«2s Universidad
i0f  Zaragoza

1542

-)»

Trabajo fin de grado

Grado en Ciencias ambientales

Degradacion de sulfadiazina e inactivacion de
Enterococcus sp. mediante procesos avanzados de
oxidacion basados en ozono y radicales de sulfato

Sulfadiazine degradation and inactivation of Enterococcus sp. by advanced

oxidation processes based on ozone and sulfate radicals

Autor

Rubén Moras Gonzalez

Directora

Natividad Miguel Salcedo

Escuela Politécnica de Huesca
2021







Resumen

Como parte de los Objetivos de Desarrollo Sostenible, la preocupacién y la
necesidad de depuracion del agua supone una realidad imperante hoy en dia ante un
recurso de naturaleza limitada y variable, esencial para la realidad econdémica y social
de la poblacion, asi como necesaria para el mantenimiento de los ecosistemas

dependientes de este bien.

Los esfuerzos en investigacion relacionados con la contaminacion de aguas se
centran en la investigaciéon de aquellos compuestos conocidos como Contaminantes
Emergentes, agrupados bajo este bloque aquellos compuestos quimicos que puedan
mostrar efectos adversos para la salud humana y para el medio ambiente, pero de los
cuales atin se desconocen riesgos asociados concretos. Los procesos avanzados de
oxidacién nacen como respuesta ante la aparicion de ciertos compuestos dificilmente

degradables por medio de las vias convencionales de depuracion.

En el presente trabajo se estudia la efectividad del ozono como proceso
avanzado de oxidacidn, y su rendimiento en combinacién con sales persulfato, frente a
dos compuestos: Enterococcus sp. y sulfadiazina. El primero de ellos, una bacteria
cominmente aislada en aguas naturales y depuradas; y el segundo, un antibiético
ampliamente aislado en aguas, ante la problemdtica ambiental que ambos aspectos
presentan en el medio ambiente, como lo es la aparicion de resistencia bacteriana ante la

presencia de antibiéticos o de sus compuestos activos.
Los resultados obtenidos confirman que la ozonizacion es un proceso eficaz para
la eliminacién de ambos compuestos, y como su capacidad se ve incrementada ante la

presencia de sales persulfato.
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Abstract

As a part of the Sustainable Development Goals, the concern and need for water
purification is a prevailing reality today in view of a resource of limited and variable
nature, essential for the economic and social reality of the population, as well as

necessary for the maintenance of ecosystems dependent on this good.

Efforts related to water pollution are focused on the investigation of those
compounds known as Emerging Pollutants, grouped under this block those chemical
compounds that can show adverse effects for human health and for the environment, but
of which there are still unaware of specific associated risks. Advanced oxidation
processes are born as a response to the appearance of certain difficult compounds that

can be degraded through conventional purification routes.

The following work studies the effectivity of ozone as an advanced oxidation
process, and its performance in combination with persulfate salts, against two
compounds: Enterococcus sp. and sulfadiazine. The first of them, a bacterium
commonly isolated in natural and purified waters; and the second one, an antibiotic
widely isolated in water, due the environmental problems that both aspects present in
the environment, such as the appearance of bacterial resistance in presence of antibiotics

or their active compounds.
The results obtained confirm that ozonation is an effective process for the

elimination of both compounds, and how its capacity is increased in the presence of

persulfate sales.
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1. Introduccion y objetivos

A lo largo de los ultimos afios, la contaminacion en los entornos naturales se ha
visto incrementada, generando una creciente preocupacion ante los posibles riesgos e
impactos ecoldgicos provocados tanto para el bienestar de la poblacién, como para el
desarrollo social y econémico en sintonia con el medio natural. Con respecto a la
contaminacion en medios acudticos, la ONU la define como la presencia de compuestos
quimicos o de otra naturaleza cuya concentracion sea superior a la normal, degradando
asi la calidad del agua. Al tratarse de un recurso de naturaleza limitada y variable, en
cantidad como calidad, es de especial interés su proteccion. Por ello, Espafia publica en
2018 el “Plan de accién para la implementacion de la Agenda 2030” en el que se
reflejan los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), siendo el ODS 6 “garantizar la
disponibilidad y la gestiéon sostenible del agua y el saneamiento para todas las
personas”, pues el agua es un recurso esencial en la realidad econémica, y para el

mantenimiento de los ecosistemas.

En las lineas de tratamiento de aguas, tanto naturales como residuales, se han
servido habitualmente de procesos bioldgicos, fisicos o quimicos con el objetivo de
proveer de un agua inocua tanto para el consumo humano como para el medio ambiente
general. Con el paso del tiempo, han surgido un nuevo grupo de contaminantes, como lo
son aquellos conocidos como Contaminantes Emergentes (CEs). Estos, cuyo origen es
principalmente antropogénico, se originan debido al desarrollo de grandes nicleos de
poblacidn, y en consecuencia por el aumento de la calidad de vida de las personas. Son
agrupados bajo este bloque aquellos compuestos quimicos que puedan mostrar efectos
adversos para la salud humana y para el medio ambiente, pero de los cuales ain se
desconocen riesgos asociados concretos, pues algunos no han sido regulados por la
mayoria de los paises (Kuster et al., 2008). Algunos de los compuestos que se podrian
considerar como CEs son productos de higiene, limpieza, farmacos e incluso drogas.
Asi lo confirma el estudio de Llamas et al., (2020), llegando a detectar en el rio
Guadalhorce compuestos como cafeina, antibidticos, repelentes de insectos, protectores
solares o productos de limpieza. Algunos de ellos pueden llegar a desarrollar un cuadro
epidemioldgico derivado de exposiciones a largo plazo (Kiimmerer, 2009), como es el
caso de presencia de antibidticos en el medio, pudiendo aumentar la presencia de

bacterias resistentes (Daughton y Ternes, 1999).



Estos compuestos, y su repercusion, variard en funcién de la concentracion y el
lugar en el que se encuentren, teniendo importante efecto en el ciclo del agua. La
contaminacion de los diferentes compartimentos del ciclo conduce a la alteracién de su
calidad, siendo su origen multiple como se ilustra en la Figura I (Barcel6 y Lopez de
Alda, 2008).

Industria |

Hogares '\\
Alcanta-
\| ritlado residuos -
\ T ‘ Ganaderia |
Residuos no I /"
T tratados | .
| Potabilizadoras | b residuos

N

Agricultura

| Agua subterranea |

Figura 1: Ciclo del agua. Fuente: Damia Barcelo y Lopez de Alda, 2008

En definitiva, los CEs son aquellos compuestos relativamente desconocidos,
tanto de su presencia como de su posible impacto ambiental. Aunque su presencia en el
medio natural no es reciente, la preocupacion por sus posibles efectos adversos si que
son de interés por las principales agencias de salud publica y medioambientales, pues
puede alterar el medio natural de tal manera que supongan un riesgo para el consumo de
agua potable (Knepper et al., 1999), como para la estabilidad de los ecosistemas ante
situaciones como la aparicién de resistencia bacteriana a los antibidticos, causada
principalmente por la ineficiente depuracién de estos compuestos asi como de sus
metabolitos.

Ante la incapacidad de los procesos convencionales de las instalaciones de
tratamiento de aguas para dar solucion a este problema, se han iniciado investigaciones
para el desarrollo de nuevas técnicas en la eliminacion y reduccién de contaminantes,
conocidas como Procesos Avanzados de Oxidacion (PAO, o AOP en inglés). Glaze et
al., (1987) los definia como aquellos tratamientos fisico quimicos, realizados a
temperatura y presion ambiental, especializados en la generacion de radicales hidroxilo,

altamente reactivos y no selectivos, capaces de degradar compuestos organicos, de
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manera in situ. Para mejorar su eficacia, se estd investigando la combinacién de los
PAOs con diversos reactivos como catalizadores, UV, sales de persulfato, peréxido de

hidrégeno, ozono...

Por ello, el objetivo general de este proyecto es estudiar el uso y aplicacién de
procesos avanzados de oxidacién basados en ozono y sales de persulfato en la
eliminacion de bacterias y antibidticos. En concreto, se utilizard Enterococcus sp. como
sustancia representativa de las bacterias y sulfadiazina como antibidtico, ambas

sustancias comtinmente detectadas en aguas naturales y residuales.

A continuacion, se describen los objetivos especificos aplicados a este fin:

1. Estudio de la inactivacion de Enterococcus sp. y degradacién de sulfadiazina

mediante tratamientos basados en O3

2. Estudio de la inactivaciéon de Enterococcus sp. y degradacion de sulfadiazina
mediante tratamientos basados en sales de persulfato

3. Estudio de la inactivacién de Enterococcus sp. y degradacion de sulfadiazina
mediante tratamientos basados en Oz combinados con sales de persulfato,

estudiando las posibles sinergias entre ambos tratamientos.

4. Estudiar la influencia de distintas condiciones de operacién en los tratamientos
aplicados: pH, tipo y concentracién de reactivos en la inactivacién Enterococcus sp.

y degradacién de sulfadiazina

El presente estudio se engloba dentro de las lineas de investigacion desarrolladas
por el grupo de investigacion Agua y Salud Ambiental, perteneciente al Instituto

Universitario de Investigacion en Ciencias Ambientales de Aragon.






2. Fundamentos teoricos. Antecedentes

Se define como contaminacion del agua la alteracion, generalmente debida a la
actividad humana, de sus caracteristicas naturales. En concreto, se habla de
contaminacion cuando las condiciones del agua se ven empeoradas, o existe un riesgo
potencial en el uso de las mismas. Es por ello que, aunque el ciclo del agua presente una
gran capacidad de regeneracion, se habla de contaminacion cuando se excede dicha

capacidad.

En los siguientes apartados se clasifican y explican algunos de los contaminantes
de los cursos de agua, estableciéndose un criterio entre los convencionales; y aquellos
cuya preocupacion es mds reciente, y de los cuales se dispone de limitada informacién

al respecto, como lo son los contaminantes emergentes.

2.1 Contaminantes convencionales en aguas.

Comunmente, los contaminantes convencionales pueden ser clasificados como
naturales o artificiales. Los primeros dependen principalmente de las caracteristicas de
las zonas por las que el cauce del agua discurre. Las sustancias mas caracteristicas son
las conocidas como sales minerales, sustancias inorgdnicas ionizadas disueltas en el
agua como lo son el calcio, magnesio, sodio u otros. Aunque en -elevadas

concentraciones resultan nocivos para la salud, su eliminacién es sencilla.

Por otra parte, los artificiales provienen de fuentes no naturales, producidas a
consecuencia de las actividades humanas que resultan peligrosas para los organismos y

para el medio ambiente si no se depuran. Estos pueden clasificarse en ocho grupos:

a) Microorganismos patégenos: se encuentran diferentes tipos de bacterias,
virus, protozoos u otros organismos patdgenos que transmiten diferentes
enfermedades. Algunos de los microorganismos patdgenos que
habitualmente se utilizan como indicativo de contaminacion es la presencia
de bacterias coliformes, o de la E. coli.

b) Sustancias quimicas organicas: se engloban todos aquellos compuestos
susceptibles de ser degradados por bacterias aerdbicas, en particular por la
aportacion de contaminacion fecal.

¢) Sustancias quimicas inorganicas: se incluyen 4cidos, sales y metales

téxicos como el plomo y el mercurio.



d) Nutrientes inorganicos: bajo este grupo se incluyen compuestos de
nitrégeno y fésforo, sustancias utilizadas cominmente en agricultura para el
desarrollo vegetal pero que en agua provocan un crecimiento desmesurado
de algas y otros microorganismos, conocido como eutrofizacion.

e) Compuestos organicos recalcitrantes: como lo son el petrdleo, la gasolina,
plésticos, disolventes o detergentes que, al tratarse de productos fabricados
por el hombre con estructuras complejas, permanecen largos periodos de
tiempo al ser dificilmente degradados por los microorganismos.

f) Sedimentos y materiales suspendidos: se hace referencia tanto las
particulas arrastradas del suelo como cualquier otro material. Su presencia es
origen de turbidez en el agua, generando problemas de vida para algunos
organismos, asi como episodios de colmatacion.

g) Contaminacion térmica: la emisién de aguas a una mayor o menor
temperatura disminuye la capacidad de la misma para contener oxigeno

disuelto en ella.

2.2 Contaminantes Emergentes en aguas.

Se trata de microcontaminantes de origen sintético o natural capaces de provocar
efectos adversos sobre los ecosistemas y sobre la salud humana. La preocupacion y el
nimero de estudios sobre los CEs es cada vez mayor. Existen un gran nimero de
organizaciones que reconocen la importancia de dichos contaminantes como problema
exponencial: Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Unién Europea (UE), Programa
de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), la Agencia de Proteccion
medioambiental de Estados Unidos (EPA), el Programa Internacional de Seguridad
Quimica (IPCS), asi como toda la comunidad cientifica (Gonzalez, 2013). Pero, al
tratarse, la mayoria de ellas, de sustancias desconocidas o no reconocidas, no poseen
regulacidén, pese a que son producidas e introducidas continuamente en el medio

ambiente.

Las lineas principales de investigacion se centran en la presencia y sus impactos
en el medio ambiente y para la salud humana, y las posibilidades de remocién y
eliminacion. La tesis de Gonzdlez (2013) muestra la tendencia y evolucién de los

estudios realizados a lo largo de los afios, tal y como se observa en la Figura 2:
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Figura 2: Publicaciones de las iiltimas décadas, por lustros, sobre la presencia de

CEs en aguas residuales, superficiales y subterrdneas (Gonzdlez, 2013)

La principal fuente de CEs son las aguas residuales, mds concretamente, la falta
de depuracién que reciben, como se plantea en la Figura 3, pues las plantas de
depuracién actuales no cuentan con una tecnologia suficiente para tratar y degradar
estas sustancias que, junto a sus metabolitos', acaban en los cursos naturales (Petrovic et
al., 2003). Las plantas de depuracion actuales, adaptadas a la eliminaciéon de aquellos
parametros convencionales, encuentran su capacidad limitada en la eliminacién de estos
CEs (Prados, 2010; Ratola et al., 2012).
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Figura 3: Fuentes de generacion de CEs (Pal et al., 2010)

! Es cualquier sustancia producida durante el metabolismo (digestién u otros procesos quimicos
corporales). El término metabolito también se puede referir al producto que queda después de la
descomposicion de un farmaco por parte del cuerpo



Existe un amplio abanico de CEs, que se muestran en el Anexo I, junto a los
posibles efectos sobre la salud que provocan. Son considerados como los mas
importantes aquellos que requieren una atencién mayor por la escasez de datos, por las
vias de exposicion y por las evidencias de los impactos y efectos que generan en el
medio (Lopez, 2016).

Las evidencias ecotéxicas de estos compuestos se definen en la “Commission of
the European Communities” (1992), siendo clasificadas a tenor de los resultados

obtenidos en experimentos con el organismo Daphnia magna:

a) Sustancias muy téxicas: concentraciones <1 mg/L
b) Téxicas: concentraciones cercanas a 10 mg/L vy,

¢) Nocivas: concentraciones situadas entre 10-100 mg/L

Una de las vias de exposicion de mayor interés son aquellos contaminantes que
actian como disruptores endocrinos (DEs), afectando principalmente al sistema
endocrino?, modificando o bloqueando las funciones hormonales, pudiendo aparecer
situaciones de feminizacion o hermafroditismo de los organismos, disminucién de la
fertilidad y de la eficacia de su apareamiento, o incrementando la tasa de aparicion de

diferentes tipos de cancer (Clemente et al., 2013).

