.7941 9.5094
Ag-Cu/TiO21.2:0.3 11.7 3.7783 9.4924
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 11.6 3.7911 9.5007
Ag-Cu/TiO21.2:2.1 10.9 3.7824 9.4767
Ag-Cu/TiO22.1:0.3 12.5 3.7825 9.4933
Ag-Cu/TiO22.1:1.2 11.5 3.8004 9.5179
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 11.6 3.8020 9.5263

Para la incorporacion de cobre se utilizd como precursor acetato de cobre, donde el cobre
se encuentra como Cu?* cuyo radio iénico es de 0.73 A, mientras que el Ti** tiene un
radio i6nico de 0.75 A, por lo cual es posible que haya una sustitucion de pequefias
cantidades de Ti** por Cu?* en la estructura, lo que podria estar acompafado por una
débil reduccién de la red, generada por la ligera diferencia entre sus radios i6nicos®. Sin
embargo, esta pequefa diferencia no ocasion6 un cambio en los parametros de red. De

acuerdo a la reglas de Hume-Rothery®3, la diferencia del radio i6nico debe ser menor al
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15% para que el dopante pueda sustituir al Ti**, siendo aqui el caso, por tanto, esto indica

que se puede incorporar Cu?* de manera sustitucional en el TiO2%,

Por otra parte, es poco probable que la Ag* con radio i6nico de 1.15 A proveniente del
nitrato de plata, pueda sustituir al Ti**, lo cual si generaria una expansiéon importante de
los parametros de red®!; sin embargo, no sucedié asi como puede observarse en los
resultados de la Tabla 14. Ademas, cabe resaltar que no cumpliria con las reglas de
Hume-Rothery mencionadas anteriormente, donde en este caso el radio idnico de la Ag*
es casi el doble del de Ti4*. En consecuencia, es menos probable encontrar Ag* dentro
de la red cristalina del TiOz, y es mas probable que se encuentre como nanoparticulas
de Ag° en la superficie del material. Esto Ultimo se confirmé posteriormente mediante el

analisis XPS.

6.2.2. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de los catalizadores TiO2, Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/TiO2
1.2:1.2, se muestran en la Figura 8. Se confirmo la presencia de la fase cristalina anatasa
en todos los materiales, la cual muestra las bandas caracteristicas de Eg1 a 143 cm™
(vibracion de estiramiento simétrico O-Ti-O), Big a 397 cm* (vibracién de aleteo O-Ti-O),
A1g+Biga 515 cmty Eg2 a 639 cm™ (vibracion de estiramiento asimétrico O-Ti-O)*>84, Sin
embargo, no se encontraron sefiales correspondientes a enlaces Ag-O o Cu-O
producidos por la formacion de 6xidos metdlicos, lo que podria indicar que la plata y el
cobre se incorporaron como ion metalico (Cu?*) o como metal (Ag®) en el TiOz.

El cambio en la posicién de la banda Eg1 (143 cm™) y la ampliacién del ancho a la altura
media de dicha banda ha sido estudiada ampliamente, y se le ha dado varias
interpretaciones, las cuales implican diferentes efectos estructurales y morfolégicos,
como variacion de los parametros de red y deformaciones®; distribucion no homogénea

del tamafio de particula®® y defectos estructurales como vacancias de oxigeno®:8.

El recuadro en la Figura 8 muestra un desplazamiento de la banda Eg a 143 cm™ hacia
un numero de onda mayor en los catalizadores dopados con iones metélicos en
comparacion con el TiO2 sin modificar. Este cambio ha sido comunmente atribuido a que

las incorporaciones de dopantes como los metales provocan un aumento del nimero de

59



vacancias de oxigeno en la superficie del material, causando una posible disminucién del

efecto de la recombinacion del par electron-hueco y mejorando asi la actividad

fotocatalitica de los catalizadores84.86-88,
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Figura 8. Espectros Raman de los fotocatalizadores TiOz, Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2

sintetizados por el método sol-gel.

6.2.3. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

En la Figura 9 se muestran los espectros FT-IR obtenidos para los catalizadores TiOz,

Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2. En todos los materiales se observaron las

mismas bandas caracteristicas, la banda correspondiente a la sefial de la vibracién Ti-O

de estiramiento se encuentra entre 450 y 700 cm%, la cual coincide con la cominmente

reportada 518%-°1. Ademads, se observaron otras bandas, como la sefial ancha alrededor

de 3000-3500 caracteristica de los grupos hidroxilo adsorbidos en la superficie del

material y la sefial en 1630 cm™ correspondiente a las vibraciones de flexion del enlace
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O-H; esta sefales también son atribuidas a moléculas de agua fisisorbida en el material
518992 Adicionalmente, se observé una banda a 2230 cm la cual corresponde al CO2 de
la atmédsfera. Por ultimo, el resto de las bandas detectadas en los espectros (1530 y 1340
cm™) indican la presencia de impurezas, las cuales podrian ser atribuidas a especies

carboxilatos, hidrocarbonadas, nitratos o residuos del alcéxido empleado en la sintesis®.

. . . . 1 . 1 . 1
] —TiO, I
—— Ag-TiO, 1.2% m/m
Cu-TiO, 1.2% m/m
— Ag-Cu/TiO, 1.2:1.2% m/m

%T

T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 9. Espectro infrarrojo de los fotocatalizadores a) TiO2, b) Cu-TiO2 1.2 %, c) Ag-TiO2 1.2 % y d) Ag-
Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m

6.2.4. Fisisorcion de nitrégeno (método BET)

Se realiz6 el analisis de fisisorcion de nitrogeno para cada uno de los catalizadores
sintetizados, registrando sus isotermas de adsorcion-desorcion y mediante el software
del equipo (TriStar Il Plus version 3.01) se calcularon las areas superficiales utilizando el

método BET vy la distribucién de poro y tamafio de poro promedio por el método BJH.
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Adsorcion (cm*/g STP)

Adsorcion (cm®/g STP)

La Figura 10 muestra las isotermas de adsorcidn-desorcién de N2 de cuatro catalizadores

a manera de ejemplo, a partir de las cuales se calcularon los valores mostrados en la

Tabla 15.
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Figura 10. Isotermas de adsorcién-desorcion de Nz de los catalizadores: a) TiOz, b) Cu-TiO2 1.2 %, c) Ag-
TiO2 1.2 % y d) Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m

Todos los materiales sintetizados exhiben isotermas tipo 1Va las cuales generalmente las

presentan 6xidos inorganicos u otros solidos porosos y son caracteristicas de materiales

mesoporosos segun la clasificacion IUPAC®2. Por otra parte, es bien conocido que la

forma y tamano de los ciclos de histéresis aporta informacion sobre la morfologia de los

poros Yy la distribucién de la porosidad. En este sentido, los catalizadores TiO2 y Ag-TiOz2

presentan un lazo de histéresis del tipo H1 (Figura 10ay 10c), caracteristico de materiales

gue muestran un rango estrecho de tamafos medio de sus mesoporos (8.5-9.3 nm),
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como lo observado en la Figura 11, y ademas poseen poros con forma de bote de tinta
(ink-bottle) donde el ancho del cuello es similar al ancho de la cavidad. Por otro lado, en
los materiales que contienen Cu incorporado (Figura 10b y 10d) se aprecié un tipo de
histéresis H2(b), la cual esta asociada a materiales mesoporosos formados por particulas
esféricas y con una distribucion de poros de varios tamafios (2.6-5.1 nm), pero con el
mismo didmetro de entrada (poros cuello de botella) 69629394 | os valores de tamafio de
poro promedio oscilaron entre 2.85 y 9.25 nm, correspondientes a materiales

mesoporosos (tamafio de poro promedio de 2 a 50 nm).

