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Capitulo 1 Resumen

1- Resumen.

Uno de los factores de mayor riesgo asociadosaldasagua es la exposicion del
hombre a agentes patdégenos, como son las bacteuesto que son causantes de
enfermedades de origen hidrico con altos porcentdie morbilidad entre la
poblacién, por lo que es necesario el control nhicidgico de esta agua. Entre estos
microorganismos destacan: las bacterias de putiéfacomo lasPseudomonag
indicadores fecales como I&scherichia coli, bacteria seleccionada para la

investigacion desarrollada en el presente proyfatabde carrera.

La desinfeccion de las aguas mediante coloracioel éeatamiento mas utilizado
desde hace décadas. En los ultimos afios, los podesoxidacién avanzada se estan
utilizando como alternativa a la desinfeccion comvenal. El proceso Fenton es una
técnica de oxidacion avanzada en la que se ukkzg HO, como reactivos. En este
proyecto se estudia la influencia de variablesestdbdesinfeccion dg. colimediante

el proceso Fenton. Las variables seleccionadas son:

* Presencia o ausencia de radiacion solar.
» Concentracion de cloruro de hierro (lII).

» Concentracion de peroxido de hidrogemgorocesos Fenton.

Uno de los resultados mas relevantes que se haiiddteen la investigacion
desarrollada es que se alcanzan desinfecciones3ileublizando como reactivos 5
ppm de cloruro de hierro, 20 ppm deddy uso de radiacion solar. En general, los
mejores resultados se obtienen siempre en presdéacidiacion solar, lo que indica

gue es la variable mas significativa.

Segun el analisis estadistico, realizado por efjnaraa Minitab, para determinar la
influencia de las variables seleccionadas en lanf#esion deE. coli mediante un
proceso Fenton se observa que la presencia de é&izyO, son las variables mas

influyentes.



Capitulo 2 Alcance y objetivos

2- Alcance y objetivos.

El agua es esencial para la vida, tanto para Eesdgia de las personas como para el
desarrollo de sus actividades econdmicas. Sin eyjopéa disponibilidad de agua es
muchas veces un recurso limitado a nivel mundiameédida que la poblacion y su
nivel de vida aumentan, también aumenta la demdmdiaca para abastecer las
necesidades que conllevan el continuo desarroltyegimiento econémico de la

sociedad.

El principal factor de riesgo sanitario que acongpafilos distintos usos del agua,
como el uso agricola, el uso humano, etc., espgaseion del hombre y animales a
agentes biologicos [Moreno et al., 1998]. Estos rowciganismos causan
enfermedades de origen hidrico lo que hace queimpeescindible un control

microbiolégico del agua para que ésta no suponga&sgo sanitario.

Para evitar el riesgo sanitario de las aguas essmae0 someter a las aguas a
tratamientos de desinfeccion. Durante décadasatelmiento de desinfeccion basado
en la cloracion ha sido y es el mas utilizado delgidsu alta eficiencia y su efecto
residual. Sin embargo, durante los ultimos afioaumentado la preocupacion sobre
la aplicacion del cloro debido a la generacién ampuestos érgano clorados durante
el proceso de desinfeccién. Estos compuestos samexite cancerigenos por lo que

se esta limitando la concentracion de estas suataec el agua.

Con este fin, actualmente se esta estudiando laaagn de los denominados
procesos de oxidacion avanzada (POAS), que se leaiskngeneracion de radicales
hidroxilo altamente oxidantes para la desinfecail@n aguas. Uno de ellos es el
proceso Fenton, que se basa en el uso de salesewle Hisueltas o en fase
heterogénea y peroxido de hidrogeno como reactigee proceso es objeto de

estudio en este proyecto.



Capitulo 2 Alcance y objetivos

Este proceso de oxidacion avanzada es una decldsagé mas economicas y eficaces
ya que es capaz de degradar a la mayor parte dmiwaminantes presentes en el
agua, sin embargo existen pocos estudios en los@uesté aplicando esta técnica

para la desinfeccion de aguas [Moncayo et al, 2808@hler et al, 2010].

En este proyecto el objetivo principal es estuthadesinfeccion de aguas mediante

tratamientos Fenton y Foto-Fenton (procesos deaoidd avanzada).

Este proyecto ha sido realizado dentro del grupoindestigacion Calidad Y
Tratamiento de Aguas perteneciente al IUCA (InsgitWniversitario de Ciencias

Ambientales) de la Universidad de Zaragoza.

En concreto, son objetivos de este proyecto lasesiges:

» Determinar la influencia de los distintos parametiraplicados en el proceso
Fenton y Foto Fenton (concentracion de peroxidbidedgeno, concentracion
de hierro, la presencia o ausencia de luz solaHy gobre el proceso de

desinfeccion.

» Determinar las condiciones de trabajo mas favosapéga la desinfeccion de

aguas mediante procesos Fenton y Foto-Fenton.

La estructura de la memoria es la siguiente:

Capitulo 1: Resumen

* Capitulo 2: Introduccion

» Capitulo 3: Desinfeccion de aguas

» Capitulo 4: El proceso Fenton

» Capitulo 5: Procedimiento experimental

10



Capitulo 2 Alcance y objetivos

Capitulo 6: Resultados de la experimentacion

Capitulo 7: Conclusiones

Capitulo 8: Bibliografia

Anexos
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Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

3- Desinfeccion de aguas.

3.1- Introduccioén.

Si nos remitimos a datos histéricos sabemos qubdeterias fueron descubiertas en
1680, por Antony Van Leeuwenhoek, un comercianteDd#t, Holanda. No tuvo
educacion universitaria y por ello se le excluydlaecomunidad cientifica de su

época.

Después de Leeuwenhoek, el austriaco Marc von RI€h£05-1781) afirmd que las
enfermedades contagiosas eran causadas por losfsgarganismos descubiertos

por Leeuwenhoek.

Alrededor de 1880, algunas investigaciones denrostrajue las denominadas
patdogenas eran la causa de determinadas enferrsedamheprobandose que muy

pequefias cantidades de determinados productosogsigrian capaces de eliminarlas.

La desinfeccion de aguas nace en los primerosagiasglo XX, en Estados Unidos.
Se define la desinfeccién de agua como el procestiamte el cual se eliminan los
microorganismos patdgenos existentes en el agtedestruccion supondra el fin de
la reproduccion y crecimiento de los mismos. Ecpem de desinfeccion de las aguas
es muy importante para preservar la salud, pues @sicroorganismos son capaces
de transmitir muchas enfermedades como son: lagittcausadas por bacterias o

incluso la colera causada pabrio cholerae.

Los desinfectantes no solo deben matar a los ongamismos sino que deben
ademas tener un efecto residual, que significesquaantengan como agentes activos
en el agua después de la desinfeccibn para prevanicrecimiento de los

microorganismos en las tuberias provocando la tanunacion del agua.

12



Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

3.2- Contaminacioén biologica.

El agua puede contener materia organica y microsges que la conviertan en
causa o vehiculo de distintas enfermedades, aaduemtio un factor que limita el

desarrollo econdmico y social. El origen princigalla contaminacion biolégica es el
origen fecal, por lo tanto la contaminacion micodbgica se suele evaluar mediante
indicadores de contaminacion fecal como sok.l&oli, Enterococo® Clostridium

Perfringens.

Los indicadores de contaminacion fecal se han agdede acuerdo a los siguientes

criterios:

« Ser faciles de aislar y cultivar en el laboratorio.

» Ser relativamente inocuos para el hombre y los aleisn

» Estar presentes en las heces de humanos y anemafgandes cantidades.

* No multiplicarse en aguas naturales.

» Persistir en el agua de manera similar a los patigyiecales.