Las posibles vias de introduccién y aparicién en los medios naturales se dan por

vias directas e indirectas:

a) Directas: principalmente a través de los fangos y efluentes provenientes

de las Estaciones de Depuracion de Aguas Residuales (EDARsS).

b) Indirectas: provenientes de filtraciones y emisarios de los abonos
utilizados en agricultura, piensos para la ganaderia, deyecciones y restos
de tratamientos y medicamentos usados en este dmbito (Barcel6 y Lopez,

2008).

Una vez en el medio natural, los CEs pueden experimentar cambios estructurales
a causa de procesos bidticos 0 no, como lo son la hidrdlisis, biotransformacién y la
fotdlisis®; o generando en su degradacién sustancias mds toxicas, e incluso mads

bioacumulables, que sus precursores (Escobar, 2019).

2 Conjunto de 6rganos y tejidos del organismo que secretan hormonas.
3 Mecanismos de descomposicion de sustancias organicas por accién del agua, radiacién u otros.



A continuacién, se describirdn algunos de los principales compuestos
englobados dentro de los CEs, tratando en profundidad la repercusién que generan los

compuestos farmacoldgicos en relacion al antibidtico estudiado en este trabajo.

2.2.1 Productos farmacéuticos

Los productos farmacéuticos engloban un amplio grupo de compuestos
quimicos, cuyas consecuencias ambientales han sido de interés en los dltimos afios. Tras
su administracion, éstos son metabolizados y excretados pudiendo alcanzar los sistemas

acudticos en pequefias cantidades (Ankley et al., 2007; Ikehata et al., 2006).

La primera constancia de su presencia fue en los afios 70 tras identificar acido
clofibrico, un metabolito activo de varios reguladores de lipidos, en aguas residuales de
EEUU; aunque no fue hasta 20 afios después cuando se comenzé a investigar, y
actualmente no cuenta con normativa ambiental ni estdndares de vertimiento (Tejada et
al.,2014).

Los productos farmacéuticos son un grupo compuesto por un gran abanico de
sustancias, de las cuales se detalla a continuacion aquellas mas comunes e importantes
que han sido detectadas y analizadas en los cursos naturales de aguas (Tejada et al.,
2014). Los diferentes usos de los farmacos mencionados en este trabajo se exponen en
el Anexo I1.

* Analgésicos.

Representan una parte importante del consumo mundial, considerados como los
de mayor automedicacion, destinadas principalmente al tratamiento de inflamaciones y
dolor, para aliviar los sintomas de fiebre (Fent et al., 2006). Uno de los compuestos més
consumidos, el paracetamol, en ambientes acudticos puede provocar lesion hepatica,

nefrotoxicidad* y complicaciones gastrointestinales (Olaleye y Rocha, 2008).

* Reguladores de lipidos y betabloqueadores.

Los betabloqueadores bloquean los receptores presentes en el corazdn,
disminuyendo el ritmo cardiaco con el objetivo de combatir la hipertension arterial,
arritmias, anginas de pecho, etc. Los antilipidos se utilizan principalmente para bajar los

niveles de colesterol en sangre.

4 Lesiones localizadas en el rifién, mas concretamente en su unidad estructural, las nefronas.



Ambos tipos de compuestos han sido detectados y analizados en aguas
residuales por Correia et al., 2015. Se ha demostrado que, en presencia de la fauna,
afecta a la capacidad de los peces para intercambiar los niveles de oxigeno (Owen et al.,
2007).

* Antipiréticos y antidepresivos.

Son medicamentos destinados a aumentar la actividad de ciertos
neurotransmisores, reduciendo el funcionamiento de ciertas dareas del cerebro,
induciendo al paciente en una somnolencia y relajacion muscular (Colerangle y Roy,
1997).

Por parte de la Universidad de Monash, en Australia, se estudi6 cémo el
antidepresivo fluoxetina comprometia la resiliencia de las poblaciones ictiolégicas al
reducir las diferencias en el comportamiento de los propios individuos (Polverino et al.,
2021).

e Antibioticos.

Son los compuestos que mayor interés suscitan, consumiéndose a nivel europeo

en cantidades que se asemejan a la de los pesticidas (Jones et al., 2001).

Aquellos mdas perjudiciales se encuentran englobados en el grupo de los
citostaticos, destinados al tratamiento del cancer, que en el medio natural puede
provocar episodios de carcinogenicidad, mutagenicidad y teratogenicidad® (Rodriguez
et al., 2004). Los medicamentos prescritos en medicina veterinaria hacia actividades
como acuicultura, ganaderia o avicultura acaparan gran parte de los desechos a la red de

agua.

Como la Directiva Marco del Agua no aborda estas nuevas inquietudes, la
Comision Europea realiz6 una evaluacion de la misma y publicd los informes
“Evaluation of the Urban Waste Water Treatment” y “European Union Strategic
Approach to Pharmaceuticals in the Environment” (European Commission, 2019a;
2019b). En ellos se establece la necesidad de recopilar informacién para evaluar los
riesgos medioambientales y para la salud humana que provocan estos contaminantes.
Por ello, algunos antibiéticos, asi como otros compuestos de interés emergente, se

introdujeron en la lista de observacién de sustancias en seguimiento® a nivel de la Unién

5 Que causa dafio y, en un sentido estricto, malformaciones en el feto durante cualquiera de sus etapas de
desarrollo.
6 Andlisis y seguimiento de sustancias que pueden acabar clasificadas como prioritarias.
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Europea, como se puede observar en el Anexo IIlI, aprobada por la Decision de
Ejecucion 2018/840 de la Comisién de 5 de junio de 2018 en conformidad con la
Directiva 2008/105/CE del Parlamento Europeo y del Consejo.

En cuanto al consumo de antibiéticos en salud humana y sanidad animal, segin
el informe JIACRA (Joint Inter-agency Antimicrobial Consumption and Resistance
Analysis) elaborado por el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC), la Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA) y
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), se pueden conocer los antibidticos y
familias de antibidticos mas consumidos. En concreto, se trata de betalactamicos,
glucopéptidos y aminoglucésidos, familias de antibidticos que se muestran en el anexo
1v.

En sanidad animal y segtn el ultimo informe ESVAC (European Surveillance of
Veterinary Antimicrobial Consumption) disponible, realizado por la EMA, es Espaiia el
pais europeo que presenta mayores ventas de antibidticos (seguido de Italia y
Alemania), siendo las tetraciclinas, betalactdmicos-penicilinas y lincosamidas los
grupos de antibiticos més vendidos y que representan el 70% del total. Es el sector
ganadero uno de los mayores consumidores de antibidticos, encabezado por las
explotaciones de porcino (Binh et al., 2018; Shi et al., 2020).

Estudios como Boyd et al., (2003) y Kim et al., (2007) han detectado estos
contaminantes en aguas superficiales a causa de una degradacién incompleta; asi como
los estudios de Drewes et al., (2002), Mompelat et al., (2009) y Stackelberg et al.,
(2004) demostraron la presencia de estos antibidticos y otros contaminantes en las aguas
potables. Se ha demostrado que algunos antibidticos producen efectos adversos sobre
organismos acudticos como las algas, inhibiendo su desarrollo y crecimiento (Zuccato et
al., 2006). Sin embargo, son tantos los tipos de antibidticos utilizados hoy en dia que el
posible efecto que pueden producir en distintos organismos es todavia desconocido.
Debido al uso excesivo de los antibidticos, el problema fundamental es la aparicion de
resistencia bacteriana (RBA) a una exposicion continuada o crénica, desarrollando la

capacidad para sobrevivir a diferentes concentraciones de antibidtico (Alds, 2015).

A lo largo de los afios son muchas las bacterias que han desarrollado resistencia
a antibidticos. Ejemplo de ello son las cepas de Staphylococcus aureus, resistentes a la
penicilina y algunos macrdlidos; cepas de Enterococcus y Pseudomonas, resistentes a
algunos betalactdmicos, glucopéptidos y aminoglucésidos; y mds concretamente,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y varias Enterobacteriaceae,

Escherichia coli entre ellas, resistentes a los carbapenemes y a algunas cefalosporinas,
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considerados como patdgenos prioritarios de nivel critico, y Campylobacter y
Salmonella sp. resistentes a las fluoroquinolonas y considerados como patégenos
prioritarios de nivel alto para la investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos segin
la Organizacién Mundial de la Salud, en su informe de 2016 (O.M.S., 2016). Debido a
la confirmada presencia de antibidticos en las aguas, y la grave problemadtica asociada a
nivel mundial, se decide trabajar en este trabajo con un antibidtico y una bacteria como

sustancias objeto de estudio.

2.2.2 Otros contaminantes emergentes.

e Hormonales esteroides

Tanto naturales como sintéticas son las encargadas de controlar el sistema

endocrino e inmunolégico, que en medio natural pueden actuar como DEs.

En ambientes acudticos generan alteraciones endocrinas documentadas, que
pueden derivar a casos de hermafroditismo en peces, o en el desarrollo de 6rganos
sexuales deformados en reptiles. El estudio en invertebrados no ha suscitado gran
interés pese a representar el 95% de las especies presentes, y cuyas consecuencias se
centran principalmente en las evidencias causadas en el desarrollo reproductivo y de
fecundidad (Matozzo et al., 2008).

* Pesticidas v biocidas

Se trata de sustancias toxicas destinadas a la prevencion y mitigacion de plagas y
organismos no deseados. Son el grupo del cual se tiene un mayor conocimiento
acogidos a una legislacion minuciosa. La amplia bibliografia respecto a su problemética
ambiental ha determinado la inclusién de muchos de estos compuestos en la lista de
contaminantes candidatos (Contaminants Canditate List, CCL) por la USEPA. Un
ejemplo actual sucede con el uso de glifosato, un herbicida ampliamente utilizado y
regulado ya por muchos paises. La degradacion bacteriana del glifosato produce amino
metilfosfénico (AMPA), del cual se ha comprobado su repercusiéon sobre la salud,
centrados en la hemodlisis y el dafio a la membrana celular a nivel de laboratorio
(Grandcoin et al., 2017).

e Productos de cuidado higiénico v personal

Algunos de los mds comunes son los perfumes, la proteccién solar o los
repelentes de insectos, pasta de dientes, cosméticos, detergentes... Su presencia genera
resistencia microbiana y biocida, alterando los receptores bioldgicos de la actividad

estrogénica, o un incremento del poder cancerigeno en roedores (Bolong et al., 2009).
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Comunmente son conocidos como Productos de Cuidado Personal (PCP), que por su
naturaleza lipofilica los hace proclive a acumularse en sedimentos o en el tejido lipidico

de organismos vivos (Molins, 2017).

e Parafinas cloradas

Utilizadas principalmente en el sector textil como plastificantes en cauchos,
plasticos, tintes, adhesivos y revestimientos. Clasificadas como agentes muy téxicos en
organismos acudticos, con una preocupante bioacumulacién persistente (Barceld y
Lopez, 2008). Presenta un fuerte carécter lipofilico, habiéndose aislado en mamiferos,

aves y peces, principalmente en tejido adiposo.

e Surfactantes

Son productos usados en limpieza, como detergentes o agentes espumantes;
aislandose en industrias como papel y de celulosa, en combustibles y lubricantes (Gil et
al., 2012). En medios acudticos reducen la dureza superficial del agua y pueden tener

efectos cancerigenos (Farré et al., 2008).

* Drogas ilicitas

Se trata de un problema tanto poblacional como medioambiental, produciendo
graves efectos sobre el medio tanto por su presencia, como por la aparicién de sus
metabolitos. Estas entran en la red de agua tanto en su forma inalterada, como sus

metabolitos a partir de las excreciones, sudor u otras razones (Pal et al., 2013).

» Retardantes de llama bromados

Conocidos por sus siglas BFRs, entre los que destacan el bisfenol A, se emplean
para una amplia variedad de productos comerciales como tejidos, muebles, aparatos
electronicos, etc. De ellos se destaca su capacidad téxica como disruptor endocrino,

cancerigeno y como neurotdxico (Barcel6 y Lopez, 2008).

 Compuestos perfluorados

Los detergentes perfluorados es un caso de un compuesto ampliamente
distribuidos por su uso industrial en numerosos sectores. Se ha detectado y aislado en
sangre e higado humano, asi como en higado y grasa animal, y aguas subterraneas y
superficiales (Villagrasa et al., 2006). Existe consenso en la urgencia por conocer e
investigar las vias de introduccién al medio ambiente, asi como las vias de exposicion

en humanos.
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2.3 Tipos de operaciones en el tratamiento de aguas.

En los siguientes apartados se describirdn las operaciones bdsicas principales en
potabilizadoras y depuradoras para tratar y eliminar los posibles contaminantes
recogidos en la legislacion vigente (B.O.E., 2003; D.O.C.E., 1991); asi como los
procesos avanzados de oxidacién recientemente destinados a la eliminacién de los

compuestos emergentes anteriormente mencionados.

2.3.1 Procesos Convencionales.

Procesos fisicos

Son englobados en este apartado todos aquellos procesos en los que, aquellas

sustancias implicadas, no cambian su composicion a lo largo del tratamiento.

* Desbaste

Consiste en la eliminacion de aquellos denominados sélidos gruesos, quedando
retenidos en rejillas o tamices. La separaciéon de sdlidos grandes evita los dafios y
obstrucciones en las bombas o cualquier otro elemento de posteriores sistemas.

e Desarenado — desengrasado.

Por contraparte, la eliminacion de los solidos sedimentables se realiza en los
denominados desarenadores, donde la velocidad de circulacién del agua se ve reducida
facilitando la deposicién de dichos sélidos. Estos suelen combinarse en la eliminacién
de las grasas, pues ante la reduccion de velocidad del agua éstas tienden a acumularse
en la superficie.

« Homogenizacion de caudales

Operacion cuya funcion es regular el caudal y la contaminacion del agua para
que sea constante en las operaciones posteriores.

* Sedimentacion

Es la separacion, en los sedimentadores, de los componentes del agua en dos
fases: los sdlidos suspendidos que formaran los fangos, depositados por gravedad

debido a su peso; y la liquida formada por el agua y los compuestos en disolucion.
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e Flotacion

Se encuentra como una alternativa a la sedimentacién. Puede ser un proceso
asistido mediante un aireador, obligando a ascender los sé6lidos a la superficie de donde

son retirados.

e Filtracion

El siguiente proceso permite la eliminacion eficiente de s6lidos en suspension
pasando la corriente de agua a través de lechos filtrantes, generalmente compuestos por
material granular, por medio de diferentes membranas que variardn en funcién del

compuesto a eliminar.

Procesos quimicos

En este apartado se engloban todos aquellos procesos en los que la eliminacion
del contaminante se realiza mediante la adicién de reactivos quimicos y que, por tanto,
el contaminante a eliminar sufre un cambio en su composicion, pudiendo ser facilmente

retirado.

e Precipitacion quimica

Consiste en la adicion de productos quimicos alterando el estado fisico de las
sustancias disueltas o en suspension. Se compone de tres fases principales: la

coagulacion, la floculacién y la sedimentacion.