Tabla 15. Area superficial y tamafio de poro promedio de los catalizadores sintetizados

Area Tamafio de poro
Catalizador superficial di b
(m2/g) 2 promedio (nm)

TiO2 91.4 9.3
Ag-TiO2 1.2 100.8 8.5
Cu-TiO21.2 61.9 5.1
Ag-Cu/TiO2 0.3:0.3 59.4 4.6
Ag-Cu/TiO020.3:1.2 53.2 3.9
Ag-Cu/TiO020.3:2.1 55.8 3.9
Ag-Cu/TiO21.2:0.3 61.9 4.9
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 57 2.6
Ag-Cu/TiO21.2:2.1 54.7 2.9
Ag-Cu/TiO22.1:0.3 54.6 4.6
Ag-Cu/TiO22.1:1.2 53.2 4.6
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 47.9 4.2

a Método BET ® Método BJH

En la isotermas correspondientes a los catalizadores TiO2 y 1.2% Ag-TiO2 (Figura 10a y
10c) se observo que hay una mayor adsorcion de gas en comparacion con los materiales
gue tienen cobre incorporado, esto se traduce en una menor area superficial para los
materiales que contienen Cu respecto a los que solamente tienen Ag incorporada o el
TiOz2 sin ninguna modificacion. Esto se aprecio en la Tabla 15, en donde las medidas del
area superficial indicaron que se obtuvo mayor area superficial para los catalizadores Ag-
TiO2 y TiO2 sin modificar (92-100 m?/g), con respecto a los catalizadores dopados con

cobre, ya sea Cu-TiO2y los co-dopados Ag-Cu/TiOz, los cuales presentan area superficial
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que varia entre 48 y 62 m?/g. Estos resultados concuerdan con los reportados por otros
investigadores, donde la incorporacion de Ag no modifica el area superficial del TiOz o la
aumenta ligeramente posiblemente por las nanoparticulas de plata adheridas a la
superficie que aumentan ligeramente el &rea de contacto 48849, Por otra parte, el dopaje
con iones Cu?* disminuye el area superficial*>%, lo que podria atribuirse a la alta
aglomeracién de las particulas de TiO2 inducida por la incorporacién de cobre® lo cual

fue confirmado posteriormente por las imagenes de SEM.

25 —_—
A
501 —=— TiO, I
k= —e— Cu-TiO,
O
\g 1.5 - —A— Ag-TiO2 -
S —v— Ag-Cu/TiO,
(o)) ]
©
S 1.0+ -
IS
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=
0.5 . " -
~
/./
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Figura 11. Distribucién de tamafio de poro de los materiales TiO2, Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/TiO2
1.2:1.2

6.2.5. Espectroscopia UV-Vis con reflectancia difusa.

En la Figura 12 se muestra la representacion grafica de la ecuacion de Kubelka-Munk,
para algunos de los catalizadores sintetizados. La funcion de Kubelka-Munk fue usada para
calcular la energia de banda prohibida (Eg) de los materiales obtenida de la interseccién de

la linea recta de la pendiente con el eje de las abscisas de la gréafica (F(R)*hv)¥2 vs hv.
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Adicionalmente en la Tabla 16 se presentan los valores de Eg de todos los catalizadores y

sus correspondientes longitudes de onda de absorcién.

3.5
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—— Ag-Cu/TiO, 1.2:1.2% m/m

1.0 H
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0.0
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Figura 12. Representacion gréafica de la ecuacion de Kubelka-Munk para el célculo de Eg de los
catalizadores TiOz, Ag-TiO2 1.2, Cu-TiO2 1.2 y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2

Tabla 16. Valores de energia de banda prohibida Eg y longitud de onda de absorcion calculadas por la
funcién de Kubelka-Munk de los catalizadores

Catalizador Eg (eV) Longitud de onda (nm)
TiO> 3.07 404
Ag-TiO2 1.2 3.02 411
Cu-TiO2 1.2 2.86 434
Ag-Cu/TiO20.3:0.3 3.00 413
Ag-Cu/TiO.0.3:1.2 2.78 446
Ag-Cu/Ti020.3:2.1 2.40 517
Ag-Cu/TiO21.2:0.3 2.92 425
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 2.84 437
Ag-Cu/TiO21.2:2.1 2.62 473
Ag-Cu/TiO22.1:0.3 2.98 416
Ag-Cu/TiO22.1:1.2 2.87 432
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 2.55 486

La incorporacion de cationes metalicos puede crear niveles de energia dentro del ancho
de banda prohibida del semiconductor lo que produce un desplazamiento de absorcion

de los catalizadores hacia el rojo, este desplazamiento permite la absorcion de energia
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en la regién visible del espectrol’. Se encontré una correlacion (Fig. 13a) entre el
porcentaje de Cu?* incorporado con la Eg, donde el aumento de cobre disminuye el valor
del ancho de banda y, en consecuencia, el catalizador absorbe en el rango visible. Sin
embargo, esta tendencia no se presentd al aumentar el porcentaje de plata, (Fig.13b) y
se atribuy6 al hecho de que la cantidad de Ag incorporada fue muy baja, lo cual se
confirmo cuando el contenido real de este metal en el TiO2 se determiné mediante el
analisis por EAA. Cabe resaltar, que todos los catalizadores sintetizados y en especial
los modificados con los metales, son activos bajo la region visible del espectro (400-700

nm) por lo que su uso en procesos fotocataliticos con luz solar resulta mas atractivo.

| | | | L | | | |
b)
7 I > -\-/- I
| Y L
,/"'///.J’
2.8 1 - 289 o =
S S
2L 2
T 2.6 - -0 2.6 -
247 _a0.3%Ag T 24 — = 03%Cu |
—e— 1.2% Ag | i —e— 1.2% Cu
—a—2.1% Ag —4&—2.1% Cu
2.2 T T T T T T T T T 2.2 T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25
Cu incorporado (%) Ag incorporado (%)

Figura 13. Correlacién entre porcentaje de incorporacion de a) Cu y b) de Ag versus Eg.

6.2.6. Espectroscopia de absorcion atomica (EAA)

El porcentaje real de incorporacion de los metales en el TiO2 se determiné por EAA 'y se
muestra en la Tabla 17. A grandes rasgos, se observo que el cobre fue incorporado
satisfactoriamente en todos los materiales; sin embargo, la plata se incorporé en el TiO2
en porcentajes menores a los establecidos en la sintesis. El contenido de Ag vario entre
0.1 y 0.42% m/m, correspondiente al 8 y 70% de incorporacion con respecto al valor

tedrico, encontrando mejores rendimientos cuando se afiadieron menores cantidades de
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este metal, por lo cual, se deduce que hay un limite de incorporacion mediante este
método para la Ag. Este fenbmeno ha sido reportado en otros trabajos para la

incorporacion de Ag y para otros metales como el Fe?+97,

Tabla 17. Determinacién de la incorporacién de Ag y Cu por EAA de los catalizadores sintetizados por el
método sol-gel

Catalizador Ag incorporada (% m/m)2  Cu incorporado (% m/m)?@
TiO2 N/A N/A
Ag-TiO21.2 0.27 £0.01 N/A
Cu-TiO21.2 N/A 1.37+£0.1
Ag-Cu/TiO20.3:0.3 0.14 £ 0.02 0.36 + 0.08
Ag-Cu/TiO020.3:1.2 0.15+0.04 1.44 £0.03
Ag-Cu/TiO20.3:2.1 0.21 +0.05 2.07+£0.15
Ag-Cu/TiO021.2:0.3 0.16 £ 0.01 0.30 £ 0.02
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.33+0.02 1.44 +0.02
Ag-Cu/TiO21.2:2.1 0.10+0.05 2.32 +£0.08
Ag-Cu/TiO022.1:0.3 0.17+0.01 0.35+0.01
Ag-Cu/TiO22.1:1.2 0.42 +0.10 1.36 £ 0.10
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 0.35+0.08 2.48 £ 0.05

a Medido por EAA (n=3); N/A: No aplica.

Esto puede atribuirse a diferentes razones, una de ellas podria ser que durante el método
de preparacion el precursor de titanio es hidrolizado muy rapidamente y no alcanzan a
enlazarse con los cationes de plata dispersos en la solucién acuosa cuando su
concentracion es muy alta, pudiendo quedar estos iones en disolucién con el butanol
sobrante, el cual es retirado antes de la etapa de secado. Otra causa, podria ser atribuida
a la diferencia entre el radio i6nico de la Ag* y Cu?*, siendo el radio idénico de la Ag* el
doble que el del Ti y Cu, dificultando asi su incorporacion de manera sustitucional o

intersticial.