» El grado de eliminacién durante el tratamientoatpla debe ser similar al de

los patdgenos.

No obstante, cabe destacar que no existe ninginoonganismo que reuna todos los

criterios de un indicador ideal.

La unidad de medida de la contaminacion microbiokges la UFC (Unidades
Formadoras de Colonias). Asi, el valor de UFCmetro cubico (UFC/m3), indica el

grado de contaminacion microbiolégica de un ambient

Los sintomas que provocan los microorganismos patigy son: nauseas, vomitos,
diarrea, entre otros. Ademas de estos sintomadugeo enfermedades tales como: la
fiebre tifoidea, causada p&@almonella typhiel cllera, producido por la bacteria

Vibrio cholerae.

13



Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

En el agua, los microorganismos patdgenos que puedeontrarse Somrotozoos,
virus y bacterias Si es verdad que de todos ellos, el que masemtequiere es el

grupo de estas ultimas.

A continuacion, se muestra un resumen de las edifsiitas principales de dichos

grupos.

3.2.1- virus.

Los virus son sistemas biologicos ultramicroscépiape pueden causar infecciones
y que solo se reproducen en células huésped. Baar@lulas huésped estan en forma
inactiva, la cual es muy resistente. Ademas, sactamizan por presentar una capa

protectora. Su forma puede ser espiral, esféra@mw células pequefias.

Al contrario que las bacterias, los virus no egti@sentes en el ser humano de manera
natural. Cuando las personas quedan afectadas rporirus, estos se eliminan

generalmente mediante las heces en grandes cagidad

3.2.2- Protozoos.

Los protozoos son microorganismos sencillos, laariayde ellos son de vida libre y
pueden encontrarse en el agua de manera naturajgargo, varias especies son
parasitas y viven de sus hospedadores. En condgidificiles se encuentran en
forma de quistes o huevos. Los huevos Glgpstosporidium parvuny Giardia
lamblia, son comunes en aguas afectadas por contaminaciah fanbos protozoos

son resistentes a la desinfeccion por cloro y paisagentes desinfectantes.

14



Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

Segun su alimentacion se clasifican en muchos grupeterétrofos, fagotrofos,
detritivoros, a veces mixoétrofos (parcialmente w@afos). Viven en ambientes
hamedos o en medios acuaticos, ya sean aguaasalatjuas dulces. Se reproducen
de manera asexual, por biparticibn y también pamjugacion, intercambio de

material hereditario entre ellos.

3.2.3- Bacterias.

Las bacterias son microorganismos unicelulares tayafio oscila entre 0,5 yubn.
Presentan diversas formas como son las esferassf¢cdrarras (bacilos) y hélices
(espirilos). Las bacterias son procariotas es gdsoir células muy rudimentarias, que
no presentan ni ndcleo ni la mayoria de organulos sj presentan las células
eucariotas. Muchas bacterias disponen de flagelosleo otros sistemas de
desplazamiento. Las bacterias son los organismasamandantes del planeta. Son
ubicuas, se encuentran en todos los habitats tiessgsacuaticos; crecen hasta en los
mas extremos como en los manantiales de aguasiteslig acidas, en desechos
radioactivos, en las profundidades tanto del roaracde la corteza terrestre. Algunas
bacterias pueden incluso sobrevivir en las condescextremas del espacio exterior.
Se estima que se pueden encontrar en torno a kWheslde células bacterianas en un
gramo de tierra y un millon de células bacteriagasin mililitro de agua dulce. En

total, se calcula que hay aproximadamente &Xd#xterias en el mundo.

Las bacterias son imprescindibles para el recialgdos elementos, pues muchos
pasos importantes de los ciclos biogeoquimicos ritbgre de éstas. Como ejemplo

cabe citar la fijacion del nitrégeno atmosfeérico.

Algunas bacterias son inofensivas, otras produné&rmedades Yy otras participan en
la degradacion de la materia organica contenidaelermgua. Ciertas bacterias

descomponen sustancias inorganicas.
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Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

Escherichia coli.

En este proyecto fin de carrera se ha selecciolaa@ocoli como germen patégeno a
inactivar mediante la técnica de desinfeccion pesfal debido a su presencia en
muchos tipos de aguas asi como por su facil corArcbntinuacion se muestran las

caracteristicas de esta bacteria.

Es una enterobacteria que se encuentra generalmerel intestino de los animales
homeotérmicos. Es el principal organismo anaertdualtativo del sistema digestivo
del ser humano. Fue descrita por primera vez eb p88 Theodore von Escherich,
bacterilogo. LaE.coli puede causar infecciones intestinales y extrdingdss
generalmente graves, tales como infecciones dehtmpaxcretor, cistitis, meningitis,
peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia Graggativa. Es una bacteria utilizada
frecuentemente en experimentos de genética y balaglecular. Es un bacilo que
reacciona negativamente a la tincion de Gram (Qragativo), es anaerobio
facultativo, no forma esporas y es capaz de fermndatglucosa y la lactosa, [Chris
Bell et al., 1998]

3.3- Métodos de desinfeccion.

Se entiende por desinfeccion, la inhibicion o aliagion de agentes microbianos
causantes de enfermedades. Los métodos de desinfede aguas se pueden
clasificar en tres grupos, los cuales describiresws mas detalle unas lineas mas

abajo. Esta clasificacion consta de:
- Agentes quimicos.
- Medios fisicos.

- Medios mecanicos.

16



Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

3.3.1- Agentes quimicos.

Los compuestos quimicos utilizados para la desiideadel agua son:

» Hipoclorito de sodio (NaClO), acido hipocloroso (I8¢, ¢ (NaCIQ).
» Dibxido de cloro (CIQ).

* Ozono (Q).

» Haldgenos: Yodo.

« Metales: cobre (CX), plata (Ag).

* Permanganato de potasio (KMyO

» Jabones y detergentes.

» Sales de amonio.

» Peroxido de hidrégeno ¢HD,).

e Fluor.

El desinfectante mas comun y efectivo es el cléuar¢lio Hernandez Mufioz 2001]

Sin embargo, la creciente preocupacion por la @er@ de subproductos
cancerigenos, como los trihalometanos, generagastia de la reaccion del cloro y la
materia organica presente en el agua, esta prododansustitucion paulatina por
otros agentes desinfectantes. Con el fin de buécaicas alternativas que minimicen
la presencia de trihalometanos en aguas, se gdtéamalo los procesos de oxidacion

avanzada, descritos en el apartado 4 de esta n&mori

3.3.2- Medios fisicos.

Los procesos fisicos mas utilizados para la desiida del agua son:

e Luz ultravioleta
» Radiacion electronica

e Calor

17



Capitulo 3 Desinfeccion de aguas

3.3.3- Medios mecanicos

El méas utilizado de los medios mecéanicos es leafilbn. La filtracion consiste en
hacer pasar el medio liquido que contiene las bastepor un filtro con diferentes
tamafios de poro, en funcion de los microorganisoques se desee eliminar. La
esterilizacion por filtracion se utiliza mayorit@mente para eliminar bacterias de los
medios liguidos que sean susceptibles al calor. éfemplo, las disoluciones

enzimaticas o de vitaminas.

18



Capitulo 4 El proceso Fenton

4- El proceso Fenton

4.1- Aplicaciones y tipos de procesos Fenton

La reaccion Fenton clasica fue descubierta por H. Fenton en 1894. Es un proceso
de oxidacién avanzada (POA) realizado a pH 3 ajuelse utilizan como reactivos
peroxido de hidrégeno y sulfato de hierro (1), wenreactor simple y no presurizado,
normalmente de tipo discontinuo. La descomposiciéhperéxido en presencia de
hierro genera especies reactivas del oxigeno (RIOSYegradan la materia organica
y son desinfectantes, por o que mejoran la caldidgua tratada, en el ANEXO |

se desarrolla este apartado con mas detalle.