La coagulacién, como primer paso, consiste en la adicién de ciertos reactivos,
siendo los mas comunes el sulfato de aluminio, el sulfato ferroso, o el hidréxido célcico,
con la finalidad de facilitar la aglomeracién de los contaminantes a eliminar. En su
segunda fase, la floculacién, se basa en la unién de los floculos ya formados,
aumentando su volumen progresivamente, con la finalidad de aumentar su velocidad de

sedimentacién para su posterior retirada.

e Oxidacion - Desinfeccion

Consiste en la eliminaciéon de sustancias por via quimica mediante agentes
oxidantes. Cobra especialmente interés cuando las sustancias a eliminar son organismos
vectores de enfermedades (desinfeccion), como bacterias, virus y quistes de amebas
(Sans, 1999).
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Procesos biolégicos

El principal objetivo de esta fase es la estabilizacion y eliminacién de la materia
orgénica presente en las aguas mediante el uso de una variedad de microorganismos. El
funcionamiento se basa en el crecimiento de los organismos haciendo uso de la materia
orgénica presente, a consecuencia aumentan el tejido celular precipitando en el reactor
por decantacion. Los microorganismos mds utilizados son bacterias, algas, rotiferos,

protozoos, hongos y crustdceos (Sans, 1999).

2.3.2 Procesos Avanzados de Oxidacion

Ante la aparicién de compuestos que persisten a los procesos mencionados
anteriormente, nacen los PAOs como respuesta para dar solucion a este problema. En
una aproximacion inicial, Glaze et al., (1987) definia a los PAOs como todos aquellos
tratamientos fisico-quimicos de aguas realizados a presion y temperatura ambiental, en
el cual se necesita generar radicales hidroxilos que reaccionarian con los compuestos
orgénicos del medio. Estos radicales son agentes oxidantes de gran rendimiento, pues

son altamente reactivos, no son selectivos, y faciles de producir.

Histéricamente, el cloro ha sido el recurso principal en la labor de oxidacién -
desinfeccion. Sin embargo, las investigaciones llevadas a cabo por Rook y Bellar
(1974) describian la formacién de subproductos organoclorados de naturaleza nociva
para la salud humana (Maldonado, 2012). Es por ello que, fruto de las limitaciones
existentes en los procesos de desinfeccion convencionales, se investigaron alternativas
viables, dando lugar a los PAOs, especializados en la generaciéon de especies
radicalarias oxidativas poco selectivas, que en su accidon no produjesen ningin
subproducto peligroso. Estas especies radicalarias, principalmente se conforman de
especies reactivas de oxigeno (ROS), capaces de influir en la desinfeccién o conseguir
la total mineralizacién de algunos compuestos (Glaze et al., 1987). Los principales
radicales formados son los hidroxilos (OH"), superéxidos (O2"), hidroper6xido (HO>™) y
moléculas de peréxido de oxigeno (Maldonado, 2012).

La actual tendencia observada es la combinacién o hibridacién de los procesos
que integran estos métodos, con el fin de mejorar la eficacia en la degradacion de los
contaminantes, o en la reduccién de problemas individuales que presentan. Los
principales estudios se centran en la eficacia de mineralizacion de ciertos compuestos
como los aromdticos, farmacéuticos o pesticidas. En contraposicién, existe la

preocupacion de formacién de metabolitos o subproductos que pueden llegar a ser mas
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téxicos, e incluso resistentes a la degradacion quimica, como sucede con el uso del

ozono en la eliminacion de ciertos CEs (Homem y Santos, 2011).

Las actuales investigaciones se centran en llevar a cabo los PAOs con una gran
variedad de reactivos, que dan lugar a un amplio abanico de procesos que se introducen
en el Anexo V. A continuacion, se presentan los procesos avanzados que han sido objeto

de estudio en este trabajo.

2.3.3.1 Ozonizacion.

El ozono es un elemento conocido por su indispensable contribucién en la
filtracién de la radiacion ultravioleta del sol. Pero otra de las facetas del ozono es su
capacidad de actuar en los procesos de degradacion y tratamientos de desinfeccion, pues
es uno de los compuestos quimicos més oxidantes, que incluso supera la capacidad del
cloro. Ademas de su eficiente poder oxidante, es remarcable la capacidad de no generar
subproductos organohalogenados cancerigenos al reaccionar con materia orgdanica,

salvo en presencia de bromuros en el medio (von Gunten, 2003).

Su actividad es selectiva, en concreto degrada principalmente los grupos
funcionales ricos en electrones, reaccionando de manera directa con toda sustancia
orgdnica pero lentamente; o modificando las condiciones hacia un medio alcalino,
haciendo que el proceso pueda acelerarse y deja de ser selectivo (Liu et al., 2007). Ello
le confiere una capacidad Optima en los procesos de eliminacién de olores, color y
sabor, entre otros factores, para las aguas potables o residuales, asi como la oxidacién
de hierro, manganeso, sulfuros, fenoles; o evitar el asentamiento de larvas acuéticas,

como podria suceder con el mejillén cebra y la almeja asidtica (EPA, 1999).

Es por ello que su uso en la eliminacién de CEs es totalmente viable, asi como lo
es su viabilidad econdémica, estimandose en 0,01 — 0,05 €/m> (Davis, 1970); pero tanto
su uso como su costo se optimizan al combinarlo con otras técnicas utilizadas en la
desinfeccién. A continuacion, se describe la ozonizacidn llevada a cabo en este estudio,

asf como una breve descripcidn de las posibles combinaciones existentes a este fin:

La efectividad del ozono depende en gran medida de la naturaleza de la matriz
acuosa. En funcién de las condiciones del medio, el ozono puede reaccionar a través de
dos vias, que se conocen como directa e indirecta. Por via directa, actda el ozono
molecular favorecido por pH 4cidos. Si el medio fuese alcalino, actuaria la via indirecta,

favoreciendo la formacién de especies radicalarias producto de la descomposicién del
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ozono, pero lastrado por la presencia de lo que se conocen como “secuestradores”

(scavengers), que reaccionan con los compuestos radicalarios.

Fueron los estudios por parte de Staehelin er al., (1985) y Tomiyasu et al.,
(1985) en los que se describi6 el proceso de formacion de los radicales por medio de
tres fases diferenciadas. En primera parte, tenia lugar un proceso de iniciacion en el que

rapidamente el ozono se descompone como se puede ver en las reacciones 1-3:

O3 +OH - O +HOy [1]
O3+ HO; > HOy' + O5° (2]
HO; & Oy "+ HY [3]

En la segunda fase, de propagacion, los productos continian reaccionando con el

ozono suministrado, como muestran la reaccion 4y 5:

H +03+ 0 > 20+ OH (4]
O3+0OH 2> H'+ 0+ 0" [5]

Por ultimo, tiene lugar la fase de terminacién como se observa en la reaccion 6,
en la que se da una combinacién de los radicales formados participardn en la

degradacion activa de los compuestos organicos:
Combinacién de O -, HO>" y OH’ [6]

A un pH 8, la vida media del ozono es inferior a una hora, por lo que su uso se
desaconseja como desinfectante residual en la red de distribucion de agua potable
(Gracia et al., 1999).

2.3.3.2 Radicales sulfato.

Los PAOs centrados en los radicales sulfato se han extendido ultimamente por
su gran capacidad de reactividad frente a compuestos orgédnicos y su alta selectividad,
ante compuestos como pesticidas, cianotoxinas y acidos alifaticos y aromaéticos (Yang
et al., 2015). Generalmente, estos radicales se obtienen mediante la activacion de los
precursores utilizados como los iones peroximonosulfato, HSOs  (PMS), y los
persulfato, S,0s 2 (PS). Para su activacién es necesaria la participacion de ciertos
reactivos, como la radiacién, ultrasonidos, medios alcalinos, oxidantes, o junto a

metales de transicion.
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Presentan una serie de ventajas a comparacion con los otros PAOs, como es un
mayor potencial oxidativo, menor selectividad y mayor eficiencia en la eliminacion de
compuestos con presencia de enlaces insaturados (Wang y Wang, 2018). Ello se debe a
que la participaciéon de estas sales, se incrementa en gran medida la formaciéon de
radicales oxidativos que intervienen en el proceso. Los estudios por parte de Deniere et
al., 2018 y Yang et al., 2016 describieron las vias por las que estos radicales se

formaban.

Por su parte, la investigacion de Yang et al., (2016) estableci6 las reacciones
ocurridas con el PS y la formacion de los radicales de sulfato tras su activacion, como se

observa en las reacciones 7-9:

$:0¢% + ‘OH = HSO4"+ SO5™ +-0; 7]
SOs” +'OH > HSO4™ +0, 8]
S04~ +°OH > SO4* + "OH [9]

Las condiciones ambientales como temperatura, pH y la composicion de la
matriz del agua repercuten en gran medida sobre la activacion PS y PMS vy, por ende,
sobre la eliminacién de los compuestos orgdnicos. En aguas naturales, la presencia de
iones carbonato, bicarbonato, fosfato, nitrato y nitrito actuaron negativamente sobre los
radicales de sulfato, asi como la materia orgdnica, presente en elevada concentracion en

aguas residuales, actia como scavenger del sistema

2.3.3.3 Tratamientos combinados.

Como se ha mencionado, los PAOs actiian mediante un mecanismo basico de
generacion de radicales libres. Por consiguiente, la combinacion de algunos de estos
procesos avanzados dard lugar a la generaciéon de una mayor concentracion de éstos
mismos, por lo que aumentard la velocidad de las reacciones ocurridas. Asimismo, las
carencias de algunos procesos pueden ser eliminados por las caracteristicas de los otros.
Como se ejemplifica en el Anexo V, puede existir un amplio abanico de posibles
combinaciones, estableciéndose una linea divisoria entre aquellos que se realizan bajo
una fuente de radiacién o no. En combinacién con el ozono se pueden distinguir los

siguientes procesos combinados:

* Sistema peroxona: Se trata de la combinacién de la ozonizacién con peréxido

de hidrégeno. Al igual que sucede con la ozonizacién alcalina, su rendimiento se

basa en la via radicalaria.
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Ozonizacion catalitica: Se trata de la combinacion y el uso de catalizadores que

facilitan y aumentan la produccion de los radicales reactivos. Para ello se recurre

al uso de metales de transicion.

UV-03: En este caso, la adicion de UV incrementa la velocidad de las
reacciones fotoquimicas de la materia orgdnica, que puede complementarse del

mismo modo junto al sistema peroxona.

Sales persulfato: En el caso de la intervencion del PMS, la secuencia de

reacciones en el sistema se presentan a continuacién. En primer lugar, su grupo

peroxi puede reaccionar con el ozono presente (reaccion 10):

‘03S00 + 03 2 "03SO5 [10]

El producto resultante puede descomponerse en dos posibles vias

paralelas (reaccion 11y 12):

‘03805 2 SOs™ + 03~ [11]
‘03805 = SO042 + 20, [12]

A este punto, la primera formacién de los radicales hidroxilo se deben a

las reacciones 13y 14:

03" 0"+ 02 [13]
O” + H20 - "OH + OH" [14]

Al mismo tiempo, el compuesto SOs™ puede participar en varias
reacciones posibles. La primera de ellas sucede si reacciona directamente con el

ozono presente, dando lugar a la reaccion 15:
SOs5™+ 032> SO4™ + 20, [15]

Asimismo, puede dar lugar a las siguientes reacciones a causa de la

inestabilidad de la misma molécula:

2505 =2 2S04 + Oy [16]
2S05" = $,08* + O [17]

De este modo, en el sistema no solo intervienen los radicales hidroxilo
(representados en la reaccion 14), sino que a su vez intervienen otros radicales
de gran capacidad oxidativa, como lo son los radicales sulfato (representados en

las reacciones 16 y 17).
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3. Material y métodos

3.1 Muestras
3.1.1 Preparacion de las muestras de Enterococcus sp.

Existen ocasiones en las que las muestras no contienen las bacterias de estudio
de manera natural. Los ensayos de este experimento se han realizado en agua destilada,
por lo que se debe aumentar la concentracién bacteriana por medio de un proceso
denominado “fortificacion”. Para ello, el laboratorio donde se ha realizado el siguiente
estudio dispone de diferentes cepas puras. Se escoge un vial con una muestra pura para
Enterococcus sp. y se cultivan en agar nutritivo. Estas se reservan en frio por no més de
un periodo de 14 dias, para poder asegurar que se encuentran en un estado 6ptimo para

su uso en la experimentacion.

Para facilitar la fortificacion de la muestra de agua destilada a partir de las placas
con agar ya cultivadas, se procede a hidratar el medio con suero fisiolégico, pasando un
asa de siembra con la finalidad de separar las bacterias del medio mas facilmente. El
objetivo es fortificar en todos los ensayos a concentracién inicial de 107 - 108 UFC 100

ml .

Para mantener dichas condiciones constantes, se mide la muestra fortificada a
una longitud de onda de 625 nm, consiguiendo una absorbancia cercana a 0,2. De
manera previa, se realiza una recta de calibracion que relacione las poblaciones
bacterianas existentes en la muestra con su absorbancia, con lo que se puede controlar

las condiciones de experimentacién a inicio de la desinfeccion.

3.1.2 Preparacion de muestras de sulfadiazina

El antibidtico objeto de estudio, la sulfadiazina, se preserva en frigorifico para su

mantenimiento. Las caracteristicas del antibidtico utilizado se muestran en la tabla 1:

Tabla 1: Descripcion de la sulfadiazina
Antibiéticos Marca N° CAS Peso molecular
Sulfadiazina Sigma Aldrich 68-35-9 250,25 g/mol

La concentraciéon a la que se han realizado todos los ensayos es de 15 mg/L de

sulfadiazina preparado en agua destilada.
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3.2 Metodologia analitica

3.2.1 Analisis de Enterococcus sp

El desarrollo de los andlisis bacterioldgicos se compone de una serie de etapas

comunes: preparacion de las muestras, asi como de los medios de cultivo, esterilizacion

de todo el material en autoclave a (121 °C y 1 bar durante 15 minutos), la siembra de las

muestras, la incubacién de las mismas y finalmente el recuento de las colonias

formadas.

Todos los procedimientos mencionados se realizan bajo un mechero Bunsen

para proporcionar una atmosfera de esterilidad, con lo que se evita posibles fuentes de

contaminacion y evita la invalidez de los resultados obtenidos.

 Equipamiento de laboratorio

A continuacién, se enumera el equipamiento utilizado en el andlisis de

Enterococcus sp.:

Tabla 2: Instrumental utilizado en el andlisis de Enterococcus sp.

INSTRUMENTO MARCA FUNCION
ESTUFAS DE CULTIVO J. P. Selecta Cultivo bacteriolégico
AUTOCLAVE J. P. Selecta Esterilizacion del material
MECHERO BUNSEN Atmosfera de esterilidad
Medicion y adicién de
MICROPIPETAS Acura
volimenes
ESPECTROFOTOMETRO Helios a Medicién de turbidez
PLACAS PETRI
BALANZAS Sartorius Pesaje de reactivos
AGUA DESTILADA Wasserlab Generacion de agua destilada
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Del mismo modo, se enumerardn los reactivos utilizados a lo largo del anélisis

de Enterococcus sp.:

Tabla 3: Reactivos utilizados en el andlisis de Enterococcus sp..

Reactivo Marca

Ioduro potésico PanReac
Tiosulfato sédico PanReac
Almidoén (1%) Scharlau
Acido clorhidrico PanReac
Agar Slanetz Bartley Scharlau
Agar nutritivo Scharlau
TTC (1%) Scharlau

e Medios de cultivo

Para permitir el crecimiento de microorganismos en el laboratorio, es necesario
aportarles un medio con nutrientes y condiciones fisicoquimicas adecuadas para su
desarrollo. El medio de cultivo es aquel que contiene agua y una serie de nutrientes,
necesarios para su metabolismo y crecimiento. Un componente importante que permite
elaborar los medios de cultivo sélidos que se han utilizado es el agar, un polisacarido
procedente de algas marinas que lo hace el gelificante méds adecuado en el cultivo de
microorganismos debido al escaso nimero de organismos que tienen capacidad de

degradarlo. Segtn la utilidad de éstos se distingue principalmente entre:

- Nutritivo: Permiten el crecimiento de la mayoria de los microorganismos, por

ser muy generales.