6.2.7. Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 14 se muestra la morfologia de los materiales en las imagenes SEM. Se
encontraron aglomeraciones de particulas esféricas de TiO2 en todos los catalizadores;

sin embargo, el grado de aglomeracién, tamafo de particula y homogeneidad variaron
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dependiendo del material. Los materiales TiO2 y Ag-TiO2 mostraron menos aglomeracion
de las particulas, con tamafos de particulas promedio de 52 y 22 nm, respectivamente.
Una menor aglomeracion permite una mayor area de contacto disponible, por lo que se
obtienen areas superficiales mayores. En contraste, los materiales dopados con Cu
exhiben un mayor grado de aglomeracion de particulas como se observa en la Figura 14
c) y d), con tamafos de particulas promedio de 64 y 23 nm para los catalizadores de Cu-
TiO2y Ag-Cu/TiOz, respectivamente. La alta aglomeracion de particulas que se presentan
en los catalizadores dopados con cobre da como resultado una reduccion del area

superficial especifica con respecto al TiO2 sin modificar, como se mostré en la Tabla 17.

WD7.7mm  100nm ~ JEOL SEI 50kv  X50,000 WD78mm 100nm

d

N\

SEl 50KV X50000 WD7.8mm 100nm JEOL

Figura 14. Imagenes del SEM de los catalizadores: a) TiO2, b) Ag-TiO2 1.2, ¢c) Cu-TiO2 1.2y d) Ag-
Cu/TiO2 1.2:1.2.

6.2.8. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

La Figura 15 muestra el espectro XPS del catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2 y los espectros

de alta resolucion de Ti 2p, O 1s, Ag 3d y Cu 2p donde se observaron las sefiales tipicas
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de los elementos Ti, O, Ag, Cu y C. Los espectros XPS de alta resolucion de Ti 2p (Fig.
15b) muestran dos picos Ti 2p12 y Ti 2p32 a energias de enlace de 458.6 y 464.4 eV,
respectivamente, la distancia entre los picos de Ti 2p12 y Ti 2ps2 fue de 5.8 eV, lo que
indica que el Ti se encuentra como Ti**4%93, Asi mismo, en la Figura 15d se observaron
dos sefales a 368.1 y 374.1 eV, correspondientes a Ag 3ds2 y Ag 3ds2 en el espectro
XPS de alta resoluciéon de Ag 3d, una division entre los dos picos de 6.0 eV es
caracteristica de la presencia de plata en su estado elemental Ag®°8°°, ademas no fueron
encontradas sefales correspondientes al ion Ag*, esto se atribuye al hecho de que
probablemente todas las especies de Ag presentes en la superficie de TiO2 se redujeron

térmicamente a Ag° por la calcinaciéon a 450 °C durante el proceso de sintesis®100,
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Figura 15. Espectro XPS del catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2 (A) y espectro XPS de Alta-Resolucion de Ti
2p (B), O 1s (C), Ag 3d (D) y Cu 2p (E)

Por otra parte, los picos registrados a energias de enlace de 932.4y 952.6 eV (Fig. 15e)
pertenecen a Cu 2psz y Cu 2p12, respectivamente, corroborando la presencia de Cu en

el catalizador como Cu?*, confirmado que este metal se encuentra incorporado de manera
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sustitucional en el TiO2. Ademas, la “shake-up line” que aparece alrededor de 943 eV es
una sefial caracteristica de las especies Cu?*%, La sefial asimétrica de O 1s (Fig. 15c)
se deconvoluciond en dos picos, el pico intenso a 529.9 eV corresponde al enlace titanio-
oxigeno (Ti-O) y el pico a 531.1 eV se atribuy6 al enlace hidrégeno-oxigeno (O-H).
Finalmente, la sefial C 1s (Fig. 15a) se observa comunmente y se atribuye al carbono

introducido durante la preparacién de la muestra 2°,

6.3.EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FOTOCATALITICA DE LOS CATALIZADORES
Ag-Cu/TiO2 EN LA ELIMINACION DE E. coli Y S. typhimurium

6.3.1. Andlisis estadistico de los experimentos de fotocatalisis heterogénea
usando los catalizadores Ag-Cu/TiOz2

Los resultados de las 17 pruebas experimentales son mostrados en las Figuras 16 y 17
y se resumen en la Tabla 18. La cinética de inactivacion fotocatalitica se obtuvo ajustando
los datos experimentales a un modelo log-lineal, también llamado modelo de Chick-
Watson (Ec. 6.1)101.102,

log = —kCt = ~kgppt (6.1)

Donde k es la constante de velocidad cinética de inactivacién (mint), N, y N son el
namero de microorganismos en el tiempo cero y en un tiempo determinado,
respectivamente, t es el tiempo de tratamiento y C es la concentracion del desinfectante.
El modelo se puede simplificar integrando la concentracién de desinfectante a una

constante aparente de velocidad de inactivacion (k).
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Figura 16. Inactivacion fotocatalitica de E. coli bajo luz solar simulada usando diferentes cargas de
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Figura 17. Inactivacion fotocatalitica de S. typhimurium bajo luz solar simulada usando diferentes
cargas de catalizadores de acuerdo con el disefio de experimentos: a) 0.1 g/L, b) 0.3 g/Ly c) 0.5 g/L.

Se utilizé el analisis de varianza para evaluar la significancia del modelo y los parametros,

usando un nivel de significancia del 5%, el modelo propuesto (modelo cuadratico) y los

factores se consideran significativos si el valor p es menor que 0.05. A partir de los valores

p reportados en la Tabla 19, se obtuvo que el modelo cuadratico es significativo para la

inactivacion de S. typhimurium (valor p: 0.04); sin embargo, no es significativo para la
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inactivacion de E. coli (valor de p: 0.05). Ademas, los factores de incorporacion de Cu y
cantidad de catalizador resultaron significativos (p <0,05) para la inactivacion de ambos
microorganismos. No obstante, la incorporacion de Ag no fue significativa en ambos
casos (p > 0.05). Este comportamiento se atribuy6 al hecho de que la cantidad de plata
incorporada es muy baja (como se observa en la Tabla 17), resultando cantidades
similares de plata en la mayoria de los materiales. Caso contrario con la adicion de cobre,
a medida que se aumento la cantidad de Cu?* incorporado, también aumenté la velocidad
de inactivacion de ambas bacterias.

Tabla 18 Constantes de velocidad de inactivaciéon de E. coli y S. typhimurium por desinfeccion
fotocatalitica solar.

E. coli S. typhimurium
. Carga de catalizador
Catalizador Kapp (X 1072 Kapp (X 1072
(g/L) . 2 o R?
min) min™)
Ag-Cu/TiO2 0.3:0.3 0.1 7.00 0.97 7.94 0.98
Ag-Cu/TiO020.3:0.3 0.5 6.13 0.89 12.73 0.78
Ag-Cu/TiO20.3:1.2 0.3 7.96 0.88 10.75 0.89
Ag-Cu/TiO20.3:2.1 0.1 22.81 0.98 23.32 0.83
Ag-Cu/TiO020.3:2.1 0.5 36.13 0.93 41.73 0.98
Ag-Cu/TiO21.2:0.3 0.3 22.93 0.87 34.80 0.93
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.1 41.65 0.99 40.59 1.00
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.3 25.21 0.80 44.33 0.94
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.3 22.15 0.97 37.74 0.90
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.3 22.36 0.97 39.08 0.96
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 0.5 67.52 0.96 61.97 0.96
Ag-Cu/TiO21.2:2.1 0.3 12.66 0.96 20.30 0.99
Ag-Cu/TiO22.1:0.3 0.1 8.51 0.98 11.33 0.87
Ag-Cu/TiO22.1:0.3 0.5 17.13 0.84 19.40 0.98
Ag-Cu/TiO22.1:1.2 0.3 35.41 0.87 16.20 0.91
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 0.5 68.18 0.95 65.23 0.94
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 0.1 22.14 0.99 23.13 0.92
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Adicionalmente, la carga de catalizador influyé directamente en la mejora de la
inactivacion fotocatalitica de los microorganismos, al aumentar la cantidad de
fotocatalizador (en el rango estudiado), se obtuvieron valores de constantes de velocidad
mas altos. Una mayor cantidad de catalizador genera mas especies de oxigeno reactivas
y aumenta la actividad antimicrobiana del material; sin embargo, grandes cantidades del
sélido pueden inhibir el proceso, de ahi la importancia de determinar la cantidad

adecuada a utilizar23103,

Dado que el modelo no fue significativo para la inactivacion de E. coli y los coeficientes
de determinacién (R?) no fueron satisfactorios, 0.8254 y 0.8379 para la inactivacion de E.
coli y S. typhimurium, respectivamente, los modelos calculados no se utilizaron para
maximizar la respuesta, en este contexto, los dos materiales que obtuvieron los valores
de kapp més altas fueron seleccionados para los siguientes estudios y comparados con

los materiales modificados individualmente y las pruebas control.