Una de las ventajas del Fenton frente a otros P€¥Ague los reactivos empleados
son seguros y faciles de manejar, relativamentex@uoiros, y no suponen una
amenaza para el medioambiente, puesto que el derégidescompone facilmente en
agua y oxigeno y el hierro no tiene ningun efedwesso [Pignatello et al., 2006]. En
las condiciones adecuadas, los contaminantes cagarpueden ser eficazmente

degradados mediante el proceso Fenton [Martinalz, @001], ya sea debido a:

* Un cambio en la estructura de los compuestos argamjue facilite un posible

tratamiento bioldgico posterior.

* Una oxidacion parcial de los contaminantes que zemlda toxicidad del

efluente.

* Una oxidacién total de los compuestos organicosuatancias inocuas que
haga posible la descarga segura del efluente sesitad de un tratamiento

posterior.
Existe una gran variedad de compuestos organices pyieden ser degradados

mediante el proceso Fenton. Algunos, como el benceel fenol, se oxidan con

relativa facilidad, mientras que otros, como eldacacético, son mas refractarios.

19



Capitulo 4 El proceso Fenton

Ademas, puede haber situaciones en las que sezesaydeompuestos no deseados
(por ejemplo, la descomposicion de algunos alcehpleede dar lugar a acetona, un
compuesto totalmente refractario a la oxidacioop,lp que se requiere la realizacidon
de ensayos y analisis antes, durante y despuétat@miento [Bigda, 1995]. En
muchos casos, un substrato organico aparentemefnaetario al tratamiento puede
ser oxidado modificando las condiciones de tempeaatpH o concentracion de

catalizador.

La eficiencia del proceso Fenton depende de meédtifhctores: dosis y ratio de
reactivos, pH, concentracién y caracteristicas ddena inorganica y organica,
temperatura, concentracion de oxigeno disueltodicammes de luz ambiental, etc.
[Namkung et al., 2004]. Puesto que estos parameegterminan la eficiencia de la
reaccion global, es importante entender las rel@sicentre estos, en términos de
produccion y consumo de radicales [Yoon et al. 120Bn el ANEXO | se desarrolla

este apartado con mas detalle.

Con el objetivo de evitar algunos de los problerdatectados que conlleva la
aplicacion del proceso Fenton clasico, se han @sipuy estudiado distintas
modificaciones a éste a lo largo de los afos, jon@o, el proceso “Fenton-like” y
el proceso Foto-Fenton [Pignatello et al., 2006].€Ste proyecto se va a utilizar un
proceso “Fenton — like” para el estudio de desrifetde aguas. Por un lado, se va a
trabajar a pH 5 y con radiacion solar y por otdplae va a trabajar a pH 5 y ausencia

de luz solar (proceso Foto — Fenton).

En el proceso “Fenton-like”, las diferencias resped Fenton tradicional son el tipo
de catalizador utilizado: en el Fenton clasico swlea F&", mientras que en el
“Fenton-like” se afiade Peu otros iones de metales de transicion como zatidr

[Jiang et al., 2010], el pH de trabajo también ésrente al utilizado en el Fenton

tradicional.
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Capitulo 4 El proceso Fenton

En el proceso Foto-Fenton las muestras se irradiimante el tratamiento con luz
ultravioleta (UV) o UV/visible. Las reacciones Femtfoto-asistidas o reacciones
Foto-Fenton normalmente tienen lugar a mayor veémtiy obtienen niveles de
mineralizacion mas elevados que en el Fenton imwit[Ruppert et al., 1993]. Estas
mejoras son debidas a la foto-quimica del"Bea la fotdlisis que experimenta el
H,O, en presencia de luz UV, en ambos casos se coygriaula formacion de

radicales hidroxilo y por lo tanto a la degradadaitenlos contaminantes [Pignatello,

1992]. El proceso Foto-Fenton se explica mas a@elathente en el ANEXO I.

Durante los ultimos afios, se ha estudiado y conapi@lue las especies reactivas del
oxigeno generadas en procesos Fenton, son eficanes agentes desinfectantes. El
proceso Foto-Fenton ha sido aplicado con éxito [mainactivacion de€escherichia
coli en aguas de rios [Moncayo-Lasso et al., 2009] ggeras prepotables [Spuhler et
al., 2010], asi como para la eliminacion Baterococcusen aguas de salida de
depuradora [Rodriguez et al., 2010], utilizandoteshos los casos luz solar como
fuente de radiacion UV/visible. Ademas, el analaisnicroscopio electronico de las
células deE. colitratadas mediante el proceso Fenton sugiere queastivacion es
mucho mayor que la causada por otras técnicas slefelecion, como la cloracion
[Diao et al., 2004].

4.2- Mecanismos de reaccion del proceso Fenton.

El mecanismo de reaccion del proceso Fenton fuerrdatado por Haber y Weiss en
1934, quienes propusieron que el oxidante activeigelo por la reaccion Fenton era
el radical hidroxilo. Mas tarde, Barb et al., (1P4&visaron y ampliaron el
mecanismo propuesto por Haber y Weiss. Walling %1 9@vestigo la reaccion del
radical *OH con varios sustratos organicos en #iegia Fenton y el destino de los
resultantes radicales intermedios. De Laat y Ghllt999) demostraron la
eliminacion de contaminantes organicos variando clasdiciones de reactivos y

utilizando simulacién cinética basada en el meoamide reaccion Fenton.
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El mecanismo del proceso Fenton es muy complejougd@ variar con las
condiciones de reaccién y el tipo de catalizad@emddalmente, el proceso Fenton se
realiza dentro de un sistema de tratamiento carditpor cuatro etapas: ajuste del
pH, reaccién de oxidacion (Fenton propiamente dicheutralizacion y precipitacion
guimica. De esa forma, los contaminantes se elmmpmancipalmente en la etapa de

oxidacién y el hierro en la de coagulaciéon-flocidagosterior [Kang et al., 2000].

A continuacion se muestran las reacciones prinespgle intervienen en el proceso
Fenton [De Laat et al., 1999]:

Fe + H,0, & Fg(HO,) ?* + H K,=3,1-10° (1)
FeOH" + H,0O, <> Fey(OH)(HO,)+ + H' K, = 2,0-10* (2)
Fe(HO,) " — F&* + HO? Ksa= 2,7-10°s™ (3a)
Fey(OH)(HO,)+ — F&* + HOY + OH Kgp=2,7-10°s™ (3b)
FE" + H,0, » FE€" + *OH + OH K,=63,0M's* (4)
FE" + *OH — Fe* + OH Ks=3,2:108 M*s* (5)
H,0, + *OH — HO* + H,0 Kg=3,3-107 M's™ (6)
HO* + HO* — H,0, + O, K;a=8,3-105 M* s (7a)
HO” + *O, + H,0 — H,Ox+ O, + OH K =9,7-107 M*s* (7b)
*OH + *OH — H,0, Ke=5,2-109 M' s (8)
*OH + RH —*R + H,0 Ky~ 107-1010 M*s*  (9)
Fe" +*R > R + F&” Ko~ 107-108 M* s (10)
*R + O, »>(R-H") + HO" Ky~ 109 M*st (11)
*R + O, » R-O0*— R-O* Kiz~ 109 Mts? (12)
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Como se muestra en las ecuaciones (1-12) el meoande reaccion del proceso
Fenton se debe a la generacién de especies resactalaoxigeno, que son las
encargadas de la degradacion oxidativa de los momaaites que se desean eliminar.
Las ROS generadas son: el radical hidroxilo (*Qg)adical hidroperéxido (H®),

su base conjugada el anién superéxide (Oy los radicales peroxilo (R-OO¥),

reflejadas en las ecuaciones 3, 4, 6, 11 y 12.