- Selectivos: Presentan algin componente que impide el desarrollo de
microorganismos no deseados. Esto hace que el microorganismo que se desea
cultivar lo haga con mayor facilidad.

- Diferenciales: Contienen sustancias que ponen de manifiesto alguna
caracteristica de la especie o grupo de microorganismos.

Se utiliza medios sélidos que son necesarios hidratar con agua destilada y llevar
a ebulliciéon para acabar esterilizdndolos y posteriormente servidos cuando su
temperatura ronde los 50 °C en placas Petri dejandolos solidificar en una superficie

plana, evitando las burbujas, para conseguir el mayor homogeneizado posible.
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Para cultivar las bacterias que se requieren en la fortificacion de las muestras, se
utiliza Agar nutritivo de Scharlau, y para cultivar las muestras con bacteria tras la
experimentacion se ha escogido el medio Agar Slanetz y Bartley de Scharlau que lo
hace selectivo el contener cristal violeta, ya que inhibe el crecimiento de bacterias
Gram-negativas y hongos, facilitando el desarrollo de bacterias Gram-positivas como es
el caso de la bacteria de estudio a desinfectar en este proyecto, Enterococcus sp.
También es diferencial debido a que se tintan las colonias, gracias al indicador cloruro
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% Solucidn estéril que serd necesario anadir cuando
el medio hidratado haya sido autoclavado y atemperado a 50°C apareciendo asi las

bacterias de color rosa intenso, facilitando la identificacién y conteo de las colonias.

Figura 4: Identificacion de Enterococcus sp. en medio selectivo.
Fuente: Maldonado, 2012

e Técnicas de siembra

Antes de extraer cualquier cantidad de muestra para realizar un método de
siembra se procede a la agitaciéon de la muestra origen con ayuda del equipo Agitador

Vértex. Los métodos aplicados en este estudio son dos:

Técnica de aislamiento por estrias o agotamiento.

Meétodo utilizado para la fortificacion de las muestras con la bacteria de estudio.
Estas se conservan congeladas a -20°C en viales con leche desnatada esterilizada. Tras
su descongelacién y utilizando el asa de siembra, se extraen in6culos que se extenderan
sobre la superficie de una placa Petri con Agar nutritivo (marca Scharlau) - no es
necesario utilizar un medio selectivo ni diferencial ya que se agrega con total seguridad
Enterococcus sp. como indica el etiquetado de los viales- realizando estrias paralelas
desde el borde de la placa hasta que se vuelva al punto de partida acabando con la
misma técnica hacia el centro intentando no superponer las colonias agregadas para que

puedan crecer de manera aislada.
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Figura 5: Siembra por agotamiento. Fuente: Carnicer, 2019.

Técnica de siembra por extension.

El método de siembra empleado sigue el método estdndar 9215.C (Eaton et al.,
2005). Para ello, se anade una cantidad de 100 uL de la muestra a analizar en el centro
de placas Petri con Agar Slanetz y Bartley (marca Scharlau), que se homogeneiza por la
superficie de los medios con ayuda de varillas de vidrio curvado y moviendo las placas

circularmente hasta notar que el medio ha absorbido la muestra totalmente.
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Figura 6: Siembra por extension. Fuente: Carnicer, 2019

Técnica de filtracion por membrana.

Por el contrario, si se espera un nimero no muy elevado, se procedera a realizar
la técnica de filtracion conforme al método empleado por Rojas (2011) y Valero Léazaro
(2017). Para ello, se realizan filtraciones de distintos volimenes de muestra evitando el
colmatado. Con la correspondiente colocacién con pinzas de un filtro de membrana de
0,47 pum de poro y el embudo esterilizado, se lleva a cabo el proceso en la rampa de
filtracién que, después de hacer pasar con ayuda de una bomba de vacio la muestra que
corresponda, se coloca el filtro con la cuadricula y las colonias hacia arriba en la
superficie del medio de las placas Petri con Agar Slanetz y Bartley realizando su
correcta colocacién quedando todo el elemento en contacto con la superficie.
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Se procede a realizar cada paso flameando los elementos implicados vy
utilizando agua destilada autoclavada para evitar que se quede muestra sin filtrar

ademds de mejorar el filtrado si las membranas estdn previamente hidratadas.

Figura 7: Método de filtracion por membrana. Fuente: Millipore

e Incubacion

Una vez las placas han sido sembradas, se introducen en la estufa a la
temperatura adecuada y el tiempo requerido para el crecimiento bacteriano. Las placas
se van a colocar en la estufa boca abajo para evitar que el agua que condensa en la tapa
de la placa caiga sobre el medio de cultivo:

Tabla 4: Condiciones de incubacion de Enterococcus sp.

Bacteria Temperatura de incubacion (°C)  Tiempo de incubacion (h)
Enterococcus sp. 36+2 44 + 4

 Recuento de colonias.

A menudo, la concentracién de colonias serd tan elevada, que su conteo resultard
imposible. Es por ello que se lleva a cabo diluciones sucesivas. Este método consiste en
diluir las muestras para tener la capacidad de interpretar los resultados de los
experimentos, por tanto, las UFC formadas deben ser contables. Consiste en preparar
tubos esterilizados con 9 mL de disolvente. Se utiliza siempre solucién salina estéril
(0,9 % NaCl), a los cuales se les afiadird 1 mL del experimento contaminado a analizar.

Si aun se estima que una muestra de esa dilucién sigue estando demasiado concentrada
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para su conteo, se procede a retirar 1 mL del tubo primeramente diluido a otro tubo con
9 mL de solucién disolvente para reducir otro orden de magnitud mds. Se continuara
haciendo diluciones hasta estimar que va a ser posible el conteo del sembrado posterior.
Se reduce por tanto de manera lineal tedricamente tanto el volumen de muestra original
a analizar como en nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) que contiene, tal

y como se muestra en la siguiente figura:

|1m| | |1m| | |1ml | [1ml ] 1ml

] A [ [ L

Figura 8: Representacion del método de diluciones
seriadas. Fuente: Maldonado, 2012

En este tipo de conteo de placas, las colonias no siempre provienen de una sola
célula, sino que, en ocasiones, las colonias son el resultado de una agrupacién de
c€lulas; asi mismo, no todas las células bacterianas serdn capaces de formar colonias, ya
que no van a crecer en los medios de cultivo. Teniendo en cuenta esto, es recomendable
hablar en unidades formadoras de colonias (UFC), unidad que corresponde como
minimo a una bacteria formando una colonia, asi como, también a un grupo de estas que

han sido las formadoras de la misma.

En este estudio, los resultados se expresan como UFC 100mL". El nimero de
colonias a contar no ha de ser demasiado grande ya que, si lo es, las colonias podrian
fusionarse entre si dando lugar a errores en las estimaciones, asi como no puede ser muy
pequeio para que el conteo de las mismas sea significativo. Tras realizar el recuento de
las UFC sobre las propias placas, para conocer el nimero de UFC/100ml empleamos la
siguiente ecuacion, donde Fq es el factor de dilucidn que serd la inversa de la disolucion

seleccionada:

UFC
100 mL

= UFCcontadas * Volumengempraao * Fq * 100 [18]
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En las placas consideradas contables se deben distinguir entre 20 y 200 colonias.
Se colocan el Contador de colonias usando su lupa de 75 mm, y un soporte que se
retroilumina para facilitar el recuento de las colonias. Sobre la tapa de las placas Petri,

las colonias contadas se van marcando con un rotulador para evitar la confusion.

3.2.2 Analisis de sulfadiazina

Los andlisis de sulfadiazina se llevan a cabo mediante espectrofotometria de
absorcién molecular en el rango visible — ultravioleta, como se explica a continuacion.
Para complementar este andlisis, se mide el Carbono Organico Total (COT) que
proporciona datos relacionados con la mineralizacién total de la molécula de antibidtico

(su transformacién en CO>+H>0).

 Equipos de laboratorio

A continuacién, se enumera el equipamiento utilizado durante el andlisis de

SDZ:
Tabla 5: equipamiento utilizado en el andlisis de SDZ.
INSTRUMENTO MARCA FUNCION
Medicion 'y adicién de
MICROPIPETAS Acura )
volimenes
] Determinacion de carbono
TOC-V CSH Shimadzu o ) -
orgénico e inorgénico total
ASI-V Shimadzu Automuestreador del TOC
ESPECTROFOTOMETRO Helios a Medicién de turbidez
GENERADOR DE AGUA ) ]
Wasserlab Generacion de agua destilada
DESTILADA

* Medicion de la concentracion de SDZ mediante espectrofotometro UV-VIS

Para poder realizar el estudio se debe calibrar por medio de patrones de
concentracion conocida de antibidtico, y obtener una recta de calibrado. Teniendo en
cuenta el limite de cuantificacién y deteccidn inferior, se preparan patrones partiendo de
una concentraciéon de 5 mg/L hasta un limite superior de 30 mg/L, pues para estos

ensayos, la concentracion de sulfadiazina con la que se trabajaba era de 15 mg/L.

Para ello, la longitud de onda escogida es 254 nm, que ha sido comprobada con
anterioridad por el equipo del laboratorio por medio de un barrido, con el cual se ha
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comprobado que a esa longitud la sulfadiazina absorbe en ese rango. De igual manera,
es necesario el uso de cubetas de cuarzo en sustitucion de las cubetas de plastico, pues a

esa longitud de onda interfieren en la absorbancia final.

3.2.3 Otros parametros fisico quimicos.

* Carbono Organico Total.

El TOC permite realizar una medicién simultdnea del carbono orgénico
presente, asi como del carbono inorgénico formado. Para su medicién se sigue el
método estandarizado 5310 B (Eaton et al., 2005).

La sulfadiazina, al tratarse de un compuesto orgdnico, su degradacién se
presenta en varias etapas. La primera puede deberse a la degradacion parcial del
antibidtico, dando lugar a productos intermedios que pueden seguir presentando
inconvenientes ambientales. La segunda, cuando ha sido totalmente degradada dando

como productos la formacién de CO; y agua.

El instrumental cuenta con un automuestreador (ASI-V), un automuestreador
acoplado al TOC. Este trabaja con curvas de calibracién, tanto para la parte orgdnica
como para la inorgdnica. En este estudio no se ha realizado ninguna curva de
calibracion, pues se ha utilizado anteriores calibraciones realizadas por el equipo de

laboratorio, ajustando siempre estas curvas al valor mds cercano que se podia obtener.

= Ny

W~
1 ul

Figura 9: analizador de carbono orgdnico total (TOC a la derecha, automuestreador

a la izquierda)
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* pH.

Durante la experimentacion, se mide el pH segtn el método estindar 4500-HB
(Eaton et al., 2005). El instrumental utilizado para esta labor es un pHmetro modelo
Crison GLP-21 que se presenta en la figura 10:

Figura 10: pHmetro modelo Crison GLP-21

El electrodo debe ser calibrado de manera diaria con la finalidad de mantener
una fiabilidad en la medida. Para llevar a cabo esta funcidn, se disponen de soluciones
patrén o tampdn preparadas a diferentes intervalos de pH. Se utilizan aquellos que la

pHmetro requiera para su calibracion.

3.3 Aplicacion de tratamientos.

3.3.1 03
* Equipo

El equipo utilizado para la generacion del ozono es un ozonizador FISCHER
modelo 500. Este ozonizador contiene dos electrodos concéntricos, entre los que se
establece un alto voltaje mientras fluye una corriente de oxigeno puro. En la descarga
que se produce, se genera oxigeno atdmico que se combina con el oxigeno molecular

que circula entre los electrodos, formdndose asi la molécula de ozono.
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Esquemadticamente, la generacion de ozono se presenta a continuacion:

Energia
Electrodo de vidrio
Gas de entrada e D B e Gas de salida
0, 0, g 9% 0,+0,
0, 2 L.
0, 0O, o, ¥ O, @,
Electrodo conectado a tierra

E
Figura 11: Esquema de la generacion de ozono por descarga eléctrica

El esquema de la instalaciéon completa utilizada para el tratamiento de muestras

con ozono sigue la siguiente configuracion:

0 A

. Os
2 s ° -
0 Oz o= |O=

S
$

IR ol
=
=

0Oz seco

(2)

Figura 12: Esquema de la instalacion para el tratamiento de muestras con ozono

El oxigeno se conecta directamente al ozonizador por lo que el aporte de gas se
debe ajustar mediante la valvula reductora de presién hasta 1 bar como méaximo. La
generacion de ozono aumenta con el caudal de oxigeno introducido, por lo que el flujo
de oxigeno que entra al ozonizador se regula con la valvula acoplada al rotdmetro
situado en el frontal del equipo (3). Entre la botella de gas y el ozonizador se coloca un
lecho de silica gel (2) que debido a sus propiedades higroscopicas elimina la humedad
de la corriente de O2 antes de entrar en el ozonizador, ya que el gas de entrada siempre
debe estar seco. Una vez accionado el interruptor principal transcurren unos breves
segundos hasta que el amperimetro muestra la subida de corriente que indica que ha

comenzado la ozonizacion.
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El ozonizador se conecta a un reactor cerrado de vidrio (4) que funciona en
régimen semicontinuo, continuo respecto al gas y discontinuo respecto al liquido. El
ozono gas se transfiere a la muestra por la parte superior del reactor a través de un
divisor poroso (O3 intoducido). La transferencia del ozono al agua produce un burbujeo

que proporciona agitacion a la muestra, favoreciendo el contacto ozono-agua.

No todo el ozono producido llega a consumirse en la reaccidon ya que parte
queda en la fase gaseosa en la zona superior del reactor. Este ozono debe ser destruido
(O3 no consumido) por lo que se colocan dos borboteadores (5) en serie al reactor que
contienen una disolucién de yoduro potdsico al 2%. El ozono reacciona con el yoduro
potasico reduciéndose a oxigeno y liberandose a la atmdsfera. El experimento debe
llevarse a cabo en una campana extractora ya que el ozono es un elemento téxico. La
cantidad de O3 no consumida se calcula por un método volumétrico con tiosulfato

sédico.
Por lo tanto, el O3 consumido por la muestra se calcula segtin la ecuacién 19:

03 consumido = 03 introducido — (03 no consumido + 03 residual disuelto) [19]

Para determinar la cantidad de ozono que se produce por unidad de oxigeno
introducida se realizan una serie de ensayos a diferentes intervalos de tiempo (10-120

segundos), determindndose en cada caso la cantidad de ozono generada.

La cantidad de ozono producida se calcula por el método iodométrico (Kolthoff
y Belcher, 1957). Este método consiste en tomar muestras de la disolucion de KI de los
borboteadores para cada uno de los caudales de oxigeno y de los intervalos de tiempo
fijados y valorar con tiosulfato sédico el yodo que se produce al reaccionar el KI con el

0z0ono.