Tabla 19. Andlisis de varianza para dos respuestas (inactivacion de E. coliy S. typhimurium por
fotocatalisis heterogénea solar)

Respuestas

Fuente de variaciones Inactivacion de E. coli Inactivacion de S. typhimurium
Valor-F Valor-p Valor-F Valor-p
Modelo cuadrético 3.68 0.0500 4.02 0.0400*
Incorporacion de Ag (A) 3.61 0.0990 1.33 0.2859
Incorporacion de Cu (B) 7.14 0.0319* 6.78 0.0352*
Carga de catalizador (C) 6.14 0.0424* 7.95 0.0258*
A*B 0.32 0.5916 0.19 0.6726
A*C 1.58 0.2489 0.80 0.3995
B*C 2.36 0.1680 2.52 0.1568
A? 2.32 0.1712 10.83 0.0133*
B2 4.25 0.0782* 1.26 0.2984
C? 9.08 0.0196* 6.42 0.0390*

*valor significativo p<0.05

6.3.2. Actividad fotocatalitica

Los mejores resultados fotocataliticos en la inactivacion de ambas bacterias se
obtuvieron utilizando la carga de catalizador de 0.5 g/L con los catalizadores co-dopados
Ag-Cu/TiO2 2.1:2.1 y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2, logrando la inactivacion completa de ambos
microorganismos en 10 min de reaccion (reduccién de 6 log). En la Figura 18 se muestran
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algunas imagenes de las placas Petri tomadas en diferentes tiempos de tratamiento. Los
resultados se compararon con la desinfeccion solar (SODIS por sus siglas en inglés) en
donde no se afiade catalizador y con la desinfeccién fotocatalitica usando los
catalizadores Ag-TiO2 1.2%, Cu-TiO2 1.2% y TiO2 a una carga de 0.5 g/L.

Tiempo: 0 min Tiempo : 5 min Tiempo : 10 min Tiempo : 15 min Tiempo : 30 min
Dilucién: 1/100000 Dilucién : 1/1000 Dilucién : 1/10 Dilucién : 1/10 Dilucién : 1/10

Figura 18. Placas tomadas en diferentes tiempos de tratamiento usando el catalizador co-dopado Ag-
Cu/TiO2 1.2:1.2 (E. coli produce colonias de color azul oscuro (violetas) y S. typhimurium genera colonias
blancas)

De acuerdo con la Figura 19, con el proceso SODIS se logr6é una reduccion de 3 log en
la concentracion de E. coli en 60 min, mientras que para S. typhimurium se obtuvo una
reduccion de 4.3 log en el mismo periodo, ademas, se evidencié que los catalizadores
Ag-TiO2 1.2% vy el TiO2 tienen poca actividad bajo radiacion visible, obteniendo una
inactivacion menor que el proceso SODIS en una hora de tratamiento. El material Cu-
TiO21.2% inactivd ambas bacterias en 60 min de tratamiento (reduccion de E. coli de 6.6
log y reduccion de S. typhimurium de 5 log). Al comparar estos resultados con los
obtenidos con los catalizadores co-dopados queda de manifiesto la superioridad de éstos

al lograr una rapida eliminacién de ambos microorganismos.
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Figura 19. Perfiles de desinfeccion para a) E. coli y b) S. typhimurium mediante SODIS y fotocatalisis
heterogénea utilizando 0.5 g/L de cada catalizador.

Por otra parte, se evalud la actividad antimicrobiana de los materiales co-dopados Ag-
Cu/TiO2 2.1:2.1 y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2 con la misma carga de catalizador de 0.5 g/L en
oscuridad. Como se puede ver en la Fig. 19b) S. typhimurium fue mas sensible que E.

coli al tratamiento con estos catalizadores en ausencia de radiacion, logrando la
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inactivacion completa (reduccion de 6 log) en 15 min con el catalizador Ag-Cu/TiO2
2.1:2.1 y en 30 min con Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2. Por el contrario, E. coli (Fig. 19a) se inactivo
completamente en un tiempo mas largo de 60 min utilizando ambos fotocatalizadores en
la oscuridad. Este comportamiento ha sido reportado por Shahbaz y col., 2016 y Kim y
col.,, 2013, donde se emplearon procesos fotocataliticos usando TiO2 para inactivar
ambas bacterias; en estos estudios S. typhimurium fue mas sensible a los procesos de
desinfeccién por fotocatalisis en comparacién con E. coli. Aunque ambas bacterias son
gram negativas y poseen estructuras celulares similares, su resistencia no es la misma.
Los autores atribuyeron este comportamiento a la sensibilidad o estabilidad que puede
tener S. typhimurium en el medio en el que se produce la reaccién, ademas, ambos
estudios demostraron mediante imagenes SEM que S. typhimurium en las mismas
condiciones y tiempo de inactivacién usando TiO2 con radiacion UV sufri6 mas dafio
celular que E. coli, lo que indica la mayor sensibilidad de la membrana celular de S.
typhimurium a algunas especies reactivas generadas en el proceso por fotocatalisis
heterogéneal04105,

Adicionalmente, se calcularon las constantes cinéticas para los experimentos mostrados
en la Figura 19, ambos catalizadores co-dopados mostraron una mejor actividad
fotocatalitica e inactivaron los microorganismos de 8 a 14 veces mas rapido que el

proceso SODIS, el TiO2 y los catalizadores dopados individualmente (Tabla 20).

Tabla 20. kapp de la eliminacion de E. coliy S. typhimurium por SODIS, con los catalizadores Ag-Cu/TiO2
2.1:2.1% p/p y Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% p/p en oscuridad y por F. H. con los catalizadores dopados
individualmente

E. coli S. typhimurium

Experimento Kapp (X 102 mint)  R2 Kapp (x 102min-) R2

SODIS 5.24 0.99 8.13 0.90

TiO2 4.69 0.99 6.71 0.90

Ag-TiO2 1.2 5.47 0.78 6.75 0.77
Cu-TiO21.2 10.13 0.96 8.21 0.99
Ag-Cu/Ti021.2:1.2 67.52 0.96 61.97 0.96
Ag-Cu/TiO22.1:2.1 68.18 0.95 65.23 0.94
Ag-Cu/TiO21.2:1.2 sin luz 19.39 0.99 22.71 0.88
Ag-Cu/TiO2 2.1:2.1 sin luz 19.11 0.98 34.26 0.92
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La mejora en la inactivacion de ambas bacterias con catalizadores co-dopados en
comparacion con los otros catalizadores se atribuye a varios factores. Por un lado, los
catalizadores co-dopados son activos en la region visible (2.55-2.84 eV), mientras que
los catalizadores TiO2 y Ag-TiO2 se activan con energia cercana a la region ultravioleta
(3.07 y 3.02 eV). De esta forma, los catalizadores co-dopados pueden generar mas
especies reactivas de oxigeno, como los radicales hidroxilo (*OH), radicales superéxido
(O27), peréxido de hidrogeno (H20:2), etc., logrando una mayor inactivacion de los
microorganismos. Se ha reportado que, en el caso de las bacterias, las especies
oxidantes se unen a la pared celular bacteriana, induciendo dafio celular a través de
diversos procesos como la peroxidacion de lipidos de la membrana y dafiando el acido