El *OH es un oxidante poderoso y no muy selectsapaz de degradar muchos
compuestos organicos [Smith et al., 2006]. El rdibidroxilo se forma por
descomposicion del peroxido de hidrogeno en présedel ion ferroso (Ec. 4) y
reacciona con los compuestos organicos principakneaptando un atomo de
hidrogeno de los enlaces C-H, N-H y O-H, o afiadiérda los enlaces C=C o0 a los
anillos aromaticos [Von Sonntag et al.,, 1997]. lemaccién del *OH con los
compuestos organicos da lugar a la formacion dealed centrados en el carbono *R
(Ec. 9).

Los radicales Hg¥ y O, se originan por reaccién del peréxido de hidréggmmr
descomposicion de los radicales R-OO*. Su preseasidisolucién acuosa depende

del pH, ya que ambas especies se encuentran dibegyEc. 13).

HO” & O, + H+ pK,= 4,8 (13)

El radical hidroperéxido (H®) es un oxidante débil que tiene una reactividad
minima en sistemas acuosos, mientras que el radigaéréxido (@-*) es un
nucleofilo y un agente reductor [Smith et al., 20dBn disoluciébn acuosa estos
radicales son poco reactivos con la mayoria dexscists, comparados con el *OH.
Los radicales H® y O,” pueden ser capaces de reducir los radicales fraxi
ROOH, con constantes de reaccién un orden de nuagimiterior para el H® que
parael @ [Bielski et al., 1985].
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Los radicales libres centrados en el carbono (&gcionan en presencia de oxigeno
para formar radicales peroxilo (R-OO*) (Ec. 12} tuales no son muy reactivos con
otros contaminantes organicos, pero su descomposicntribuye a la degradacion

oxidativa de los compuestos organicos.

Los radicales *R, R-OO* y R-O* pueden asociarseesptoporcionarse para dar
moléculas relativamente estables, o bien puedeaticewr con los iones del hierro.
Los compuestos organicos intermedios generados pninhera etapa de la oxidacion
pueden continuar reaccionando con *OH y oxigenoet@luciéon del CQ es mas
lenta que la desaparicion del compuesto inicial grmalmente su velocidad
disminuye con el tiempo conforme los productos welwen menos reactivos con el
*OH [Von Sonntag et al., 1997].

Cuando el proceso Fenton se lleva a cabo en piasgmcadiacion UV o UV/visible,
la foto-quimica del F& favorece la formacion de radicales hidroxilo matBala

reaccion Foto-Fenton [Zepp et al., 1992] (Ec. 14).

Fe" + H,0, + v — FE" + *OH + OH (14)

La reaccién Foto-Fenton contribuye a su vez, ademeracion del Ee(Ec. 14). Este
reacciona de nuevo con® generando mas radicales hidroxilo, mediante leciéa
descrita en la ecuacion 4. La fotolisis del peroxid hidrégeno también favorece,
aunque en menor medida, la generacion de radibédesxilo en el proceso Foto-

Fenton (Ec. 15).

H,O,+ hv — 20H* (15)

24



Capitulo 5 Procedimiento experimental

5- Procedimiento experimental

5.1- Reactivos y materiales.

Los reactivos y materiales utilizados para la expentacion desarrollada en esta

investigacion son los siguientes:

» Cloruro de hierro (lll): reactivo sélido Fe®H,O >98%, marca Probus.

« Peroxido de hidrogeno: disolucion®, 30% v/v, calidad para andlisis, marca
Panreac.

« Acido sulfarico: HSO, 96%, calidad para analisis, marca Panreac.

» Hidroxido de sodio: disolucion NaOH 0,01N, marca&tu.

» Asa de siembra.

« Cultivo joven y puro dé&. coli. (Fig. 5.2.

* Mechero Bunsen.

« Agua destilada.

* Recipientes de Borosilicato de 1000 mL.

* Vortex agitador.

« Embudos estériles para el equipo de filtracion embrana (Millipore)

 Rampa de Filtracién (Millipore)

* Filtros d membrana (Millipore, 0,45 um diametropaeo).

» Contador de Colonias electronico (Interscience S€&).

« Estufa incubadora (Selecta Incubidit 36 L).

* Agar MacConkey (Scharlau).
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o Céamara sola\TLAS, Sun test CPSffig. 5.1).
» Autoclave (Selecta, Presoclave Il 50).

* Micropipetas diferentes volimenes.

Es importante destacar que todo el material ddovigllos medios de cultivos son
preparados en el autoclave a 121 °C y 1 bar dé@prdarante 15 minutos para lograr

su completa esterilizacion.

En este PFC la realizacion de los experimentos-Feton se lleva a cabo mediante
una camara solar que esta equipada con una lardpaxranon que emite luz a una
longitud de onda entre 320 y 800 nm y con un Féspecial de ventana, simulando la

luz solar natural.

Fig. 5.1.Camara Solar ATLAS SUNTEST CPS+/XLS+.

26



Capitulo 5 Procedimiento experimental

En latabla 5.1 se muestran las condiciones de operacion del equip

Tabla 5.1: Condiciones de operacion de la camara solar.

_ Marca y Intensidad de | Longitud
Equipo Temperatura L
modelo radiacion de onda
Camara | ATLAS, Sun 320-800
35°C 500 W/rh
solar test CPS+ nm

Fig. 5.2.Placa petri con bacterias sembradas

5.2- Metodologia

En este apartado se desarrolla toda la metodolegi@ada en la experimentacion de
este Proyecto final de carrera, tanto los anatisislos parametros fisicoquimicos
como el andlisis dE. coli mediante 2 métodos (Método en placa difusa y Meéttal

Filtracion por membrana).
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Procedimiento experimental

5.2.1- Analisis de parametros fisico-quimicos.

La Tabla 5.2 muestra los parametros fisico-quimicos analizadtesay después de la

experimentacion, los métodos analiticos y el imsemtal utilizado durante el

desarrollo de este proyecto.

Tabla 5.2: Paradmetros fisico-quimicos analizados en este praye

NJ

Parametro Método Equipo Marca y modelo Rango Error
4500- HB
pH Standard pH-metro CRISON GLP 21 1-14 +0,0
Methods
] ) HANNA Instruments| 0-1000 +0,5
Turbidez ISO 7027 Turbidimetro
LP 2000 UNT UNT
o UNE-EN ISO _ 0,01-19999| + 0,02
Conductividad Conductimetro CRISON Basic 30
27888 puS/cm pnS/cm
. 2540D
Soélidos en ) Hach LANGE DR +0,1
y Standard Espectrofotbmetro 5-750 mg/I
suspension 2800 mg/l
Methods

En el ANEXO Il se presenta, de forma desarrollddanetodologia analitica y la

instrumentacion utilizada en este trabajo.

5.2.2- AnalisisEscherichia. coli

Para llevar a cabo la cuantificacion y recuente@lalas viables d&scherichia coli

presentes en la muestra de agua se puede llevab@a roediante dos métodos

diferente:
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a) Método en placa difusa (MPD)[Standard Methods 9215 C].

b) Método de Filtracion por membrana (MFM) [Standard Methods 9215 D].