%2

Oz seco O3

Disolucion Kl al 2 %

[ A 3]
)
>
[
8

151

éz

Figura 13: Esquema de la instalacion utilizada para la calibracion del equipo
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El yodo generado corresponde estequiométricamente con la cantidad de ozono
generada ya que conforme el O3 alcanza la disolucién de KI, el O3 se reduce a O2y a su

vez el yoduro se oxida a yodo:

O03+H0+2¢ - 0O:+20H
2T+2¢ -2

O:3+H 02T o 02+ L+20H

Se toman alicuotas de 50 mL de cada borboteador y se afade 1 mL de HCI 1N
ya que se requiere medio dcido para la valoracion. Se comienza a valorar con tiosulfato
sddico hasta que el color pardo rojizo que aparece como consecuencia del I formado se
torne amarillo pélido. En este momento se afiade el indicador de almidén puesto que, si
se anadiera a la muestra inicial, en la que la cantidad de yodo es muy superior, se
formaria un complejo que impediria valorar correctamente. Al anadir el almidén
aparece un color morado oscuro que virard a incoloro al continuar con la valoracion,

como consecuencia de alcanzar el punto de equivalencia.

El ozono generado, en mg h'!, se calcula segtin la siguiente expresion:

mg Os/h=V-N- (%j 24 - (G—toj [20]

donde V es el volumen total de tiosulfato sdédico consumido (agente valorante),
N la normalidad de la disolucion de tiosulfato sédico, V’ el volumen de KI tomado para
la valoracidn, ¢ el tiempo de funcionamiento del ozonizador, en minutos y 24 el peso

equivalente del ozono.

Como para el calibrado se trabaja con dos borboteadores, los mg O3 h! totales

serd la suma de los mg O3 h™! individuales de cada borboteador.

El agente valorante, tiosulfato sédico, al no ser patrén primario, se debe
estandarizar con dicromato potdsico para determinar exactamente su concentracion.
Para ello se toman 80 mL de H>O destilada a la que se afiaden 1 mL de HCI 1IN, 1 g de
KI y 10 mL de K>Cr20O7 0.1N. Esta mezcla debe permanecer 6 minutos en oscuridad
antes de ser valorada con la disolucion de tiosulfato sédico que se va a estandarizar.
Igualmente, se valora hasta que el color pardo rojizo pasa a amarillo y tras la adicién del
almidon, se valora hasta la desaparicion del color morado. Por tanto, la normalidad real

del tiosulfato sédico es:
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1
N NaS:03= ————— 21
Tl Na,S,0, 21]

* Procedimiento experimental.

Los ensayos se llevan a cabo en un reactor de 2L, en el que en 1L de agua
destilada se diluyen las muestras de Enterococcus sp. y SDZ. El ozonizador debe estar
previamente calibrado como se muestra en el Anexo VI, a diferentes tiempos, y a una
temperatura ambiente del laboratorio (22°C). Las condiciones del ozonizador se
mantienen con un caudal seleccionado de 100 L h™!' con lo que se ha conseguido una
produccién media de 2969 mg O3 h’!

Los ensayos se realizan por triplicado. Asimismo, se estudia la influencia del pH
realizando los experimentos a dos pH (ajustado a la neutralidad, y a pH 4cido entorno a
un valor de 5), y la influencia de la dosis de ozono aplicada a distintos tiempos. Al final
de cada experimento, y para obtener el menor error posible, el ozono residual de las

muestras tomadas se inactiva por medio de tiosulfato sédico.

Para el andlisis y determinacion de Enterococcus sp se debe extremar la
precaucion en el mantenimiento y limpieza del instrumental a utilizar, tanto en el
laboratorio de microbiologia por medio del uso del autoclave, como en el reactor de
experimentacion por medio de isopropanol diluido en agua destilada, que se aplicara

tras finalizar cada uno de los experimentos llevados a cabo en €l.

3.3.2 Sales de persulfato.

* Reactivos

Los reactivos seleccionados como agentes oxidantes para el desarrollo de los

ensayos se presentan en la tabla 6.

Tabla 6: Sales persulfato escogidas para los ensayos

Reactivo Marca CAS N° Peso molecular
Peroxidisulfato de
. PanReac 7775-27-1 238,09 g/mol
sodio (PS)
Monopersulfato
. Alfa Aesar 70693-62-8 615,50 g/mol
de potasio (PMS)
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* Procedimiento experimental.

De manera paralela a los ensayos, se estudiara el efecto de los oxidantes (PMS y

PS) que, por si solos, ejercen sobre las muestras sin emplear ozono.

Para dicho estudio, se mantendrédn las condiciones exactas para las muestras, asi
como los tiempos a realizar, previamente mencionadas y desarrolladas en el apartado
3.3.1. Para mantener las mismas condiciones de mezclado que el ozonizador
proporciona en los otros ensayos al borbotear la muestra, para este caso se mantendrd
una mezcla continua por medio de un agitador mecanico. Del mismo modo, al no
introducir ozono a la prueba, no serd necesaria la adicién de tiosulfato sédico, pero la

medicién de pH se seguird realizando como lo mencionado en el apartado 3.2.3

3.3.3 Tratamiento combinado O3+SO4~

¢ Procedimiento experimental.

Se estudia la influencia proporcionada por la adicion al sistema de dos sales de
persulfato, descritas en el apartado anterior. Con respecto a la bibliografia revisada, se

establece que las dosis de las sales varian en un rango de 0.05-0.1 mM.

Las condiciones de operacion son distintas en funcién del tipo de muestra
estudiada. En primer lugar, para la inactivacién de Enterococcus sp. se mantiene el
régimen de funcionamiento del ozonizador como el descrito en el apartado 3.1.1. En
cuanto a las sales, para Enterococcus sp. se estudiara la influencia de 0,5, 1 y 2 mg/L

para ambas sales.

Estas condiciones serdn modificadas para el estudio de la sulfadiazina. El
ozonizador mantendrd el mismo régimen de funcionamiento. Sin embargo, para el
estudio de la influencia de las sales de persulfato se escogerd aquella con mejor

rendimiento obtenido en los ensayos con Enterococcus sp.
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3.4 Expresion de los resultados.

3.4.1 Inactivacion de Enterococcus sp.

Se cuantifica la inactivacién bacteriana y con ello la eficacia de la desinfeccion
que se ha obtenido en experimento utilizando el logaritmo de la divisién de las unidades
formadoras de colonias que habia inicialmente respecto de las que han quedado después
del experimento, tal que:

UFCinicial

o N
Inactivacionggcreriana = L0g [%l = Log (N—t) [22]
o
100 mL

Estas unidades logaritmicas también pueden expresarse como porcentajes de
inactivacién para tener una mejor comprension de la inactivacioén. La tabla 7 muestra

las diferentes correlaciones entre los logaritmos y los porcentajes.

Tabla 7: Equivalencia de inactivacion en unidades logaritmicas.

Unidades logaritmicas de inactivacion  Porcentaje de inactivacion

0,5 log 68 %

1 log 90 %

2 log 99 %
3log 99.9 %

4 log 99,99 %
5 log 99,999 %

3.4.2 Rendimiento de degradacion y mineralizacion de sulfadiazina.

En primer lugar, la medicion de las muestras de SDZ mediante
espectrofotometria proporciona informacién sobre su degradacién. Dicho rendimiento
se calcula segtin la siguiente ecuacién: Su rendimiento se calculard con la siguiente

ecuacion:

). 100 ; [23]

n (%) = ([SDZ][t=0— [SDZ]¢=

SDZ]e;

siendo [SDZ]i=0 la concentracion de sulfadiazina antes de iniciar el tratamiento,

y [SDZ]i=i la concentracion de sulfadiazina tras el tratamiento.
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En segundo lugar, la medicion del COT de las muestras de SDZ proporciona
informacién sobre la mineralizaciéon de los compuestos organicos presentes. Dicho

rendimiento se calcula segtin la siguiente ecuacion:

COT]¢=0— [COT];=i
[COT]¢=;

(%) = (L )-100 ; [22]

siendo [COT]=o la concentracion de carbono orgdnico total antes del

tratamiento, y [COT]=i la concentracién de carbono organico total tras el tratamiento.
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4. Resultados

4.1 Calibracion de equipos.

e (Calibracion del ozonizador.

Los resultados de calibracién del ozonizador, siguiendo lo indicado en el

apartado 3.3.1 se muestran en la figura 14:

Recta de calibrado del ozonizador

120

y=0,8479x - 0,6021 ®
R? = 0,9996

100

80

mg O, introducidos
(o))
o

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (s)

Figura 14: Recta de calibrado del ozonizador

Por ello, a lo largo de la experimentacion, la condicién de operacién a estudiar

serd la concentracion de ozono, siendo el tiempo la variable operacional.

» Calibracion del espectrofotometro.

Previo al inicio de los ensayos con sulfadiazina, se debe proceder a la
calibracion del espectrofotometro. A una absorbancia de 254 nm se estudia y valora el
grado de degradacién a la que se ha visto sometido el antibidtico. Para ello, se prepar6
una disolucién madre de concentracién mayor, a partir de la cual se hicieron las

diluciones pertinentes, que se presentan en la siguiente figura.
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Calibracion del espectrofotometro a 254 nm

y=0,0711x + 0,2411
2,5

R2=0,9914 ®

2 T T e o
S5 Ll eer
< X S

1 i

05 .
0
0 5 10 15 20 25 30 35
C(mg/L)

Figura 15: Recta de calibrado del espectrofotometro a 254 nmn

El rango de operacion se encuentra determinado por el limite de cuantificacion
inferior. El rango superior no supone ningtn problema, pues a lo largo de los ensayos se

trabajard con una disolucién preparada de sulfadiazina de 15 mg/L.

4.2 Inactivacion de Enterococcus sp.

Los resultados numéricos obtenidos a lo largo de la experimentacién se
muestran en el Anexo VI.

4.2.1 Inactivacion mediante ozono.

A continuacién, en la figura 16 se presenta la curva de inactivacién de

Enterococcus sp. mediante tratamiento de ozono.

Degradacion de Enterococcus sp. mediante O,

0e
0 20 40 60 80 100
-1
s
-2
= | &
~
Z -3 ®
%
(o]
-
-4
: 3
5 ¢
-6
mg O; /L

Figura 16: Inactivacion de Enterococcus sp mediante O3
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Las reducciones o inactivaciones logaritmicas se describen en el apartado 3.4.1.
Una unidad logaritmica supone una reduccién bacteriana del 90%; dos unidades, del
99%, y asi sucesivamente. Tras finalizar los ensayos correspondientes a este bloque de
inactivacion, el rendimiento final ha alcanzado las -4,78 unidades logaritmicas, por lo

que se puede considerar una desinfecciéon completa.

Segun los resultados obtenidos, se observa una inactivacion acusada en los

primeros 20 mg/L de ozono, que se mantiene estable hasta los 100 mg/L.

Con respecto al pH, experimentd una ligera variacién a lo largo de los dos
minutos. Se iniciaron los ensayos a un pH promedio de 6,86 que disminuy6 hasta un
valor de 6,21 al final de mismo. Dicho descenso puede deberse, por una parte, a que la
disoluciéon del ozono en el medio tiende a acidificar el mismo. Por otra parte, dicha
disminucién puede deberse de igual forma a la inactivacion de las bacterias.

La USEPA recomienda una reduccién de una unidad logaritmica para un control
eficiente de las bacterias (USEPA, 2004). Tras los resultados obtenidos en este ensayo,
la dosis requerida para alcanzar dicha unidad logaritmica fue aproximadamente de 5
mgOs3/L. Sin embargo, Lanao (2012) establecié que se podia considerar como
desinfeccion total de la muestra tras obtener cuatro unidades logaritmicas. Para alcanzar
ese nivel de inactivacién en esta experimentacion, se requerird de una dosis de en torno
los 20 mgOs/L.

En la siguiente figura 17 se muestra la comparacion entre los trabajos realizados
en el Grupo de investigacion Agua y Salud Ambiental, relacionando el consumo de
ozono con respecto la reduccién de las poblaciones. Estas se componen de diferentes
especies (Enterococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium
perfringens) en diferentes matrices: muestra sintética (MS) a base de agua destilada
fortificada, o muestra de natural superficial (MN).
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Comparativa de inactivacion de bacterias mediante O,

20 40 60 80
—@®— Enterococcus sp.

Enterococcus sp.
MN (Lanao, 2012)

P. aeruginosa MN
(Esteban, 2014)

E. coli MN (Esteban,
2013)

—@— C. perfringens MN
(Lanao, 2012)

-8 —@— C. perfringens MS
(Lanao, 2012)

mg O,/L

Figura 17: Comparativa de inactivacion de Enterococcus sp., P. aeruginosa, E. coli y C. perfringens

Podemos observar como se establece una diferencia marcada entre aquellas
muestras de MS con respecto aquellas con MN. En las MN, ademds de a inactivacién de
las bacterias, el ozono oxida del mismo modo a los sélidos suspendidos (SS) y aquellos
compuestos organicos e inorganicos presentes, que en el apartado 2.3.3.2 se definian
como scavengers. Es decir, en las muestras naturales intervienen todas aquellas
sustancias presentes, que pueden ser objeto de oxidacién y degradacién. Es por ello
que, para una misma poblacién, como es el caso de C. perfringens, la MS alcance las
cuatro unidades logaritmicas con una dosis de ozono notablemente inferior a

comparacion de las mismas poblaciones en MN.

Del mismo modo, se puede establecer una segunda diferencia ateniéndose a la
naturaleza de las poblaciones. Las bacterias gram positivas (Enterococcus sp., C.
perfringens), gracias a la presencia de una capa de peptidoglucano, presentan mayor

resistencia a los tratamientos.

El punto comin entre los ensayos realizados y comparados en la figura 17 es
una acusada reduccién de las poblaciones en los primeros instantes de experimentacion,
al introducir ozono al sistema. Posteriormente se observa como algunas poblaciones
gram negativas requieren de una dosis mayor en comparacién con las positivas para

alcanzar las cuatro unidades logaritmicas de inactivacion.
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4.2.2 Inactivacion mediante PS/PMS

Este andlisis fue llevado por Carnicer (2019) en los mismos laboratorios en los
que se ha llevado a cabo este trabajo. En la Tabla 8 se muestran las unidades

logaritmicas de inactivacion obtenidas al respecto:

Tabla 8: Influencia en la inactivacion de Enterococcus sp. de las sales persulfato

- . Monopersulfato de
Peroxidisulfato de sodio .
potasio

Log (N¢/No) a los 20 min -0,05 -0,19

El ensayo fue llevado a cabo poniendo en contacto las poblaciones bacterianas
con las sales durante 20 minutos en agua destilada, sin influencia de ningin otro

reactivo.

Se puede considerar que las sales en disolucién no influyen en la degradacion de
las poblaciones bacterianas, pues para ello requieren de un mecanismo de activacion,
como es el caso del ozono en este estudio, o de otras fuentes como pueden ser UV,

ultrasonidos u otros.

4.2.3 Inactivacion mediante O3+ PS y Os + PMS

En el Anexo VI se muestra la tabla con los resultados obtenidos antes y después
del tratamiento con ambas sales. A continuacidn, en la Figura 18 se muestran las curvas

de inactivacion para cada uno de los tratamientos combinados:
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Inactivacion de Enterococcus sp mediante O; O;+PS y O;+PMS

0
20 40 60 80 100

-1

-2
- —0—03
=z -3
S~
= 03+PMS
B
3 03+PS

-5

-6

-7

mgO,/L

Figura 18: Comparativa de la inactivacion de los ensayos realizados con O3/ O3+PS/ O3+PMS

Se observa como, tanto el tratamiento con O3, asi como los tratamientos
combinados, han resultado efectivos en la degradacién de la bacteria, mostrando un
comportamiento similar en los tres casos: acusada inactivacion hasta los 20 mg Os/L, a
partir del cual, la degradaciéon se mantiene practicamente constante hasta los 100 mg/L,
consiguiendo llegar hasta una inactivacién superior a las cuatro unidades logaritmicas

requeridas.