nucleico bacteriano 1319,

Por otro lado, otro factor que influyé en la mejora de la eliminacion de E. coli y S.
typhimurium fueron la naturaleza de los metales incorporados en el material co-dopado,
ya que es bien conocido que tanto la Ag como el Cu poseen actividad antimicrobiana
contra bacterias gram negativas. Este efecto se demostr6 en las pruebas realizadas en
condiciones de oscuridad donde se observo que las bacterias se inactivan, pero requieren
tiempos mas prolongados para su eliminacién completa. Se ha reportado que los iones 'y
las nanoparticulas metalicas pueden penetrar en las células y afectar la integridad de la
membrana, generar radicales libres, desnaturalizar proteinas y enzimas y dafar la
informacion genétical®. Adicionalmente, el ion Cu?" incorporado al TiO2 y las
nanoparticulas de Ag° presentes en la superficie del catalizador pueden actuar como
trampas de electrones y mejorar la separacion del par electrén-hueco disminuyendo la
tasa de recombinacion de estos, y asi contribuir a mejorar la velocidad de inactivacion en

comparacion con el TiO2 sin modificar 449,

Dado que los catalizadores Ag-Cu/TiO2 2.1:2.1% m/m y 1.2:1.2% m/m tuvieron el mejor
comportamiento, se concluyé que una incorporacion en el TiOz entre el 1.0 y 2.5% m/m
de Cu con 0.35% de Ag (Tabla 17) favorece la actividad de estos catalizadores en la
eliminacion de las bacterias. Por lo tanto, se eligio el catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2 para
los experimentos de las especies reactivas, reuso del catalizador y pruebas en el efluente
real. Esto debido a que tiene el mismo comportamiento fotocatalitico; sin embargo, el uso

de reactivos para su sintesis es menor, generando un menor costo del material.
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E. coli (log (N/N,))

6.3.3. Estudio de especies reactivas

Se realizaron pruebas de inactivacién con agentes secuestradores de especies reactivas,
esto con el fin de determinar la contribucion de las principales especies en la inactivacion
fotocatalitica de E. coliy S. typhimurium. Para estos experimentos se utilizé isopropanol
(10 mM) y oxalato de sodio (10 mM) como secuestrantes (scavengers) de radicales
hidroxilo (*OH) y huecos (h+) respectivamente; de manera similar, se utilizé el complejo
Fe-EDTA (0.1 mM) y benzoquinona (0.05 mM) como captador de peroxido de hidrégeno

(H202) y de radicales superéxido (0;7), respectivamente.
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Figura 20. Inactivacion fotocatalitica de a) E. coli y b) S. typhimurium usando el catalizador Ag-Cu/TiO2
1.2:1.2% m/m en presencia y ausencia de diferentes secuestradores de especies reactivas.

Los resultados mostraron que cuando se usoé isopropanol como secuestrante de radicales
hidroxilo, el perfil de inactivacidbn no cambio con respecto a la prueba control (sin adicion
de ningun reactivo), este hecho indica que el radical hidroxilo (-OH) no presenta un papel
importante en la inactivacion bacteriana como especie reactiva (Figura 20). Por otro lado,
la adicién de oxalato de sodio y Fe-EDTA inhibi6 la eliminacion bacteriana, provocando
una reduccién significativa en la velocidad de desinfeccion. Este resultado indica que
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ambas especies oxidantes, h* (oxidacion directa por huecos) y H202, tuvieron un papel
importante en la eliminacion de E. coliy S. typhimurium. Los resultados correspondientes
al uso de benzoquinona no fueron presentados debido a que este agente secuestrante
es altamente toxico para las células de E. coli y S. typhimurium, por lo que no se
observaron colonias de estos patdgenos tras la adicion de benzoquinona. En resumen,
para este sistema de reaccion fotocatalitica, el *OH juega un papel menor en la
inactivacion fotocatalitica, mientras que el h* y el H202 son las principales especies

reactivas que participan en la inactivacion de ambos microorganismos.

6.3.4. Estabilidad y reusabilidad del catalizador

La estabilidad del catalizador co-dopado Ag-Cu/TiOz se investigo repitiendo los
experimentos de inactivacion fotocatalitica de E. coli durante cinco ciclos consecutivos
de uso. Entre cada ciclo, el catalizador se recuperd centrifugando y secandolo para
utilizarlo inmediatamente en el siguiente experimento sin lavados previos. Los resultados
se muestran en la Figura 21 donde se obtuvo una eliminacibn completa del
microorganismo en los cinco ciclos consecutivos, observando un ligero incremento en el

tiempo requerido para lograr la inactivacién (15-30 min).

Por otro lado, la lixiviacion de metales desde el catalizador es un fendmeno que puede
ocurrir durante el proceso fotocatalitico. Por esto, la cantidad de cobre y plata liberados
del catalizador a la disolucién después de un ciclo de uso fue medida mediante EAA
(limite de deteccion para ambos metales de 0.1 mg/L). Después del tiempo de reaccién
(60 min) no se detectd cobre en la disolucion, por lo que la lixiviacion de este metal del
catalizador fue despreciable, esto fue atribuido a que el Cu se incorpor6 de manera
sustitucional en el TiOz, por lo cual, se encontraba fuertemente adherido al material. Por
el contrario, se encontrd una liberacién gradual de plata incorporada en el material hacia
la disolucién (Figura 22). La concentracién de plata liberada al final del tratamiento fue de
0.85 mg/L, lo cual corresponde al 52% de la plata inicial que se encontraba incorporada
en el catalizador, esto fue atribuido a que la plata se incorpor6 de forma superficial en el
TiO2, provocando que sea mas facil que esta se desprenda del catalizador. Ademas, esta
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pérdida de plata explica el hecho de que la inactivacién de E. coli después de cada ciclo
de reutilizacion lleva mas tiempo. Para el primer uso, la inactivacion completa se logré en
10 min, aunque para los ciclos 2 y 3 el tiempo necesario para alcanzar la inactivacion
total aumentd ligeramente a 15 min. Finalmente, se requirieron 30 min para eliminar los
microorganismos en los ciclos consecutivos 4 y 5. Los resultados obtenidos demuestran
una excelente actividad fotocatalitica del catalizador co-dopado, manteniendo la

eficiencia en la eliminacion de bacterias hasta por cinco ciclos de uso.

T

T T T T
| | u

T T T T T T
| | |
7| Ciclo1l Ciclo 2 Ciclo 3 \. Ciclo 4 \. Ciclo 5

\I

1
=

)
1

il
R

—n
B —n
T T

E. coli (log (N/N,))

7] =m-=—=a n-un—=n

T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
0O 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo (min)

Figura 21. Reutilizacion del catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m después de diferentes ciclos
consecutivos de uso en la inactivacion fotocatalitica de E. Coli.
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Figura 22. Plata lixiviada desde el catalizador co-dopado a la disolucién.

Con base en los resultados obtenidos de la lixiviacion de los metales en la disolucion, se
decidié complementar las pruebas control realizando una prueba con la sal del metal en
la cantidad maxima de plata lixiviada del catalizador. Para ello se utilizo nitrato de plata
como fuente de plata y se afiadi6 en una cantidad adecuada para obtener una
concentracion final de 0.85 mg/L. Se llevd a cabo una prueba en oscuridad y otra prueba
bajo radiacién solar simulada y los resultados son mostrados en la Figura 23. Se
comprobo el efecto bactericida de la plata; sin embargo, fueron necesarios tiempos mas
prolongados comparados con la fotocatalisis heterogénea para lograr una completa
inactivacion de ambas bacteria, En el caso de S. typhimurium fue eliminada
completamente en periodos de tratamiento entre 30 y 60 min, no obstante, E. coli no logré
ser inactivada por completo solamente con la plata disuelta en disolucién, sin embargo,
al afadir luz solar simulada se logré una completa eliminacién en un tiempo prolongado
de 60 min.
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Figura 23. Inactivacion de a) E. coliy b) S. typhimurium usando 0.85 mg/L de plata en disolucion en
presencia y ausencia de radiacion solar simulada.

6.3.5. Mecanismo propuesto de inactivacion fotocatalitica de los microorganismos
por el catalizador Ag-Cu/TiO2 bajo radiacion solar.