A continuacién se procede a la explicacion de diaghétodos [Clesceri et al, 2005] y

a la metodologia de recuento de placas.

a) Método en placa difusa (MPD)

Para llevar a cabo la siembra se pipetea sobreplrficie del agar dispuesto en la
placa el volumen de muestra o de dilucién dese2@la 600 uL) y a continuacién se

extiende de forma homogénea por toda la supedeia placa con ayuda de un asa
Drigalsky. Ante el desconocimiento de la concemdraexacta de bacterias en la
muestra de agua, se siembran varias placas copri#gs volimenes y diluciones con

el fin de asegurar una placa adecuada para elnectiral. Este modelo de analisis

se utiliza cuando se espera una concentracion cterlas superior a 600 UFC 100

mL™. Una vez ya se ha extendido la muestra por el Agéormemente se procede a
la incubacion de las placas de Petri en la estuf@nge 24 + 2 horas a una

temperatura de 42 + 2 °C segun establece la ndyig EN ISO 9308-1:2000).

Figura 5.3. Colonias dék. colien placa petri después de la incubacion.
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b) Método de Filtracién por membrana (MFM)

Se trata de una de las herramientas mas versatiles analisis microbiolégico del
agua. El uso del MFM permite examinar grandes veligs de aguas en los que la

concentracién esperada de bacterias es inferiéd &J6C.L".

En primer lugar se realiza la limpieza del sopdediltracion, para ellos se flamea el
soporte con ayuda de un mechero Bunsen. A coniiiyamon ayuda de unas pinzas
estériles se coloca el filtro con un diametro deopde 0,45 pm en el soporte y se
adapta el embudo. El siguiente paso seria humeaddéiro con suero fisioldégico

(Nacl 0,9 %) dejando pasar una cierta cantidadideosa través del filtro y dejando el
resto dentro del embudo para pasar a continuaeidnulestra original a filtrar. Por

ultimo se coge el filtro con las pinzas estérileseytransfiere a la placa Petri. Con el
objetivo de asegurar la obtencién de placas camiamero apropiado de colonias para

el recuento (entre 20 y 200 UFC)Lse filtran varios volimenes.

Cuando ya se ha depositado el filtro en la plade Be procede a incubar las placas
de Petri en la estufa durante 24 + 2 horas a umpdratura de 42 + 2 °C segun
establece la norma (UNE EN ISO 9308-1:2000).

El método de filtracion es un método mas sensiblguye se filtra mas cantidad de

muestra y se detectan mejor las bacterias.

Figura 5.4. Colonias déE. colien filtro con un diametro de poro de 0,45 pum.
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Recuento de placas

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procede@lento de las placas de Petri.
Para facilitar la labor del recuento se utiliza agmtador de colonias (Interscience
Scan 100) provisto de una luz que retroilumina lacg y permite una mejor

visualizacion de las colonias y de esta forma m®leontar con mas exactitud.

Una vez ya se ha hecho el recuento de coloniasr@eeqe al calculo de la
desinfeccion a partir de la formula D = log (UR@af / UFC inicial). Este apartado

se explica con mas detalle en el ANEXO IIlI.

Figura 5.5. Contador de colonias (Interscience Scan 100)
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5.3- Preparacién de las muestras

El cloruro de hierro actia como un acido, y dadanfaortancia de las condiciones de
acidez para la supervivencia de las bacteriasfiageaal agua antes de la adicion de
los microorganismos, como se explica en un estudadizado por el grupo de
investigacion de “Calidad y Tratamiento de las afjule la Universidad de Zaragoza,
[Rodriguez et al., 2011]. La adicibn de Fg@h gran cantidad, puede llegar a
provocar disminuciones de pH considerables. Ersteldeo nombrado se expone que
pH inferiores a 5 podrian matar las bacterias gt de esta forma datos erroneos,
por lo que es importante ajustar el pH de la maests tras la adicion del cloruro de
hierro. Tras esto, se afiade la suspension baaecamcentrada a la muestra bajo

estudio.

Se preparan 4 recipientes de Borosilicato de © ke capacidad, se afiade agua
destilada hasta enrasar después se le afiade etdCiter hierro (I11) hasta la cantidad
deseada en cada uno de los recipientes y se @uptd de las muestras a 5. Las
concentraciones de hierro utilizadas son 5 ppmpf@rd y 1 ppm debido a estudios
previos realizados por el grupo de “Calidad y Traémto de las aguas” de la

Universidad de Zaragoza.

En este trabajo de investigacion se selecciona gemmoen patdégeno Bscherichia

coli, como se ha indicado previamente en el apartad® 8e2la presente memoria.

La fortificacion se lleva a cabo a partir de cutibacteriano joven dE. coli. Se
prepara una suspension bacteriana concentraddirieart® colonias a un tubo de
ensayo con suero fisioldgico, NaCl 0,9 %, el cwaklio previamente esterilizado en
el autoclave. El numero de colonias a transferagateula en relacion a la turbidez que
presenta esta suspension. Conocida la turbidezaégale la suspensidon bacteriana

concentrada, se procede a afadir dicha suspensignaa tratar.
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La fortificacion se lleva a cabo en una atmésfaemte creada mediante un mechero
Bunsen y de esta forma no contaminar las muedires.vez afiadidas las bacterias a
los recipientes ya tendriamos preparadas las nagegtpodriamos comenzar con los

experimentos Fenton y Foto Fenton.

5.4- Ensayos de desinfeccion

Los experimentos Fenton y Foto-Fenton se realimguiendo la metodologia que se

indica a continuacion:

=

. Preparacién de las muestras (apartado 5.3).

2. Se vierte la muestra en reactores de borosilicsttrikzados previamente en el
autoclave y se afiade e}®} en la concentracion deseada.

3. En los experimentos Fenton, los reactores permaretcéotal oscuridad desde
gue se adiciona elJ, hasta el final del proceso (tiempo = 60 min.).

4. En los experimentos Foto-Fenton, los reactoresqitseducen en una camara
solar ATLAS SUNTEST CPS+ equipada con una lampaaxXdnon que
simula la radiacion solar natural emitiendo luzra longitud de onda entre
320 y 800 nm. La temperatura maxima que se alcdeztro del recinto de la
camara se fija mediante un controlador de temperatue evita que se
alcancen temperaturas mayores a la fijada. La teaypa maxima fijada para
este trabajo es 35°C. Es importante controlar tapéeatura porque las
bacterias se mueren a altas temperaturas, el perédé hidrogeno se
descompone a partir de 40°C y por las pérdidasqiatilizacion.

5. Andlisis de HO, al finalizar el ensayo.

6. Analisis de parametros fisico-quimico&ycolial finalizar el ensayo.
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5.5- Disefo de experimentos y andlisis de variables

Para llevar a cabo la planificacion de los expenitoe mediante los cuales se
pretende determinar la influencia de ciertas vé&sbn el proceso Fenton aplicado a

la desinfeccion, se hace uso de la técnica déaide experimentos.

En este trabajo se selecciona un disefio factofialE8te tipo de disefio de
experimentos es uno de los mas utilizados, ya qaiifita el estudio simultaneo de
los efectos que varios factores pueden tener garageso, reduciendo asi el nimero
de experimentos que es necesario realizar. [Andeesaal., 2000]. La técnica de

Disefio de Experimentos se describe con mas detaké ANEXO IV.

La tabla 5.3 muestra las variables y los rangos seleccionados @ste trabajo de

investigacion.

Tabla 5.3 Variables y rangos seleccionados.

Variables estudiadas Rango de trabajo

Condiciones de luz Camara solar si/ no luz

Catalizador de Cloruro de hierro(l|l) 5 ppm, Ausencia de Fe

H20, 50 ppm, 20 ppm.

Estos experimentos se llevan a cabo siguiendamekdrmiento indicado previamente

en el apartado 5.3.2 de acuerdo al disefio de expetds descrito a continuacion.