Comparando la efectividad de cada tratamiento combinado por separado, aquel
con unos mejores resultados es el tratamiento combinado con PMS, alcanzando una
inactivacion de 4 unidades logaritmicas con una dosis de 15 mg/L de ozono; mientras
que los tratamientos restantes se sitian en torno a los 20 mg/L de ozono. Este
comportamiento estd documentada en otros estudios como Devi et al., 2016; Ghanbari y
Moradi, 2017; Matzek y Carter, 2016; Wang y Wang, 2018 demostrando que la
aportacion de los radicales sulfato por parte del PS, como del PMS, incrementan el

rendimiento de los tratamientos de los compuestos organicos.

La mejora de los rendimientos supone la reduccion de las dosis de ozono a usar,
por lo que, en condiciones reales, supondria un ahorro econémico del ozono como
reactivo, siendo el mds caro de la experimentacion por la necesidad de ser generado in
situ mediante oxigeno. En esta linea, el reactivo indicado serd el PMS, pues su uso
supone un ahorro de ozono de un tercio a comparacién del ozono requerido en los

tratamientos mediante PS.
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Con respecto al pH, se observé una variacién inicial en el pH en aquellos
tratamientos en los que la sal era afadida al inicio del mismo. Mientras que los ensayos
realizados mediante ozono se mantuvieron en un medio relativamente neutro, en
aquellos en los que se usaron las sales, tendieron a acidificar el medio inicialmente; y

dicha reduccién en el pH se mantuvo constante hasta finalizar el experimento.

Los consumos resultantes de cada uno de los tratamientos se presentan en la
Figura 19:

Consumos de O, en la inactivacion de Enterococcus sp
90
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—0—03
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03+PMS

Ozono consumido

30 03+PS
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Ozono introducido

Figura 19: Consumos de O; en la inactivacion de Enterococcus sp.

Como se puede observar, los tres tratamientos comparten la misma tendencia al
inicio de la experimentacion, y ello corresponde al descenso acusado en la inactivacion
que se podia observar en la figura 18. En este tramo, el proceso de inactivacion
consume por completo el ozono que es introducido. Conforme avanza el tiempo de
experimentacion, las diferencias entre los tratamientos se observan con mads claridad. En
el caso del tratamiento mediante ozonizacidon, no muestra un uso eficiente de las dosis
de ozono, unicamente haciendo uso del 55% del ozono introducido. Sin embargo, los
tratamientos combinados alcanzan un rendimiento de en torno el 70-80% con respecto
al ozono introducido. Lo que corrobora que la adicion de sales persulfato,
principalmente PMS, al tratamiento de ozonizacién produce una mayor eficiencia en el

proceso de inactivacién de Enterococcus sp.
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4.2.4 Influencia de la concentracion de PMS en los tratamientos
con O3+PMS.

A tenor de los resultados obtenidos en el anterior apartado, se escoge el PMS
como el reactivo con mejor respuesta a la inactivacion de las poblaciones bacterianas.
En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos variando la concentracion del
mismo, manteniendo el resto de condiciones de experimentacion. Se estudiard cémo
afecta a la inactivacién de Enterococcus sp. con distintas cantidades de sal: 0,5; 1y 2
mg PMS/L.

Inactivacion de Enterococcus sp. mediante O;+PMS, a
concentraciones de 0,5; 1y 2 mgPMS/L

q 20 40 60 80 100

—8—0,5 mg/L

1 mg/L
% 2 mg/L

mg O; /L

Figura 20: Comparativa de inactivacion de Enterococcus sp. para los ensayos con O3+PMS,
a concentraciones de 0,5; 1y 2 mg/L de PMS

Observamos coémo, aunque visibles, no representan una diferencia notable entre
ellas, aunque destacan las concentraciones de 1 y 2 mg/L como aquellas con mejores
resultados. Todas alcanzan una eliminacién de 4 unidades logaritmicas, siendo el caso
de 2 mg/L la Unica en la que, tras los dos minutos (con una dosis de ozono de 102
mg/L), no se ha llegado a contabilizar ninguna colonia. Pese a ello, la cantidad escogida
serd 1 mg/L pues permite obtener unos resultados satisfactorios siendo a menor

concentracion, lo que se traducird en un menor coste en cuanto al consumo de reactivo.
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Se sigue observando una variacion en el pH, relacionada directamente con la
cantidad de PMS introducida al sistema. Tras la adicién de 1 mg/L de PMS, previo al
inicio de la ozonizacién, el pH disminuia hasta un valor de 6,04; que, tras los dos

minutos, finalizaba con un valor de 5,4.

En la siguiente figura, se observan los consumos de ozono obtenidos en el
tratamiento O3+PMS a distintas dosis de PMS:

Consumos de O; mediante O;+PMS a distintas dosis de PMS
90
80
70
60
50

—8—0,5mg
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1mg
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Ozono consumido

2mg
20

10

0 20 40 60 80 100 120
Ozono introducido

Figura 21: Consumos de O3 mediante O3+PMS a distintas dosis de PMS

Asi como se observaba en la figura 19, el consumo de ozono muestra un
comportamiento idéntico en las primeras etapas del tratamiento. Por ello, a tiempos
iniciales, el tratamiento estd consumiendo por completo todo el ozono introducido en el
sistema. La dosis de ozono es consumida tanto para la inactivacién de las bacterias,
como para la activacion del PMS, siendo directamente proporcional el ozono
consumido a la concentracion de la sal en el tratamiento, por ello el tratamiento que
resulta consumir mayor cantidad de ozono es aquel con una mayor concentracién de
PMS (2 mg/L). Los rendimientos en el uso del ozono se asemejan a los vistos
anteriormente en la figura 19, siendo los tratamientos combinados a concentracion de 1

y 2 mg/L aquellos que alcanzan un rendimiento del 80%.
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4.2.5 Influencia del pH en la inactivacion de Enterococcus sp.
mediante Oz+PMS.

Tras escoger el PMS como el reactivo con mejor rendimiento, se ha procedido a
estudiar las posibles diferencias existentes al ajustar el pH, pero manteniendo la misma
concentracion de PMS.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en la inactivacion de las
colonias de Enterococcus sp. Las variaciones observadas en el pH a lo largo de la

experimentacion se muestran en el Anexo VI:

Influencia del pH en la inactivacidon de Enterococcus sp.
mediante O;+PMS
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Figura 22: influencia del pH en la inactivacion de Enterococcus sp. mediante O3+PMS

Como se observa, tanto los ensayos realizados a pH 7; y los realizados a pH 5;
alcanzan las cuatro unidades logaritmicas de inactivacién, por lo que se puede
considerar como una desinfeccién completa para ambos casos. Sin embargo, a pH
neutros, no se llegaron a observar ninguna colonia a partir de los dos minutos en
ninguna de las repeticiones.

Los valores de pH variaron de manera similar al apartado 4.2.4: tras la adicién
del reactivo, se observo un descenso en el pH que, en los ensayos a pH 7 se neutraliz6
mediante hidréxido sédico; y en los ensayos a pH 4cido, se favorecié mediante la
adicion de 4cido clorhidrico.
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En este caso en concreto, se puede observar como la neutralidad del medio
afecta en el rendimiento del tratamiento, aunque no de manera relevante en el rango de
pH estudiado (5-7). Como se mencionaba en el apartado 2.3.3.1, se describe como la
ozonizacién puede actuar por medio de dos vias. En el tratamiento a un pH 5, se
favorece la via acida, actuando el ozono molecular directamente sobre la inactivacion de
las bacterias. Por otra parte, en medios neutros o alcalinos, como ejemplifica el
tratamiento a pH 7, el ozono actiia de manera indirecta, ello se debe a que la presencia
de ozono molecular facilita la formacién de especies radicalarias, que no estaban
presentes en el medio, y que actian de manera activa en la inactivacion. Esta diferencia

es notable cudnto mayor es la concentracién de ozono en el tratamiento.

4.3 Degradacion de sulfadiazina.

4.3.1 Degradacion de SDZ mediante ozono.

El estudio de sulfadiazina (SDZ) se realizard conforme a lo explicado en el
apartado 3.2.2: la degradacion del antibidtico en otros compuestos organicos por medio
de su valoracién por medio de la medicién por espectrofotometria, y la mineralizacion
tanto de la sulfadiazina como sus metabolitos, medido por medio del TOC. Los

resultados se han realizado por duplicado, y se presentan en la siguiente figura.

Degradacion de SDZ y variacion del pH mediante O,
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80
8,0
X 60
N 70 &
n c
S 40 S
O .©
E T
= 20
= —— ——
0o 5,0
0 20 40 60 80 100
-20 4,0
mgO0, /L
—@—n[COT] n[SFZ] pH

Figura 23: Degradacion de SDZ y variacion del pH mediante O3
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La eliminacién de SDZ aumenta conforme lo hace la dosis de ozono llegando a
un méaximo en torno el 55% con una dosis de 100 mgOs/L de ozono. La tendencia en
cuanto a su mineralizacién es la misma pero mucho menos acusada, alcanzando una
mineralizacién del 10%. tras el tratamiento con Os. Es por ello que mediante O3 la SDZ
se degrada considerablemente a compuestos intermedios, pero apenas se alcanza su
mineralizacién. Tras el tiempo de experimentacion, el rendimiento de degradacién del
antibidtico se sitia por encima del 50%; mientras que, el rendimiento de mineralizacion,

se sitda por debajo del 15%.

La variacién observada en el pH a lo largo de la experimentacién puede deberse,
mayoritariamente, a la formacién de subproductos fruto de la degradacion del
antibitico mds acidos que éste. Este descenso es acusado al principio, relacionado
directamente con el inicio de la ozonizacién que, posteriormente, se estabiliza hasta

alcanzar un pH final en torno a 6,5.

De igual manera, la concentracion administrada a los ensayos parece influir
sobre los resultados finales. Pero en el estudio de Guo et al., (2016) estudiaron cémo
podia afectar a la degradacion de sulfadiazina diferentes valores de ozono.
Coherentemente, a mayor presencia de ozono en los ensayos realizados, mayor fue el

rendimiento de eliminacién del antibidtico, como se observa en la siguiente figura:

1.0
=~ L1 mg L
—8— 4.4 mg/L
1.5 - —d—43.8 mg/L
&+
=
:E
<
{h.4 4
L
LR
L] Li 1 1 L L
L] 2 4 ] K 1
Timae (min)

Figura 24: Degradacion de SDZ a diferentes concentraciones de O3 (Guo et al., 2016)
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Sin embargo, entre los estudios existe disparidad en funcién de la via de
degradacién (directa o indirecta) estudiada. En el caso de Urbano et al., (2017),
obtuvieron una degradacién de sulfadiazina a pH 3 superior al 90%, que se redujo hasta
un 30% para pH 11. Para pH neutros, como los realizados en los ensayos presentados en
este trabajo, obtuvieron una degradacion del 62,7%. La hipétesis planteada por los
autores es que, a pH dcidos, el antibidtico es atacado exclusivamente por el ozono;
mientras que, en rangos alcalinos, los radicales generados afectarian tanto al antibidtico
como al ozono presente. Pero en dicho estudio, no se estudio el papel protagonizado por
la presencia de scavengers en el medio, como podian ser los carbonatos, COs%™, e
hidrogenocarbonatos, HCO3", generados a un pH &4cido a causa de la degradaciéon de

compuestos organicos.
En contraposicion, la investigaciéon de Garoma et al., (2010) concluyé en unos

resultados favorables en la degradacion de la sulfadiazina a pH 10 en comparacién a los

obtenidos a un pH 4cido, como se puede observar en la siguiente figura.
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WCl,
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0.001
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Figura 25: Degradacion de SDZ a diferentes pH (Garoma et al., 2010)

A esta misma conclusién llegé Guo et al., (2016). Su investigacion, también
basada en la eliminacién de sulfadiazina a diferentes pH, se observan ligeras

diferencias, obteniéndose mejores resultados de eliminacién de pH 9.
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Figura 26: Degradacion de SDZ mediante UV/O; a diferentes pH (Guo et al., 2016)

4.3.2 Degradacion de sulfadiazina mediante PMS.

De manera similar a como se ha procedido con los Enterococcus sp., se ha
estudiado la influencia que las sales de monopersulfato pueden ejercer sobre la
degradacion de la sulfadiazina en ausencia de ozono. Para ello, se ha procedido a la
fortificacion de la muestra con 15 mg/L de sulfadiazina. Tras 2 minutos en contacto, el

grado de degradacion final fue del 1,43 %

Por lo tanto, se puede considerar que las PMS no degrada el antibidtico, pues
para ello queda demostrado que requieren de un mecanismo de activacion, como es el
caso del ozono en este estudio, o de otras fuentes como pueden ser UV, ultrasonidos u

otros.
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4.3.3 Degradacion de SDZ mediante O3+PMS

La concentracién de trabajo escogida para este apartado fue de 1 mg/L. de PMS.

Los resultados obtenidos se expresan en la figura 27:

Degradacion de SDZ mediante O;+PMS
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Figura 27: Degradacion de SDZ mediante PMS/0;

Se observa como el rendimiento final alcanzado en los tratamientos combinados
es mayor que los obtenidos Unicamente mediante ozono (visto en la figura 23): en los
ensayos mediante ozonizacién se alcanzé un rendimiento de degradacion de la
sulfadiazina del 52,7 %: mientras que en los ensayos realizados mediante O3+PMS se

obtuvo un rendimiento del 79,9 %, con una dosis en torno a 101 mg O3/L

La contribuciéon del PMS a la degradacion del antibidtico asciende hasta un
rendimiento cercano al 80%, mientras que respecto al rendimiento de eliminacién del
COT, se sitia cercano al 30%. Si se compara con lo obtenido en a figura 23, se observa
como el aporte de PMS mejora en gran medida la degradacion de la sulfadiazina tras los
dos minutos. Sin embargo, la mejora en cuanto la mineralizacién es mas discreta,
pasando de aproximadamente un 10% a un 25%. Lo que indica que con ambos
tratamientos (O3 y O3+PMS) la SDZ se transforma principalmente en productos

intermedios de degradacién dado que su mineralizacion es mds baja que su degradacion.

53



Sin embargo, el tratamiento combinado supone una notable mejora en ambos
rendimientos en comparacién con el O3z sélo debido a la formacion de radicales sulfato.

Por su parte, el pH experimenta un descenso importante en comparacion a la
ozonizacién: la ozonizacion de la sulfadiazina finaliz6 con un pH en torno a 6,5;
mientras que en los ensayos realizados mediante Oz+PMS la variacion obtenido fue de
6,96 hasta 4,63. Esta diferencia en el descenso del pH se sigue debiendo a la formacién
de compuestos secundarios mds dcidos que la SDZ, por lo que la mejora en el
rendimiento de la mineralizacion en los tratamientos combinados se refleja en un mayor

descenso del pH.
Los rangos de consumo de ozono se sitian parejos a los obtenidos en los

tratamientos de inactivacion de Enterococcus sp. En este caso, se puede considerar que

no existe diferencia de consumo entre los tratamientos.