Con base en los estudios de especies reactivas, estabilidad del catalizador y con los
resultados obtenidos de las pruebas en oscuridad, se propuso un mecanismo de
inactivacion, que se ilustra en la Figura 24. El H202 generado por la reduccién de oxigeno
y los huecos fotogenerados durante el proceso, atacan principalmente a la membrana
celular de la bacteria y posteriormente al contenido intracelular, mientras que las
nanoparticulas y los iones metélicos penetran en la célula causando dafio interno a través

de los diferentes procesos antes mencionados en la seccion 6.3.21319.106,
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Figura 24. Mecanismo propuesto de inactivacion fotocatalitica de bacterias gram-negativas utilizando el

catalizador Ag-Cu/TiO2 bajo radiacion solar.

6.3.6. Pruebas de recrecimiento bacteriano después del tratamiento fotocatalitico

Se realiz6é una prueba de recrecimiento bacteriano después del tratamiento fotocatalitico
para E. coliy S. typhimurium, llevando a cabo un experimento de desinfeccion a la mejor
condicién (0.5 g/L de Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2 % m/m) bajo radiacion solar simulada, en donde
fueron irradiados 200 mL de agua destilada con ambas bacterias en mezcla usando el
catalizador en suspensién por 60 min. Al final del tratamiento fotocatalitico (60 min) se
tomo una muestra y se dejé de irradiar y agitar la solucion, posteriormente, dos muestras
mas fueron tomadas a las 24 y 48 h; la disolucibn se mantuvo en condiciones de
oscuridad entre cada toma de muestra y cada una de las muestras fue sembrada para
observar la cantidad de bacterias a los tiempos estudiados. Se encontré que en ninguno
de los casos hubo recrecimiento, por lo cual, las bacterias que han sido inactivadas
mediante este proceso son incapaces de volver a reproducirse o activarse y se

comprueba que estas son eliminadas completamente del agua'®’.
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6.4.EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FOTOCATALITICA DEL PROCESO FOTO-
FENTON HETEROGENEO USANDO OXIDO DE HIERRO (lll) EN LA
ELIMINACION DE E. coliy S. typhimurium

Antes de iniciar los experimentos del proceso foto-Fenton heterogéneo solar se analizo
por DRX los 6xidos de hierro Il adquiridos comercialmente de marca Sigma-Aldrich. En
la Figura 25 se muestran los difractogramass de los 6xidos de hierro (Fe203) y se confirmé
gue presentan el patron correspondiente a la fase maghemita (Fig 25a) (y-Fe20s, ficha
JCPDS No. 39-1346) y fase hematita (Fig. 25b) (a-Fe20s3, ficha JCPDS No: 79-0007).

Ambas fases han mostrado buenos resultados en la inactivacién de bacterias y virus®%1%,

a) 1 b
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Figura 25. Difractogramas de los 6xidos de hierro (lIl) utilizado para las pruebas de foto-Fenton. a) Fase
maghemita, b) fase hematita.

6.4.1. Andlisis estadistico de los experimentos de foto-Fenton heterogéneo usando
oxido de hierro (lll) fase maghemita.

Los resultados de las 11 pruebas del disefio de experimentos son mostrados en las Figura
26, donde se vari6 la cantidad de Fe3* (2-10 mg/L) proveniente de Fe203 y de H202 (2-10
mg/L). Ademas, la Tabla 21 presenta las constantes cinéticas de la eliminacion de las
bacterias, las cuales fueron calculadas ajustando los datos experimentales al modelo
Chick-Watson descrito en la seccion 6.3.1.
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Figura 26. Inactivacion de a) E. coliy b) S. typhimurium mediante el proceso foto-Fenton solar
heterogéneo con maghemita, bajo diferentes cantidades de hierro y H20:2 adicionado.
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Tabla 21. Constantes de velocidad de inactivacion de E. coliy S. typhimurium por foto-Fenton solar

heterogéneo.
E. coli S. typhimurium
Fe(mgil)  HO2(malL) ) 102 minY)  R? kap (x102 min) R2
0.6 2 2.93 0.93 3.01 0.97
0.6 6 3.01 0.94 3.82 0.87
0.6 10 3.32 0.95 4.00 0.92
15 2 1.85 0.92 2.89 0.85
1.5 6 3.38 0.94 4.36 0.92
1.5 6 3.51 0.95 3.70 0.94
1.5 6 3.43 0.97 3.75 0.93
1.5 10 2.36 0.96 3.60 0.90
2.4 2 2.37 0.93 2.84 0.88
2.4 6 2.29 0.97 3.23 0.90
2.4 10 5.48 0.95 7.81 0.96

El disefio de experimentos central compuesto centrado en las caras 22 fue analizado
utilizando el analisis de varianza esto con el fin de evaluar la significancia del modelo y
los parametros. EI modelo propuesto para este analisis fue un modelo lineal de
interaccidn de dos factores, usando un nivel de significancia del 5%, el modelo propuesto
y los factores se consideran significativos si el valor p es menor que 0.05. A partir de los
valores p reportados en la Tabla 22, se obtuvo que el modelo lineal de interaccién de dos
factores es significativo solamente para la inactivacion de S. typhimurium (valor p: 0.04);
sin embargo, no fue significativo para la inactivacion de E. coli (valor de p: 0.17). Por otra
parte, el factor cantidad de peroxido de hidrégeno resulté significativo para la inactivacion
de E. coli con un nivel de significancia del 10% (valor de p: 0.09) y para S. typhimurium
con un nivel de significancia de 5% (valor de p: 0.02). No obstante, la adiciéon de Fe3* no
fue significativa para ambos casos (p > 0.05). Este comportamiento fue atribuido a que
no hubo una variacion considerable entre las cantidades de hierro adicionadas (0.6 a 2.4

mg/L), lo que provoco resultados similares en la mayoria de los casos.

Tabla 22. Andlisis de varianza para dos respuestas (inactivacion de E. coliy S. typhimurium por foto-
Fenton solar heterogéneo)

Respuestas
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Fuente de Inactivacion de E. coli Inactivacion de S. typhimurium

variaciones Valor-F Valor-p Valor-F Valor-p
Modelo Lineal 2FI? 2.29 0.1655 4.93 0.0378*
Fe 3 (A) 0.19 0.6763 1.77 0.2253
H.O2 (B) 3.94 0.0875' 8.51 0.0225*

A*B 2.73 0.1423 4.53 0.0709

Valor significativo * p<0.10, * p< 0.05
a2-Factor interaccién

Adicionalmente, se observo en la Figura 26 y Tabla 21 que no hubo una tendencia en el
aumento de la velocidad de inactivacion de ambas bacterias al aumentar o disminuir la
cantidad de hierro o la cantidad de peroxido de hidrégeno adicionada al proceso, por lo
cual, se sugiere aumentar el rango de estudio de las variables con el fin de dilucidar de

una mejor forma el efecto de éstas en la eliminacion de E. coliy S. typhimurium.

Por ultimo, dado que el modelo no fue significativo para la inactivacion de E. coli y los
coeficientes de determinacién (R?) no fueron satisfactorios, 0.4951 y 0.6789 para la
inactivacion de E. coliy S. typhimurium, respectivamente, los modelos calculados no se

utilizaron para maximizar la respuesta.

Sin embargo, se determin6 que el proceso foto-Fenton solar heterogéneo usando 2.4
mg/L de Fe3" proveniente de maghemita y 10 mg/L de H202 logra una completa
inactivacion de las bacterias en 120 min de tratamiento, siendo de 1.6 a 3.0 veces mas
rapido en la eliminacion de E. coli y de 1.8 a 2.8 veces mas rapido en la eliminacion S.
typhimurium, con respecto a las otras condiciones estudiadas en foto-Fenton
heterogéneo. Siendo ésta la mejor condicion obtenida en el rango estudiado. Estos
resultados fueron similares a los encontrados por Giannakis y col. en 2017 donde
encontraron que usando el 6xido de hierro fase maghemita obtienen una inactivacion
completa de E. coli en 120 min de tratamiento bajo condiciones similares (1 mg/L Fe20s3
y 10 mg/L H202)%,

6.4.2. Actividad fotocatalitica del proceso foto-Fenton heterogéneo y pruebas
control
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Bajo la mejor condicion se realizaron las pruebas control correspondientes y ademas se
compard con el proceso foto-Fenton heterogéneo usando oOxido de hierro (lll) fase

hematita, los resultados son mostrados en la Figura 27.