Para la realizacion de este proyecto se elige sefidifactorial (9 con punto central
(2,5 ppm de Cloruro de hierro (lll) y 35 ppm deds) y réplica, siendd el nimero
de grados de libertad o de factores variables,sé& easo 3 (condiciones de luz,
diferentes concentraciones del catalizador y diftexe concentraciones de®3). El
intervalo de confianza empleado es del 9580(05). Teniendo en cuenta todo esto,

se obtienen un total de 10 experimentos y cadaeanmealiza por triplicado. Mediante
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el programa MINITAB® se genera la matriz del disefiola que figuran todos los
experimentos a realizar para el disefio seleccioramexperimentos que se llevan a
cabo en este proyecto por triplicado (un total @eeBsayos) se presentan en la
tabla 5.4.

Tabla 5.4Matriz de disefio de experimentos

Variables
Experimento| [Fe*] ppm |[H,O,] ppm | Condiciones de Lu
1 5 50 off
2 0 50 on
3 0 50 off
4 5 50 on
5 5 20 on
6 5 20 off
7 0 20 on
8 2,5 35 on
9 2,5 35 off
10 0 20 off

El factor respuesta seleccionado para este esksglita formula de desinfeccion
D =log (UFC final / UFC inicial).

Para analizar los resultados y obtener conclusiobggivas al respecto se utiliza el
programa MINITAB ®.El objetivo principal del analisis de resultadosdeserminar la
influencia de los factores ([E& [H»0O,] y condiciones de luz) en la inactivacion de la
bacteriak. coli. Ademas con estos experimentos se pretende coasamejores condiciones

de operacion para la eliminacion Becol..
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El programa MINITAB® genera una serie de represaotes graficas que muestran

tanto de la influencia de las variables como dargesacciones.

» Gréfica de identificacion de los efectos princigalRepresenta el valor medio

de la variable respuesta para cada nivel de cada den las variables
seleccionadas. MINITAB® une estos valores mediangelinea de referencia.
Cuanto mayor es la pendiente de esta recta mayarruencia de la variable
sobre la variable respuesta [MINITAB ®, 2000].

» Gréfica de interacciones dobleSsta grafica muestra las medias para cada

nivel de una variable cuando el nivel de un segufatdor se mantiene
constante. Dos variables interaccionan cuandorebicaen la respuesta desde
el nivel bajo hasta el alto de una variable nolesiemo a los dos niveles de
una segunda variable. Es decir, que el efecto devariable depende de una
segunda variable. Cuando las rectas tienden aasalefas significa que entre
ese par de variables no hay interaccion o que ésstaoco significativa. En
cambio, cuando las rectas tienden a cortarse qdeoie que hay interaccion

entre esas dos variables.

» Diagrama de Paret@ermite identificar tanto la magnitud como la intpacia

del efecto de una variable. Este diagrama muestraler absoluto de las
variables, y dibuja una linea de referencia enagrdma. Cualquier efecto que

sobrepase esta linea de referencia es potenci@mentportante.
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Andlisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de la varianza (ANOVA) es una poterderdimienta estadistica, de gran
utilidad tanto en la industria, para el controlptecesos, como en el laboratorio de
analisis, para el control de métodos analiticoss kegemplos de aplicacién son
multiples, pudiéndose agrupar, segun el objetivoe gpersiguen, en dos

principalmente:

* La comparacion de multiples columnas de datos.

» La estimacion de los componentes de variacion deareso.

La comparacion de diversos conjuntos de resultagdolabitual en los laboratorios
analiticos. Hay dos posibles fuentes de variacigra es el error aleatorio en la
medida y la otra es lo que se denomina factor olauto (tipo de método, diferentes

condiciones, analista o laboratorio,...).

Una de las herramientas estadisticas mas utilizauagermite la separacion de las

diversas fuentes de variacion es el analisis garianza (ANOVA).

Cuando tengamos un factor, controlado o aleat@parte del error propio de la
medida, hablaremos del ANOVA de un factor. En lasos donde tenemos dos o méas
factores que influyen, se realizan los experimeptrs todas las combinaciones de
los factores estudiados, seguido del ANOVA. Se pudtiucir entonces si cada uno
de los factores o una interaccion entre ellos tiemdluencia significativa en el

resultado.

El objetivo del ANOVA es comparar los errores sisdéicos con los aleatorios
obtenidos al realizar diversos analisis en el latwoio y comparar los diversos
valores medios para determinar si alguno de elftexrel significativamente del resto.
Lo mas importante en el analisis de varianza ANO&A el valor p. Valores de

p<0.05 indican que existen diferencias entre ladiasede las variables.
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6- Resultados de la experimentacion.

6.1- Resultados de analisis previos.

En este apartado se muestran resultados de exp&rsneealizados previamente al
disefio de experimentos con el objetivo de obtemer walorizacion previa de la

aplicaciéon del proceso Fenton y Foto-Fenton.

Las condiciones de operacion de estos ensayosceocentracion de Cloruro de
Hierro (lll) de 1ppm, concentraciones de 50 pp&0ypm de peroxido de hidrogeno
y presencia o ausencia de luz solar. En estos iexgreios se analizan los parametros
fisico-quimicos y la concentracion &e coli. Los resultados obtenidos en el analisis
de parametros fisico-quimicos se muestran emalida 6.1 y se calculan como
promedio de las tres replicas utilizadas para edayo Fenton. Los resultados de
inactivacion de la bactert. colise muestran en tabla 6.2.

Tabla 6.1 Resultados previos del analisis de parametrooftgiémicos.

INICIALES FINALES
Fe H202 Cond SS Cond SS
Experimento | (ppm) | (ppm) | Luz | pH | (uS/cm) | (mg/L) | Turbidez | pH | (uS/cm) | (mg/L) | Turbidez
A 1 50 on| 54 185,8 3 9,3 5f 234,8 4 17,p
B 1 50 off[| 5,4 184,2 3 9,2 5,6 239,3 3 13,8
C 1 20 on| 5 214,9 6 18,9 58 231, 5 188
D 1 20 off[| 5,4 295 2 3,9 571 104,5 4 17,4

Se observa en l@bla 6.1 un ligero aumento del pH después de la experirogEmia
debido a la reaccion de Fe con el(hl y también se observa un aumento de la

turbidez en todos los ensayos realizados.

38



Capitulo 7 Conclusiones

Tabla 6.2.Resultados de inactivacion &e coli.

H20,
Experimento | Fe (ppm)| (ppm) Luz Desinfeccion (Log Nt/No)
A 1 50 on 4,32
B 1 50 off 0,87
C 1 20 on 3,96
D 1 20 off 0,79

En latabla 6.2 se observa claramente una mayor desinfeccion cusedealizan
procesos Foto-Fenton, obteniendo maximos resul@delaesinfeccion de 4,32. En los
resultados mostrados también se refleja que seengbtmayor desinfeccion al
aumentar la concentracion de®d.

6.2- Resultados de los ensayos incluidos en el ds&e experimentos.

6.2.1 Estudio de parametros fisico-quimicos.

Los resultados del analisis de los parametrosofigidmicos iniciales y finales
obtenidos como promedio de los diversos experinsen¢@alizados a las distintas
condiciones propuestas aparecen ehdlala 6.3 Los resultados son medias de las 3
replicas analizadas para cada experimento, en EXANV se muestran todos los

resultados completos con sus respectivas replicas.
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Tabla 6.3Resultados del analisis de parametros fisico-gquisnic

INICIALES FINALES
Fe H,0, Cond SS Cond SS

Experimento| (ppm) [ (ppm) | Luz| pH | (uS) [ (mg/L)| Turbidez| pH (uS) | (mg/L) | Turbidez
1 5 50 off| 5,6 105,4 3 11,4 6,p 1104 2 13,p
2 0 50 on| 6,3 233, 2 7,7 5/ 14156 2 4.7
3 0 50 off [ 52| 94,4 2 4,6 5,0 94,4 2 2,3
4 5 50 on| 5,6 115,6 2 2 5P 1664 3 128
5 5 20 on| 57| 348 2 6,2 6,p 46,2 5 49,8
6 5 20 off| 57| 348 2 6,2 6,4 75,2 6 52,
7 0 20 on| 49| 174,% 2 5,2 62 1855 2 3.4
8 3 35 on| 5,6 319 3 4,5 5.p 31,4 5 33,p
9 3 35 off [ 5,6 319 3 4,5 51 33,5 3 23,4
10 0 20 off| 5,2 94,4 2 4,6 51 92,7 2 3,1

Se observa en kabla 6.3un aumento del pH después de la experimentacididae
la reaccion del F& con el HO, y también se observa en un pequefio aumento de la

turbidez debido también a la reaccion que se kevabo.
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6.2.2 Resultados de desinfeccion.