Consumo de O; en la inactivacion de SDZ mediante O; y
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Figura 28: Consumo de O3 en la inactivacion de SDZ mediante O3 y O3+PMS

Como puede observarse en la figura 28, pese a que el método de degradacion
varie en funcidén de la presencia o no de PMS, los valores de consumo de ozono se
mantienen constante a lo largo de la experimentacion. Como sucedia en los consumos
vistos en el apartado 4.2.4, a tiempos bajos, todo ozono introducido en el sistema es

consumido como parte del tratamiento. Posteriormente, el consumo del ozono es menos

54



eficiente, perdiéndose parte en el intercambio de gases. Por otra parte, en este caso no se
observan diferencias entre los consumos de ambos tratamientos. A comparacién de la
inactivaciéon de Enterococcus sp, en este caso, el ozono es requerido tanto para la
degradacion y mineralizacion de la sulfadiazina, por lo que el tratamiento hace un uso

mads eficiente del ozono que es introducido al sistema.

55



56



5. Conclusiones.

En base a los resultados obtenidos en la inactivaciéon de Enterococcus sp. se

concluye que:

1. Los ensayos realizados mediante O3, PMS+03 y PS+0Os (dosis de 15, 18 y 21
mgOs/L respectivamente) han resultado eficaces, alcanzando una inactivacion de
cuatro unidades logaritmicas, por lo que se puede considerar una eliminacién

completa de las poblaciones bacterianas

2. Los tratamientos combinados han resultado ser mas eficaces en la inactivacién de
Enterococcus sp. que los tratamientos mediante ozono, siendo la alternativa de PMS
el tratamiento con mejor resultado, alcanzando las cuatro unidades logaritmicas con
una dosis en torno a los 15 mgOs/L, en comparacion a los tratamientos mediante

PS+ O3 y O3 (con dosis en torno a los 20 mg O3/L).

3. Las sales persulfato, por si solas, no ejercen inactivacion de las poblaciones

bacterianas.

4. La concentraciéon de sales persulfato influye en los rendimientos de inactivacion
hasta cierto punto. Los ensayos realizados con una concentracién de 1 y 2
mgPMS/L obtuvieron resultados ligeramente mejores que aquellos realizados a una

concentracion de 0,5 mgPMS/L.

5. En referencia al pH, se obtuvieron mejores resultados de inactivacion favoreciendo

la via indirecta del ozono neutralizando el medio en torno a un pH 7.

En base a los resultados obtenidos en la degradacion de sulfadiazina se concluye

que:

1. Los ensayos realizados mediante O3 y PMS+O3 resultan eficaces en la degradacion
del antibidtico, alcanzandose rendimientos del 50% de degradacion en los ensayos
mediante O3; y rendimientos de degradacién del 80% en aquellos realizados
mediante PMS+ O3, con una dosis final de 100,8 mgOs/L.

2. La mineralizacion de la sulfadiazina ha resultado ser més discreta a comparacién de
la degradacion del antibidtico, alcanzandose un rendimiento de mineralizacién del
10% en los ensayos realizados mediante Os3; y un 25% en aquellos realizados
mediante PMS+ O3, con una dosis final de 101 mg Os/L.
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3. La presencia de PMS, por si sola, en el medio no ejerce influencia en la degradacion

del antibiotico.

4. Se observa un descenso generalizado del pH a lo largo de la experimentacion, mds
acusado en los ensayos realizados mediante PMS+ Os. Dicho descenso pone de
manifiesto la eficaz mineralizacién de los compuestos organicos del antibidtico,

responsables de dicho descenso.

De manera general, en base a los resultados obtenidos a lo largo de la
experimentacion para este estudio, se puede asegurar la efectividad de los procesos de
ozonizacién en combinacién con las sales PMS como alternativa a la eliminacion y
degradaciéon de Enterococcus sp. y sulfadiazina en matriz sintética a escala de

laboratorio.

Con esta investigacion se avanza en el conocimiento de los procesos avanzados
de oxidacién para dar solucién a una realidad actual de impacto ambiental, como lo es
la presencia en el medio de bacterias resistentes a antibidticos, cuyo principal foco hoy
en dia gira entorno en el ciclo urbano de las aguas, principalmente a la falta de

depuracion de aguas residuales.

Este trabajo puede ser un punto de partida en cuanto al estudio e investigacion
de nuevos procesos avanzados de oxidacion basados en radicales sulfato dado que,
segin se ha concluido, resulta interesante estudiar tanto su contribucién en la
eliminacion de compuestos orgdnicos como muchos CEs, como la viabilidad en la

desinfeccion de aguas.
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Anexo 1. Clasificacion de los CEs.

A continuacion, se presenta una clasificaciéon de muchos de los contaminantes presentes
y descritos a lo largo de este trabajo, ejemplificindolo con algunas de las sustancias mads

comunes dentro de cada grupo:

Tabla 9: Clasificacion de los Contaminantes Emergentes (Bolong et al., 2009; Lopez, 2016)

Productos farmacéuticos, antibiéticos y analgésicos

Eritromicina, aspirina, ibuprofeno, diclofenaco, diazepam, propanodol, codeina,

paracetamol, amoxicilina...

Drogas ilegales.

Cocaina, éxtasis...

Hormonas sexuales y anticonceptivos.

Estrona, estriol, estradiol, dietilbestrol...

Productos personales, perfumes, insecticidas, proteccion solar.

Hidrocarburos aromaticospoliciclicos, benzofenona, cipermetrina, parabenos

Antisépticos

Triclosan, clorofeno

Retardantes de llama

Difenileil éteres polibromados, bisfenol-A

Aditivos de gasolina

Metil-t-butil éter

Desinfeccion

Yodo, bromatos, alquilofenoles, bromoécidos

Subproductos de desinfeccion en aguas

THM, cloritos-cloratos, halo nitrilos, bromoaldehidos

Aditivos industriales

Bisfenol-A, ftalatos, alquilfenoles
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Anexo II. Usos de los farmacos mencionados.

A continuacién, se presenta una breve descripcion de todos los farmacos mencionados a
lo largo de este estudio con la finalidad de facilitar su lectura y conocer su uso actualmente en la

poblacién:

Tabla 10: Clasificacion y usos de los diferentes farmacos

Productos farmacéuticos Usos recomendados

Pacientes con dislipidemia, una alteracién de las
Acido clofibrico concentraciones plasmadticas de los lipidos por
hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia.

Inhibidor no selectivo, pertenecientes a la familia

Diclofenaco .. . )
de los antiinflamatorios no esteroideos.

En combinacién con otros medicamentos, se
Carbamazepina receta para controlar ciertos tipos de convulsiones
en episodios de epilepsia.

Medicamento comunmente autorecetado para
Ibuprofeno tratar la fiebre o dolor. Pertenece a los
antiinflamatorios no esteroideos.

Recetado para aliviar el dolor, reducir la fiebre,

Paracetamol
entre otros usos.

Penicilina . . .
Usado contra infecciones provocadas por bacterias

como neumonias, infecciones de oido, piel, boca,
encias, etc.

- » | Amoxicilina

Azitromicina

Antibiético recetado contra infecciones

Cefalosporina .
bacterianas

|—> Cefuroxima

Antibidticos de amplio espectro, recetados ante

Carbapenemes . ) .
P bacterias resistentes a otros antibidticos.

Fluoroquinolonas Antibidtico sintético de amplio espectro.
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Anexo III. Lista de observacion de sustancias en seguimiento por la UE

Las sustancias de la lista de observacién han de seleccionarse de entre aquellas que

puedan suponer un riesgo significativo en la Unién para el medio acudtico, pero para las que los

datos de seguimiento sean insuficientes a efectos de determinar el riesgo real. Deben

considerarse para su inclusién en la lista de observacion sustancias altamente téxicas que se

utilizan en numerosos Estados miembros y se vierten en el medio acuético, pero que nunca o

rara vez son objeto de seguimiento. En dicha revisién, ha de estudiarse la posibilidad de incluir

en la lista de sustancias prioritarias aquellas sustancias que se considere representan un riesgo

significativo. A continuacion, se deberia establecer también una norma de calidad ambiental,

que los Estados miembros habrian de cumplir. La propuesta de una sustancia para su inclusién

en la lista de sustancias prioritarias seria objeto de una evaluacién de impacto.

Tabla 11: Lista de observacion de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Union, de
conformidad con el articulo 8 de la Directiva 2008/105/CE

Limite maximo

Nombre de la Método
. o aceptable de
sustancia/grupo de analitico . s
sustancias indicativo LEEEen ke
método (ng/l)
LLE, LC-MS-
Metaflumizona 139968-49-3 604-167-6 MS o SPE, LC- |65
MS-MS
Amoxicilina 26787-78-0 248-003-8 SPE, LC-MS-MS | 78
Ciprofloxacina 85721-33-1 617-751-0 SPE, LC-MS-MS | 89
Sulfametoxazol 723-46-6 211-963-3 SPE, LC-MS-MS | 100
Trimetoprim 738-70-5 212-006-2 SPE, LC-MS-MS | 100
Venlafaxina y O- | 93413-69-5 618-944-2 700-
desmetilvenlafaxina 93413-62-8 516-2 SPE, LC-MS-MS | 6
Dimoxistrobina 149961-52-4 604-712-8 SPE, LC-MS-MS | 32
Famoxadona 131807-57-3 603-520-1 SPE, LC-MS-MS | 8,5
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Tabla 12: Lista de observacion de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Unién, de conformidad con
el articulo 8 de la Directiva 2008/105/CE (cont.)

Nombre de

sustancia/grupo
sustancias

Compuestos azdlicos :

Clotrimazol
Fluconazol
Imazalil
Ipconazol
Metconazol
Miconazol
Penconazol
Procloraz
Tebuconazol
Tetraconazol

23593-75-1
86386-73-4
35554-44-0
125225-28-7
125116-23-6
22916-47-8
66246-88-6
67747-09-5
107534-96-3
112281-77-3

245-764-8
627-806-0
252-615-0
603-038-1
603-031-3
245-324-5
266-275-6
266-994-5
403-640-2
407-760-6

Método
analitico
indicativo

SPE, LC-MS-MS

Limite maximo
aceptable de
deteccion del
método (ng/l)

20
250
800
44

29
200
1700
161
240

1 900
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Anexo IV. Familias de antibioticos consumidos en UE

En la siguiente tabla se muestras algunas de las familias de antibidticos presentes

y consumidos a nivel europeo:

Tabla 13:

FAMILIA

Familia de antibioticos consumidos en UE

MECANISMO DE

INHIBICION

ANTIBIOTICOS

Penicilina G, Penicilina V, Ampicilina,

BETALACTAMICOS: Sintesis de la pared o . .
L ] Amoxicilina, Cloxacilina,  Oxacilina,
Penicilinas celular bacteriana ] . ) L ) .
Cicloxacilina, Ticarcilina, Piperacilina
Cefadroxil, Cefazolina, Cefalexina,
BETALACTAMICOS: Sintesis de la pared | Cefradina, Cefuroxima, Cefotaxima,
Cefalosporinas celular bacteriana Ceftriaxona, Ceftazidima, Cefoperazona,
Cefepima, Cefpiroma, Ceftriaxona
BETALACTAMICOS: Sintesis de la pared )
. Imipenem, Meropenem
Carbapenemes celular bacteriana
, Sintesis de la pared | Vancomicina, Teicoplamina, Avoparcina,
GLUCOPEPTIDOS . ) . .
celular bacteriana Oritavancina, Dalvavancina
Estreptomicina, Kanamicina,
AMINOGLUCOSIDOS Sintesis de proteina Gentamicina, Neomicina, Amikacina,
Tobramicina, Cisomicina, Paranomicina
Eritromicina, Claritromicina,
, ) . . Azitromicina, Dinitromicina,
MACROLIDOS Sintesis de proteina o o ] o
Oleandomicina, Tilosina, Espiramicina,
Tilmicosina, Roxitromicina
LINCOSAMIDAS Sintesis de proteina Lincomicina, Clindamicina, Pirlimicina,
Acido nalidixico, A. pipemidico, A.
piromidico, A. Oxolinico
. Norfloxacina, Ciprofloxacina, Levofloxacina,
QUINOLONAS ADN girasa ) ] i ) i
Gatifloxacina, Moxifloxacina, Trovafloxacina,
Perfloxacina, Ofloxacina, Enrofloxacina,
Danofloxacina, Marbofloxacina, Sarafloxacina
Tetraciclina, Oxitetraciclina,
TETRACICLINAS Sintesis de proteina Clortetraciclina, Doxiciclina, Minociclina,
Limeciclina, Tigerciclina
Sulfapiridina, Sulfadiazina, Sulfafurazol,
Sintesis de  acido | Sulfacitina, Sulfametizol, Sulfametoxazol,
SULFONAMIDAS . ) ) Ce .
félico Sulfadimetoxina, Sulfametoxidiazina,
Sulfametoxipiridazina, Sulfadoxina,
Sintesis de  4cido | Trimetoprima, Baquiloprima,
DIAMINOPIRAMIDINAS - )
folico Cotrimoxazol
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Anexo V. Clasificacion de los PAOs.

A continuacién, se muestra un breve diagrama que clasifica los actuales procesos

avanzados de oxidacién en dos grandes grupos ateniéndose a la heterogeneidad o no de sus

procesos:
Proceses de exidacion avanzada
|
| |
Procesas Procesos
heterogéneas homogéneos
| | Ozonizacion |
catalitica Sin aports de Can aporte
energia de energia -
Cizonizacion r
|| fotocatalitica | G5 en medio |
alealing Energia Litrasonido Radiacion
alectrica uttravicleta
Ozonizacian P {
| heteroganes H  01/H;0:
[ AR |
Oidacan M~ O US - Oy UV
Fotocatalisis L] Fe?* /H.0, erectroquimica
|| heteragénea vl N
= . H Hy Tadly
{| Oxdacon i CI?MS__ sl
Farnitar | anodica
heterogéneo | H 05 M, O
Y Electro-Fenton
Fotofenton %
7| heterogenso = Fe™ [H, Oy

Figura 29: Situacion actual de los Procesos Avanzados de Oxidacion Fuente:
Rodriguez, J. et al., 2010
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Anexo VI. Resultados de la experimentacion.

1. Calibracion del ozonizador.

A continuacién, se muestran los resultados nimeros de los ensayos realizados en la

calibracién del ozonizador, cuya representacion grafica puede observarse en la figura 13.

Tabla 14: Resultados de calibracion del ozonizador

T (s) 10 15 30 60 120

0,7 1 2,2 4,3 8,1

V. tiosulfato (mL) 0,68 0,95 1,9 4,35 8,6
0,7 1 2 4,2 8,35

X 0,69 0,98 2,03 4,28 8,4
mg Os 8,32 11,8 24,4 51,4 100,2

mg Os/h 2995,2 2832 2928 3084 3006

2. Preparacion y estandarizacion de tiosulfato sodico 0.1 N.

e Preparacion y estandarizacion de reactivos

- Tiosulfato sédico 0.1 N.

Se ha recurrido a un método estandarizado, pero adaptado a la preparacion de
una soluciéon de tiosulfato sédico en 250 ml debido a su susceptibilidad a la
degradacion. Para ello, se prepara suficiente agua destilada para enrasar a nuestro

volumen final, pero ha de ser hervida y, posteriormente, enfriada.

Se pesan 6,25 g de cristales de tiosulfato, que se disuelven en 70 mL de esta
agua destilada enfriada, al que se adicionan 0,2 g de carbonato de sodio, con la finalidad
de mantener la muestra estable por un mayor lapso de tiempo. Se trasvasa a un matraz

de 250 mL y finalmente, se enrasa.