Se observo que tanto la maghemita como la hematita logran una inactivacion completa
de ambas bacterias en 120 min de tratamiento, esto estuvo de acuerdo con otros estudios
en donde la fase hematita también presenta buenos resultados en la inactivacion de E.
coli a concentraciones similares de reactivos (0.6 mg/L Fe3* y 10 mg/L de H202)%. Se
evidencié que el proceso SODIS en un tiempo de tratamiento de 120 min no logra eliminar
completamente a la E. coli y S. typhimurium, logrando una reduccion de
aproximadamente 4-log para cada bacteria al final del tratamiento, obteniendo resultados
analogos con la prueba de H202 con radiacién solar simulada. Por lo cual, se encontré
que la adicion de perdxido de hidrogeno no mejora la inactivacion de las bacterias cuando
se encuentran irradiadas bajo radiaciéon solar simulada. Esto se confirmo al observar la
curva de inactivacion de peréxido de hidrogeno en ausencia de radiacion, donde se
encontrd que a la concentracion de 10 mg/L produce solamente la reduccion de 1-log de
la cantidad de bacterias presentes.

Por dltimo, este estudio mostré que el proceso de fotocatalisis heterogénea utilizando
oxido de hierro (Ill) fase maghemita fue poco efectivo para la eliminacion de bacterias en
medio acuoso, este resultado se atribuy6 a que posee una Eg muy corta (1.9 eV), lo que
produce que la tasa de recombinacion sea muy alta y la generacion de ROS no sea
efectiva. Por otra parte, su disminucion de efectividad con respecto al proceso SODIS se
debe a que al estar en dispersion este catalizador bloquea la luz y produce un efecto de
apantallamiento, lo que disminuye el efecto de la radiacion sobre las células bacterianas,

disminuyendo drasticamente la capacidad de inactivar a la E. coliy S. typhimurium.
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Figura 27. Inactivacion de a) E. coliy b) S. typhimurium mediante foto-Fenton heterogéneo con

maghemita y hematita y sus respectivas pruebas control.
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6.4.3. Pruebas de recrecimiento bacteriano después del tratamiento foto-Fenton
heterogéneo

Del mismo modo que se realiz6 la prueba de recrecimiento para el proceso de
fotocatalisis heterogénea fueron realizadas dos pruebas de recrecimiento bacteriano
después del tratamiento foto-Fenton heterogéneo para E. coliy S. typhimurium. Para esto
fueron llevados a cabo dos experimentos de desinfeccién usando 2.4 mg/L de 6xido de
hierro (Ill) fase maghemita y hematita y 10 mg/L de H202. En este sentido, ambas
bacterias en mezcla fueron irradiadas con luz solar simulada usando cada uno de los
oxidos de hierro (lll) estudiados y peroxido de hidrogeno por 120 min. Al final del
tratamiento fotocatalitico (120 min) se tomd una muestra y se dejo de irradiar y agitar la
disolucion, posteriormente, dos muestras méas fueron tomadas a las 24 y 48 h; la
disolucién se mantuvo en condiciones de oscuridad entre cada toma de muestra y cada
una de las muestras fue sembrada para observar la cantidad de bacterias a los tiempos
estudiados. Se encontré que en el caso del proceso foto-Fenton heterogéneo usando
hematita no hubo recrecimiento bacteriano a las 48 h posteriores de finalizado el
tratamiento; sin embargo, cuando se empleé maghemita como catalizador se observo
una reactivacién parcial de las bacterias, a las 24 h la cantidad de E. coliy S. typhimurium
fue de 2.88 x 10* y 6.00 x 102 UFC/mL, respectivamente, y a las 48 h se incremento
levente hasta 3.08 x 10* UFC/mL para E. coli y 1.7 x 103 UFC/mL para S. typhimurium.
Este recrecimiento bacteriano fue atribuido a que probablemente al final del tratamiento
(120 min) se habia inducido un dafio celular limitado, no siendo tan importante como para
lograr obstaculizar la capacidad de multiplicacion de las bacterias después de que la
disoluciéon ya no se encontrara irradiada'®>. Este comportamiento también ha sido
reportado por algunos investigadores donde reportan un recrecimiento bacteriano
después de que el tratamiento por SODIS o AOPs ha finalizado y las muestran han sido

almacenas en oscuridad por periodos de tiempo entre 12 y 72 h15107.109,
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6.5.COMPARACION ENTRE LA ACTIVIDAD FOTOCATALITICA DEL PROCESO
FOTOCATALISIS HETEROGENEA Y EL FOTO-FENTON HETEROGENEO EN LA
INACTIVACION DE E. coli Y S. typhimurium EN UN EFLUENTE SECUNDARIO

DE UNA PTAR

Ambos tratamientos fueron evaluados en la inactivacion de E. coli y S. typhimurium en

agua proveniente de un efluente secundario de la PTAR (E.S-PTAR) previamente

esterilizado, esto con el fin de evaluar el efecto de los iones y materia organica en la

eficacia de los procesos fotocataliticos. La matriz utilizada fue la recolectada en marzo

de 2021 y la caracterizacion de este efluente se encuentra descrita en la Tabla 10. En

ambos procesos se utilizaron las mejores condiciones encontradas. Para fotocatalisis

heterogénea (F.H) se us6 0.5 g/L del catalizador del Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m y para

foto-Fenton heterogéneo (F.F.H), 2.4 mg/L de Fe3*y 10 mg/L de H20:. Los resultados de

estos experimentos se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Inactivacion de a) E. coliy b) S. typhimurium en un efluente secundario de una PTAR usando

los procesos fotocatdlisis heterogénea y foto-Fenton heterogéneo.

Adicionalmente, la Tabla 23 presenta las constantes cinéticas de la inactivacién de ambas

bacterias en el efluente real, las cuales fueron calculadas ajustando los datos



experimentales al modelo Chick-Watson descrito en la seccion 6.3.1. Esta tabla también
presenta a modo de comparacion de las constantes cinéticas de los experimentos

realizados bajo las mismas condiciones en agua destilada.

Tabla 23. Constantes cinéticas de inactivacién de E. coli y S. typhimurium por fotocatdlisis heterogénea y
foto-Fenton solar heterogéneo en diferentes matrices.

E. coli S. typhimurium
Proceso Matriz Kapp (X102 R? Kapp (x107? R?
min) min™)

F.H E.S-PTAR 34.31 0.93 17.02 0.99

F.H Agua destilada 67.52 0.94 61.97 0.87

F.F.H con maghemita E.S-PTAR 2.62 0.97 1.31 0.97
F.F.H con maghemita Agua destilada 5.48 0.92 7.81 0.85
F.F.H con hematita E.S-PTAR 4.21 0.99 3.29 0.98
F.F.H con hematita Agua destilada 5.22 0.98 5.35 0.96

Los resultados de la Tabla 23 muestran que ambos procesos tuvieron una disminucion
en la velocidad de inactivacion de E. coli y S. typhimurium cuando se utilizé el efluente
de la PTAR en lugar de agua destilada. La velocidad de inactivacion de ambas bacterias
utilizando el proceso de fotocatélisis heterogénea con el catalizador co-dopado Ag-
Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m disminuy6é 2.0 y 3.6 veces, para E. coli y S. typhimurium,
respectivamente, cuando se utilizo el efluente secundario de una PTAR como matriz en
comparacion con los experimentos realizados en agua destilada. Del mismo modo la
velocidad de inactivacion de ambas bacterias con el proceso Foto-Fenton heterogéneo
utilizando maghemita se vio disminuida 2.1 y 5.9 veces, para E. coli y S. typhimurium,
respectivamente, cuando se utilizo el efluente real como matriz; sin embargo, al utilizar el
proceso Foto-Fenton heterogéneo con hematita, la velocidad de inactivacion solamente
disminuyo entre 1.2 y 1.6 veces, siendo este el proceso menos afectado por el efecto de
matriz. Adicionalmente, se observé que el 6xido de hierro fase hematita obtuvo mejores
resultados que la fase maghemita en la inactivacion de los microorganismos en el efluente
secundario, logrando una completa inactivacion de E. coli y S. typhimurium en 150 min

de tratamiento, estos resultados son acordes a los encontrados en la prueba de
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recrecimiento bacteriano donde se obtuvo mejores resultados con el proceso foto-Fenton

utilizando oxido de hierro fase hematita que usando la fase maghemita.