Los resultados de desinfeccibn obtenidos como pldameale los diversos
experimentos realizados a las distintas condicigmepuestas y siguiendo los pasos
de la experimentacion detallada en apartados ardgeride la presente memoria
aparecen en [@abla 6.4 Los resultados son medias de las 3 replicaszaus para
cada experimento. Al finalizar los ensayos, se adatesiempre KD, en la muestra
tratada.

Tabla 6.4.Resultados de desinfeccion.

Experimento | Fe** (ppm) | H,0, (ppm) | Luz | Desinfeccion (Log Nt/No)
1 5 50 off 2,16
2 0 50 on 5,63
3 0 50 off 1,22
4 5 50 on 5,17
5 5 20 on 5,81
6 5 20 off 1,72
7 0 20 on 4,43
8 2,5 35 on 5,17
9 2,5 35 off 0,05
10 0 20 off 0,75

Se puede observar enthbla 6.4 que las desinfecciones mas altas son siempre en
presencia de luz solar, lo que parece indicar gueatiable mas significativa es la
radiacion solar. Es interesante observar que se didenido resultados altos a
concentraciones mas bajas dgO} es un dato importante econdmicamente ya que el
H»O, es un reactivo caro.
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Se observa que los mejores resultados de desidfeseiobtienen para las siguientes

condiciones:

» Desinfeccion de 5,81log: 5 ppm de Fe, 20 ppm g@,kt con luz.
» Desinfeccion de 5,17 log: 2,5 ppm Fe, 35 ppm ¢@,H con luz.
» Desinfeccion de 5,17 log: 5 ppm Fe, 50 ppm d@x4y con luz.
» Desinfeccion de 2,16 log: 5 ppm Fe, 50 ppm d@2y sin luz.
» Desinfeccion de 5,63 log: 0 ppm Fe, 50 ppm d@x4y con luz.

A continuacion, se muestra la influencia de lasades sobre el factor respuesta.

6.3- Analisis de variables

Andlisis de varianza (ANOVA)

El analisis de ANOVA del estudio realizado en gsteyecto se resume en kablas
6.5y 6.6.

Tabla 6.5. Analisis de variables.

Estimated Effects and Coefficients

Term Effect Coef SE Coef T P
Constant -3,317 0,1148 -28,89 0,000
[H202] -0,278 -0,139 0,1148 -1,21 0,239
[Fe] -0,793 -0,397 0,1148 -3,45 0,002
luz 4,135 2,068 0,1027 20,13 0,00d
[H202]*[Fe] 0,378 0,189 0,1148 1,65 0,114
[H202]*luz 0,002 0,001 0,1148 0,01 0,994
[Fel*luz -0,337 -0,168 0,1148 -1,47 0,157
[H202]*[Fe]*luz -0,542 -0,271 0,1148 -2,36 0,028

Ct Pt 0,705 0,2567 2,75 0,012
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Tabla 6.6. Analisis de varianza ANOVA.

Analysis of Variance
Source DF | SeqSS Adj SS Adj MS F P
Main Effects 3 132.5 132.498 44.166| 139.60
2-Way Interactions | 3 1.539 1.539 0.513 1.6 0.214
3-Way Interactions | 1 1.76 1.76 1.7604 5.56 0.028
Curvature 1 2.386 2.386 2.3857 | 7.548.012
Residual Error 21 6.644 6.644 0.3164
Lack of Fit 1 1.806 1.806 1.8057 7.46 0.013
Pure Error 20 4.838 4.838 0.2419
Total 29 | 144827

DF: Grados de libertad factoriales.

Seq SSSuma de cuadrados (SS)

Adj SS: Suma de cuadrados (SS).

Adj MS: Promedio de los cuadrados (MS)

F: Valor estadistico de contraste (MS-factor/MS-8tro
P: Valor de probabilidad.

a = 0,05 con un intervalo de confianza a un nivéB&8&so.

El valor de probabilidadR) que aparece en |dsblas 6.5 y 6.6ndica aquel valor de
a partir del cual el ANOVA no detectaria ningunfedincia significativa. Asi pues, a
menor valor de probabilidad, mayor seguridad de ouasten diferencias

significativas.

A continuacion se analizan las interacciones da gadable por separado:

Como se observa entabla 6.5la variablefH202] tiene un valor de (P = 0,239) que
es mayor gue el nivel de significancia (0,05) motanto es una variable que no tiene
mucha interaccion. Por el contrario la varialile] tiene un valor de (P = 0,002) que

es menor que el nivel de significancia (0,05) jpaiahto esta variable tiene influencia
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en el proceso Fenton. La variallez tiene un valor de (P= 0,000) que es menor que
el nivel de significancia (0,05) esta es la vagattyn menos valor de (P) por lo tanto

es la variable mas influyente de todas y la ma®itapte en el proceso Fenton.

A continuacién se analizan las interacciones dedagbles de dos en dos y las tres a

la vez:

La variable[H202]*[Fe] tiene un valor de (P = 0,114) que es mayor quevel de
significancia (0,05) por lo tanto se puede conaluie no existe interaccion entre las

dos variables.

La variable[H202]*luz tiene un valor de (P = 0,994) que es mayor quavel de
significancia (0,05) por lo tanto se puede condjuie no existe interaccion entre estas

dos variables.

La variable[Fe]*luz tiene un valor de (P = 0,157) que es mayor queival e
significancia (0,05) por lo tanto se concluye gaenpoco existe interaccion entre

estas dos variables.

La variable[H202]*[Fe]*luz tiene un valor de (P = 0,028) que es menor quével n
de significancia (0,05) por lo tanto se concluye @utre estas tres variables si que

existe interaccion.

Como conclusion final a partir del analisis de aara ANOVA se puede determinar
gue la variable mas significativa del proceso Fergs la presencia de la luz solar
destacando por encima de las demas variables, éamiy que destacar la

importancia de la interaccion de las tres variabfesonjunto en el proceso Fenton.
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Para evaluar la importancia de los efectos dedaahles y sus combinaciones sobre
la variable respuesta de forma mas fiable es recdaide realizar un diagrama de
Pareto. Se representan los resultados de la exg@darion con MINITAB en la

siguiente grafica de Pareteigura 6.3.

GRAFICA DE PARETO DE VARIABLES

A [H202]
B: [Fe]
C: luz

ABC —

AB_

BC

AC

Figura 6.3: Diagrama de Pareto de la desinfecciéredeoli.

Factores ordenados de mayor a menor influencia, son

* Radiacion solar.
» Concentracion de Cloruro de Hierro (lII).

» Las tres variables en conjunto (Cloruro de Hieth, (peréxido de hidrogeno

y radiacion solar).
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Todos los efectos que sobrepasan la linea de mefareson considerados como
significativos. En la grafica de pareto mostradaobserva como la variable mas
influyente es la presencia / ausencia de luz, addagariable cloruro de hierro (llI)

también es significativa en el estudio realizadaraPfinalizar, indicar que la

interaccidon de las tres variables seleccionadasradmeramente la linea que marca
las influencias significativas. Viendo la gran d#fiecia existente entre la variable luz
y la interaccion luz / Cloruro de Hierro (lIl) /,8, se puede excluir esta interaccion

de las variables influyentes y simplificar el preagara disefios posteriores.