Debido a que el tiosulfato sédico no es un patrén primario, es obligatoria su
previa estandarizaciéon con dicromato potdsico para determinar exactamente su
concentracion. Para ello se toman 80 mL de H»>O destilada a la que se afiaden 1 mL de
HCI IN, 1 g de KI'y 10 mL de K>Cr207 0.1N. Esta mezcla debe permanecer 6 minutos

en oscuridad antes de ser valorada con la disolucién de tiosulfato sédico que se va a
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estandarizar. Igualmente, se valora hasta que el color pardo rojizo pasa a amarillo y tras

la adicién del almidén, se valora hasta la desaparicion del color morado.

- Dicromato potasico 0.1 N.

La preparacion de este compuesto Unicamente se destina a la estandarizacién del
tiosulfato sédico. Para la preparacién de 250 mL, y teniendo en cuenta que el dicromato
se comporta con un total de 6 equivalentes en la reaccidn, la cantidad a pesar queda

fijada en la siguiente formula:

294,183
6

Jaicromato = 0,1 (N) : 0,25 (L) =123g [23];

siendo 294,183 su peso atémico.

* Estandarizacion del tiosulfato 0,1 N.

A continuacidn, se presentan los datos relativos a la titulacion realizada el 18 de
febrero de 2021. A lo largo de la experimentacidn, la preparacién de mas cantidad de
tiosulfato ha sido requerida, realizdindose siempre la estandarizacién previa al uso del
mismo.

Tabla 15: Resultados de la estandarizacion del tiosulfato sodico

Volumen gastado 9,85
(mt) 10,1

X 9,975
Normalidad 0,1
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3. Inactivacion de Enterococcus sp.

3.1 Inactivacion con ozono.

A continuacidén, se muestran los resultados obtenidos a raiz de los experimentos

realizados en la inactivacidn de Enterococcus sp. mediante ozono, verificando los resultados por

triplicado:

Tabla 16: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. con O;

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
1,08E+08 3,45E+06 6,60E+05 6,30E+04 4,90E+03 1,90E+03 2,00E+03
(UFC/T:)OmL) 8,70E+07 2,65E+06 5,50E+05 7,20E+04 5,40E+03 2,90E+03 1,20E+03
9,10E+07 2,64E+06 3,90E+05 7,10E+04 4,00E+03 2,70E+03 1,60E+03
X 9,53E+07 2,91E+06 5,33E+05 6,87E+04 4,77E+03 2,50E+03 1,60E+03
S 1,12E+07 4,65E+05 1,36E+05 4,93E+03 7,09E+02 5,29E+02 4,00E+02
CV (%) 0,12 0,16 0,25 0,07 0,15 0,21 0,25
Log(N:/No) 0 -1,51 -2,25 -3,14 -4,30 -4,58 -4,78

3.2 Inactivacion con PS/PMS.

A continuacidn, se muestran, en tablas separadas, los resultados obtenidos a raiz de los

experimentos realizados en la inactivacién de Enterococcus sp. mediante el tratamiento

combinado de ozono con las sales PS/PMS, verificando los resultados por triplicado:

Tabla 17: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. con PMS/0;

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
2,29E+08 1,59E+06 3,90E+05 6,60E+04 4,60E+03 6,25E+02 1,10E+02
N: (UFC/200mL) | 2,156+08 1,27E+06 3,60E+05 3,80E+04 5,60E+03 5,50E+02 1,60E+02
2,20E+08 1,04E+06 3,20E+05 3,50E+04 6,40E+03 4,40E+02 1,00E+02
X 2,21E+08 1,30E+06 3,57E+05 4,63E+04 5,53E+03 5,38E+02 1,23E+02
s 7,09E+06 2,76E+05 3,51E+04 1,71E+04 9,02E+02 9,31E+01 3,21E+01

CV (%) 0,03 0,21 0,10 0,37 0,16 0,17 0,26
Log(N/No) 0 -2,23 -2,79 -3,68 -4,60 -5,61 -6,25
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Tabla 18: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. con PS/O;

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
2,20E+08 1,39E+06 7,90E+05 8,50E+04 7,80E+03 1,57E+03 9,00E+02
(UFC/T:)OmL) 1,60E+08 1,84E+06 6,30E+05 7,20E+04 7,50E+03 1,24E+03 1,03E+03
1,80E+08 1,37E+06 5,70E+05 7,60E+04 6,20E+03 1,01E+03 6,90E+02
X 1,87E+08 1,53E+06 6,63E+05 7,77E+04 7,17E+03 1,27E+03 8,73E+02
s 3,06E+07 2,66E+05 1,14E+05 6,66E+03 8,50E+02 2,81E+02 1,72E+02

CV (%) 0,16 0,17 0,17 0,09 0,12 0,22 0,20
Log(N:/No) 0 -2,09 -2,45 -3,38 -4,42 -5,17 -5,33

3.3 Consumos de ozono.
A continuacién, se muestran los promedios, en tablas separadas, de los consumos de
ozono obtenidos a raiz de los experimentos realizados en la inactivaciéon de Enferococcus sp.

mediante tratamientos con O3, O3+PMS y O3+PS:

Tabla 19: Consumo de ozono en ozonizacion simple en inactivacion de Enterococcus sp.

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
mL Tiosulfato 0 0 0 0 1 1,6 3,5
mg O; introducido 0 19 4,5 9,6 24 51,4 100,8
mg O; valorado 0 0 0 0 12 19,2 42
mg Os consumido 0O 19 45 96 12 32,2 58,8

Tabla 20: Consumo de ozono en PMS/O; en inactivacion de Enterococcus sp.

T (s) 0 3 6 12 30 60 120
mL Tiosulfato 0 0 0 0 0,1 0,6 2
mg Os introducido 0 19 4,5 9,6 24 51,4 100,8
mg O; valorado 0 0 0 0 1,2 7,2 24
mg Oz consumido 0 19 4,5 9,6 22,8 44,2 76,8
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Tabla 21: Consumo de ozono en PS/0;s en inactivacion de Enterococcus sp.

3.4 Inactivacion con PMS a diferentes concentraciones.

A continuacidn, se muestran, en tablas separadas, los resultados obtenidos a raiz de los
experimentos realizados en la inactivacion de Enterococcus sp. mediante O3+PMS, verificando
los resultados por triplicado (los resultados referentes a una concentraciéon de 1 mgPMS/L se
encuentran en la tabla 18):

Tabla 22: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. a 0,5 mg/L PMS/0;

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
1,24E+08 1,05E+06 5,70E+05 7,30E+04 5,80E+03 6,00E+02 5,00E+02
(UFC/T:)OmL) 1,56E+08 1,12E+06 3,50E+05 4,40E+04 6,60E+03 5,00E+02 3,00E+02
1,87E+08 1,39E+06 3,90E+05 5,90E+04 7,20E+03 1,00E+03 3,00E+02
X 1,56E+08 1,19E+06 4,37E+05 5,87E+04 6,53E+03 7,00E+02 3,67E+02
S 3,15E+07 1,80E+05 1,17E+05 1,45E+04 7,02E+02 2,65E+02 1,15E+02
CV (%) 0,20 0,15 0,27 0,25 0,11 0,38 0,31
Log(N:/No) 0 -2,12 -2,55 -3,42 -4,38 -5,35 -5,63
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Tabla 23: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. a 2 mg/L PMS/0;

T (s) 0 3 6 12 30 60 120
1,22E+08 1,01E+06 2,90E+05 3,30E+04 3,50E+03 4,10E+02 0
(UFC/T:)OmL) 1,19E+08 6,90E+05 2,00E+05 2,10E+04 2,90E+03 1,60E+02 0
1,38E+08 8,10E+05 1,50E+05 2,50E+04 2,30E+03 1,90E+02 1,00E+02
X 1,26E+08 8,37E+05 2,13E+05 2,63E+04 2,90E+03 2,53E+02 3,33E+01
S 1,02E+07 1,62E+05 7,09E+04 6,11E+03 6,00E+02 1,37E+02 5,77E+01
CV(%) 0,08 0,19 0,33 0,23 0,21 0,54 1,73
Log(N:/No) 0 -2,18 -2,77 -3,68 -4,64 -5,70 -6,58

3.5 Consumo de ozono a diferentes concentraciones de PMS.

A continuacién, se muestran los promedios observados en el consumo de ozono

obtenidos a raiz de los experimentos realizados en la inactivacién de Enterococcus sp. mediante

03+PMS (los resultados referentes a una concentracién de 1 mgPMS/L se encuentran en la

tabla 21):

Tabla 24: Consumo de ozono a 0,5 mg/L PMS/O3 en inactivacion de Enterococcus sp.

T (s) 0 3 6 12 30 60 120

mL Tiosulfato 0 0 0 0 0,3 0,85 2,45
mg O; introducido 0 1,9 4,5 9,6 24 51,4 100,8
mg O; valorado 0 0 0 0 3,6 10,2 29,4
mg O; consumido 0 1,9 4,5 9,6 20,4 41,2 71,4

Tabla 25: Consumo de ozono a 2 mg/L PMS/0;3 en inactivacion de Enterococcus si.

T (s) 0 3 6 12 30 60 120

mL Tiosulfato 0 0 0 0 0,1 0,5 1,8
mg O; introducido 0 0 0 0 24 51,4 100,8
mg O3 valorado 0 0 0 0 1,2 6 21,6
mg O3 consumido 0 0 0 0 22,8 45,4 79,2
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3.6 Inactivacion con ajuste de pH

A continuacidn, se muestran, en tablas separadas, los resultados obtenidos a raiz de los

experimentos realizados en la inactivacién de Enterococcus sp. mediante O3+PMS ajustando el

pH a la neutralidad, verificando los resultados por triplicado:

Tabla 26: Resultados de inactivacion de Enterococcus sp. a 1 mg/L PMS/Os ajustando pH a la
neutralidad

T 0 12 30 60 120
N, 2,84E+08 1,22E+06 3,10E+05 4,10E+04 4,30E+03 3,00E+02 O
(UFC/100mL) | 7 0g8E+08 1,16E+06 3,90E+05 3,30E+04 3,60E+03 3,00E+02 0
X 2,46E+08 1,19E+06 3,50E+05 3,70E+04 3,95E+03 3,00E+02 O
s 5,37E+07 4,24E+04 5,66E+04 5,66E+03  4,95E+02 0 0
CV (%) 0,22 0,16 0,15 0,13 0,00 0
LOG 0 -2,80 -3,78 -4,75 5,87  -7,00

4. Degradacion de sulfadiazina.

4.1 Degradacion con ozono.

A continuacién, se muestran, en tablas separadas, los resultados individuales, como el

promedio, obtenidos a raiz de los experimentos realizados en la degradacién de sulfadiazina

mediante Os:

Tabla 27: Resultados de la degradacion de sulfadiazina con O3

Experimento 1

T(s)
pH
ABS
SDZ (mg/L)
Nsoz (%)
C org (mg/L)
N cor (%)

Consumo Os (mg)

7,02
1,42
16,6

14,05

3
6,97
1,36
15,7

5,1
13,59
3,3
1,9

6
6,84
1,335
15,4
7,2
13,22
5,9
4,5

12
6,78
1,31
15,0

9,3
12,96
7,8
9,6

30
6,71
1,203
13,5
18,4
12,85
8,5
21,6

60
6,56
1,045
11,3
31,8
12,65
10,0
44,2

120
6,38
0,756
7,2
56,3
12,21
13,1
68,4
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Experimento 2

T(s) 0 3 6 12 30 60 120

pH 6,92 6,96 6,87 6,81 6,68 6,52 6,25
ABS 1,32 1,285 1,282 1275 1,18 1,066 0,791

SDZ (mg/L) 15,2 14,7 14,6 14,5 13,2 11,6 7,7
nsoz (%) 0 3,2 3,5 4,2 13,0 23,5 49,0
C org (mg/L) 13,5 12,97 12,79 12,75 12,64 12,44 12,02
N cor (%) 0 3,93 5,26 5,56 6,37 7,85 10,96
Consumo Os (mg) 0 1,9 4,5 9,6 21,60 4540 70,80

Promedio de los experimentos 1y 2

T(s) 0 3 6 12 30 60 120

pH 7,0 7,0 6,9 6,8 6,7 6,5 6,3

ABS 1,37 1,32 1,31 1,29 1,19 1,06 0,77
SDZ (mg/L) 15,88 15,21 15,01 14,79 13,37 11,45 7,49
Nisrz] 0,0 4,2 5,4 6,8 15,7 27,7 52,7
S 0,00 0,746 0,527 0,348 0,229 0,209 0,348
CV (%) 0 0,049 0,035 0,024 0,017 0,018 0,046
NicoT] 0 3,60 5,58 6,66 7,46 8,91 12,03
C org (mg/L) 13,78 13,28 13,01 12,86 12,65 12,34 12,43
S 0 0,438 0,304 0,148 0,148 0,148 0,134

CV (%) 0 0,03 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01

Consumo Oz (mg) 0 1,9 4,5 9,6 21,6 44,8 69,6

4.2 Degradacion con PMS/O3

A continuacién, se muestran, en tablas separadas, los resultados individuales, como el
promedio, obtenidos a raiz de los experimentos realizados en la degradacién de sulfadiazina
mediante O3+PMS:
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Tabla 28: Resultados de la degradacion de sulfadiazina con PMS/ O3
Experimento 1

T(s) 0 3 6 12 30 60 120

pH 6,78 6,59 6,34 6,09 5,8 5,07 4,61
ABS 1,297 1,207 1,178 1,093 0,956 0,757 0,485

SDZ (mg/L) 14,9 13,6 13,2 12,0 10,1 7,3 3,4
Nsoz (%) 0 8,5 11,3 19,3 32,3 51,1 76,9
C org (mg/L) 12,5 11,99 11,71 11,34 10,74 10,09 9,585

N cor (%) 0 4,1 6,3 9,3 14,1 19,3 23,3
Consumo O3 (mg) 0 1,9 4,5 9,6 21,6 44,2 70,8

Experimento 2

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
pH 7,04 651 637 603 578 513 4,65
ABS 1,61 1,32 1,21 1,087 0,924 0,727 0,475
SDZ (mg/L) 19,3 15,2 13,6 11,9 9,6 6,8 3,3
Nsoz (%) 0 21,2 29,2 38,2 50,1 64,5 82,9
C org (mg/L) 12,94 11,85 11,78 11,29 10,36 10,1 9,45
N cor (%) 0 8,4 9,0 12,8 19,9 21,9 27,0
Consumo O3 (mg) 0 1,9 4,5 9,6 22,8 45,4 72

Promedio de los experimentos 1y 2

T(s) 0 3 6 12 30 60 120
pH 6,91 6,55 6,355 6,06 5,79 51 4,63
ABS 1,45 1,26 1,19 1,09 0,94 0,74 0,48
SDZ (mg/L) 17,1 14,4 13,4 11,9 9,8 7,0 3,4
1 [574] 0 14,9 20,2 28,8 41,2 57,8 79,9
S 3,11 1,12 0,318 0,060 0,318 0,298 0,099
CV (%) 0 0,078 0,024 0,005 0,032 0,042 0,030
Nicot] 12,72 11,92 11,745 11,315 10,55 10,095 9,5175
C org (mg/L) 0 6,3 7,6 11,02 17,01 206 25,1
S 0 0,099 0,049 0,035 0,269 0,007 0,095
CV (%) 0 0,008 0,004 0,003 0,025 0,001 0,010
Consumo O3 (mg) 0 1,9 4,5 9,6 22,2 44,8 71,4
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