Adicionalmente, estos resultados sefialan un claro efecto de la matriz sobre los procesos
estudiados, esto es causado principalmente a que algunos compuestos presentes en el
efluente secundario de la PTAR pueden actuar como secuestradores de especies
reactivas de oxigeno, como lo son los iones presentes en el agua (bicarbonatos y
cloruros) y también la materia organica que no logré ser removida por el tratamiento
secundario de la PTAR9, Esta materia organica presente puede competir por las
especies reactivas fotogeneradas y consumirlas, disminuyendo asi la inactivacion de las

bacterias debido a que menos especies reactivas pueden interactuar con ellas 35111,

Por altimo, se concluy6 que el proceso de fotocatalisis heterogénea con el catalizador co-
dopado Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m logr6 una inactivacion de E. coliy S. typhimurium mas
rapida y efectiva que el proceso foto-Fenton heterogéneo con maghemita y hematita,
obteniendo velocidad de inactivacion entre 5.2 a 13.1 veces mas altas cuando se uso la
F.H en comparacién con el proceso F.F.H en ambas matrices estudiadas, este puede ser
atribuido a la mayor cantidad de catalizador utilizado en la fotocatalisis heterogénea, lo
gue logra una mayor generacion de especies reactivas, ademas del efecto bactericida

gue puede generar los metales presentes en el catalizador Ag-Cu/TiOx.

6.6.EVALUACION DEL EFECTO DE LOS PROCESOS SOBRE LAS ESTRUCTURAS
BACTERIANAS MEDIANTE LA TECNICA DE SEM.

Las imagenes de SEM fueron usadas para demostrar el efecto de los tratamientos de
inactivacion en la morfologia y estructura de las células bacterianas. En la Figura 29 se
muestran las imagenes de SEM de las células de E. coliy S. typhimurium en mezcla en
diferentes tiempos de tratamiento (inicial, intermedio y final) para cada uno de los
procesos estudiados. Para este estudio se evalué el proceso fotocatalisis heterogénea
usando 0.5 g/L de Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m y el proceso foto-Fenton heterogéneo con
2.4mg/L de Fe3* proveniente de 6xido de hierro (1) fase hematita y 10 mg/L de peréxido
de hidrégeno.
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Figura 29. Imagenes de SEM de células de E. coli y S. typhimurium antes del tratamiento fotocatalitico
a) control y después de ser inactivadas por foto-Fenton heterogéneo con hematita b) 1 hy ¢) 2h y por

fotocatdlisis heterogénea con el catalizador Ag-Cu/TiO2 d) 5 min y e-f) 15 min.

El control (Fig. 29a) corresponde a la muestra antes de iniciar los tratamientos
fotocataliticos (0 min), en donde se observa una morfologia tipica de bacilos gram-
negativos con células con morfologias regulares sin ningun dafio aparente. La morfologia
de las células después de 1 h y 2 h de estar expuestas al tratamiento foto-Fenton
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heterogéneo con hematita son mostradas en la Figura 29b y 29c, respectivamente, se
observo un claro dafo a la estructura celular en ambos casos, mostrando un dafio a la
pared y membrana celular, encontrando al final del tratamiento células no uniformes con
una alta deformacion morfolégica y un encogimiento de las mismas. Del mismo modo, la
Figura 29 (d-f) muestra las imagenes de SEM de las células bacterianas después de ser
tratadas por fotocatalisis heterogénea con el catalizador co-dopado Ag-Cu/TiO2. Se
encontro que no se presenta un dafio tan evidente a la pared celular como con el proceso
foto-Fenton; sin embargo, se observd que si existe un dafio a la pared celular debido a
gue en algunos casos es evidente la pérdida de la morfologia tipica de las bacterias
debido a una liberacion del contenido citoplasmatico de la célula y a la ruptura de estas,
ademas, las células bacterianas mostraron encogimiento, fusion celular e invaginaciones
en algunos casos, este comportamiento también ha sido reportado en algunas
investigaciones para células bacterianas inactivadas por fotocatdlisis heterogénea
obteniendo dafios celulares similares®4105112 No obstante, hasta nuestro conocimiento
no han sido reportadas imagenes de SEM de células bacterianas tratadas por foto-Fenton
heterogéneo, por lo cual no hay investigaciones con los cuales se puedan cotejar los

resultados obtenidos en este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

Con el método sol-gel se logré la incorporacion de plata y cobre en los
catalizadores de Ag-TiO2, Cu-TiO2, Ag-Cu/TiO2 obteniendo materiales

mesoporosos con fase cristalina anatasa en todos los casos.

De acuerdo con los resultados de DRX, XPS y espectroscopia de reflectancia
difusa UV-Vis de los catalizadores Ag-Cu/TiO2 se determind que los metales se
incorporaron como Cu?* y Ag® en el TiO2, generando un cambio en la absorcion
Optica del material hacia la regién visible lo que permite la utilizacion de la luz solar

y luz UV como fuente de activacion.

Los catalizadores Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m y Ag-Cu/TiOz2 2.1:2.1% m/m
mostraron la mayor actividad fotocatalitica y demostraron ser un tratamiento rapido

para la desinfeccion de agua.

El desempefio de los catalizadores co-dopados se comparé con el de los
catalizadores Ag-TiO2, Cu-TiOz2 y TiO2, asi como con el proceso SODIS,
obteniendo mayor rapidez de inactivacién de ambas bacterias mediante el uso de

los materiales co-dopados.

Los fotocatalizadores co-dopados manifestaron actividad antibacteriana en

ausencia de luz para ambos microorganismos.

El catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m presenté la mejor actividad en la
inactivacion de las bacterias, siendo eficaz aun después de cinco ciclos de uso,
ademas, se demostré que elimina completamente las bacterias debido a que no

existe recrecimiento de estas en los dias posteriores al tratamiento.

Con base en estudios de secuestradores de radicales se encontré que las

especies que mas participacion tuvieron en la eliminaciéon de E. coli y S.

97



typhimurium por fotocatélisis heterogénea fueron los huecos fotogenerados (h*) y
el H202.

El proceso foto-Fenton solar heterogéneo utilizando O6xido de hierro fase
maghemita y hematita y H202 a bajas concentraciones (2.4 mg/L de Fe®*y 10 mg/L
de H202) produce la inactivacién de ambas bacterias en 120 min de tratamiento,
sin embargo, se demostré que solo la fase hematita elimina completamente las
bacterias debido a que no existe recrecimiento de estas en los dias posteriores al

tratamiento.

La inactivacion fotocatalitica de E. coliy S. typhimurium por ambos procesos en el
efluente secundario de una PTAR requirié mas tiempo que en agua destilada, esto
fue causado por el efecto de la matriz debido a las sustancias presentes en el
efluente que actian como secuestrantes de las especies reactivas. Sin embargo,
el proceso de fotocatdlisis con el catalizador Ag-Cu/TiO2 1.2:1.2% m/m, siguio
siendo efectivo logrando una completa remocién de los microorganismos en 30

min de tratamiento.

La fotocatdlisis heterogénea utilizando el catalizador co-dopado Ag-Cu/TiO:2
1.2:1.2% m/m resultd ser un tratamiento mas efectivo que el foto-Fenton
heterogéneo en la eliminacion de bacterias gram-negativas tanto en agua

destilada como en matrices reales.

A través de las imagenes de SEM de las células bacterianas se evidencio que los
dos procesos fotocataliticos heterogéneos generan un dafio importante a la
estructura celular, generando la perdida de la morfologia tipica de las bacterias y
dafiando la integridad de las células.

Con el catalizador Ag-Cu/TiO2 preparado en este trabajo se podrian implementar
tratamientos que sean rapidos y eficaces para la eliminacion completa de bacterias

en agua, surgiendo este material como un fotocatalizador que exhibe potencial
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para futuras aplicaciones a mayor escala en la desinfeccion de aguas residuales

utilizando la luz solar como recurso energético renovable.
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