La grafica 6.4 representa la grafica de identificacion de losctefe principales,
obtenida a partir de los resultados mostrados éralda 6.2 Esta grafica permite
conocer si las variables estudiadas tienen efemgativo o positivo sobre la variable
respuesta. La importancia del efecto de cada Jarsgbre la variable respuesta viene

marcada por la pendiente de la recta.

EFECTOS MAS IMPORTANTES

T & o % & o
5 00 - I
E
S 12 4
|
N
F 24
E
C 5
c
|
O as -
N

H2Q2] (ppm) [Fe] (ppm) luz (on/off)

Figura 6.4: Grafica de los efectos principales.
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Efecto del peroxido en la desinfeccionSe observa en la figura 6.4 un efecto
ligeramente positivo debido a que la grafica tiena pendiente negativa ya que el
grado de desinfeccion se representa con signoinegat decir, que a medida que
aumenta la concentracion de peroxido aumenta lafdesion ligeramente. El punto

central sugiere que la relacién no es totalmentalisino que tiene cierta curvatura.

Efecto del cloruro de hierro (lll) en la desinfecodn: La grafica 6.4 muestra una
pendiente negativa en el cloruro de hierro (lllI) jpoque es un efecto positivo ya que
si aumentamos la concentracion de cloruro de highjoaumenta la desinfeccion y
en mayor medida que con la variable de concentradi® peroxido por que la
pendiente estd mas inclinada, en conclusion esimaatante en la desinfeccion la
variable de concentracion de cloruro de hierro) (Gjle la de peréxido. El punto

central sugiere también que la relacion no esllisiggd que tiene cierta curvatura.

Efecto de la luz:Se observa en la grafica 6.4 un efecto muy posdetndo a que la
pendiente es positiva y es la que tiene mayor petalide las tres por lo tanto la
variable mas importante en la experimentacion yaapn la luz solar los valores de

desinfeccion son mucho mas altos que sin luz solar.

Para determinar las interacciones existentes E#iees variables se utiliza el grafico
de interacciones dobles. Rectas paralelas indiobanng existe interaccion, mientras
gue si tienden a cruzarse o cortarse indican ltraoo. Este grafico se muestra en la

grafica 6.5.
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GRAFICA DE INTERACCION

9 % o &
. . + + 0,0
[H202] (ppm) D
E
=50 -hﬂﬂﬂ:_ +-2,5 s
«20 I
150 N
F
. . 0,0
[Fe] (ppm) E
25 .
n5 T4 C
+0 I
+50 O
N
luz (on/off)

Gra
fica 6.5: Grafica de interaccion.
Se estudian las tres interacciones de variablesteges por separado para poder

explicar el comportamiento del tratamiento de fom@s minuciosa:

» Cloruro de hierro (Ill) - H ,0,: Esta interaccion es la mas importante puesto
gue las dos rectas se cruzan y eso quiere decihayenteraccion entre la
variable de [cloruro de hierro (II)] y [#D,]. Al aumentar la concentracion de
cloruro de hierro (lll) aumenta la desinfeccion@ao se aprecia casi aumento
en la desinfeccion al aumentar de 20 ppm de peréxiflO ppm de peroxido,
ya que las 2 rectas se cruzan y se obtienen valerelesinfeccién parecidos
tanto para 20 ppm de peroxido como para 50 ppmed&xjgo con los 5 ppm

de cloruro de hierro (l11).

e Cloruro de hierro (lll) - Luz: Existe una pequefia interaccion entre ambas
variables ya que las rectas tienden a cortars@ré&sencia de luz solar no hay
interaccion con el cloruro de hierro (Ill) ya ques halores de desinfeccion son

casi los mismos, pero sin presencia de luz solguesise observa influencia del
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cloruro de hierro (lll) ya que obtenemos mas desicibn con 5 ppm de

cloruro de hierro (I1l) que sin cloruro de hierid)(

« H,0, - Luz: La interaccién en este caso es casi inexistentestp que las
rectas son practicamente paralelas lo que indieanguhay interaccion entre
estas 2 variables. En conclusion la desinfecciomesiia mucho con la
presencia de la luz solar y queda claro que earahle mas significativa, la
desinfeccion aumenta muy poco al aumentar de 20dgpperéxido a 50 ppm,

los valores de desinfeccion son casi los mismos.

Conocidos los comportamientos de las distintasatségs durante los tratamientos
para la bacteria analizada, se pueden sacar uigadgerconclusiones acerca de lo
sucedido durante el transcurso de los mismos yta da ello, determinar cuales son

las mejores condiciones de trabajo.

La conclusion mas aparente es la importancia geelsencia de luz y de peroxido de
hidrogeno en el tratamiento. Su presencia es iropidible puesto que los procesos
de oxidacion avanzada se basan en la generaciéspieies reactivas del oxigeno
como son los radicales hidroxilo (OH-) o los raldisssuperéxido (O2-), y éstos se
obtienen por reaccion del peréxido de hidrégento€rdicales reaccionan con los
componentes celulares provocando lesiones que cendula inactivacion o incluso

a la muerte celular. Ademas en contacto con eidh@esente en la célula, necesario
para las actividades vitales basicas de la misengraduce un aumento de radicales
intracelulares a través de una reaccion Fentonaguoeentan el efecto letal inicial de

los radicales [Malato et al., 2009].

La variable radiacion solar (luz) favorece la focma de los radicales mencionados
anteriormente, que son en los que se basan l@snigttos aplicados. Las células
contienen cromoforos intracelulares que absorbeadicion UV-A y UV-B, lo que

en presencia de oxigeno resulta toéxico para ldec@les favorece la generacion de

especies reactivas de oxigeno [Tyrrel & Keyse, 1990
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La presencia de hierro es importante puesto que@sle los reactivos usados en los
tratamientos Fenton. Para que el hierro tome pamtdas reacciones Fenton, es
necesario que se encuentre en disolucion puest@agju®rmara los complejos mas

activos en términos de fotoactividad, de ahi laartancia de trabajar a pH=5 [Malato

et al., 2009].

De acuerdo con lo concluido anteriormente, se padidmar que el tratamiento mas
efectivo correspondera a aquel en el que existachie en el que se trabaje en
presencia de la luz solar y la dosis optima dexp@odde hidrégeno que es la variable
gue menos influye pero es imprescindible como yadseexplicado antes. Siendo en

siguiente lugar necesario determinar las dosisngstide cada una de las variables.
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7- Conclusiones

Las principales conclusiones extraidas de esteeProyFinal de Carrera son las

siguientes:

En la aplicacion de los procesos Fenton / Fotodfeen desinfeccion dE.
coli se han obtenido valores de desinfeccion altos q&n&o/ 5,17 / 5,63) por
lo que se ha demostrado en este PFC que el prdéestmn funciona

correctamente en la desinfeccioniEecoli.

En el estudio de las variables del proceso Fergollega a la conclusion de
gue la variable mas significativa es la preseneidaduz solar por encima de
las demas variables, y segun lo obtenido en ldcgrale Pareto otra variable
gue es significativa pero en menor medida es laaunacion de Fe. En cuanto
al peroxido de hidrogeno es la variable menos yefite en los experimentos

realizados.

Por ultimo se concluye que las condiciones Optirdasoperacion en el
tratamiento Fenton para la desinfecciorEdeoli son la presencia de luz solar,
5 ppm de Fe y 20 ppm de peroxido de hidrogeno,nidrido con estos
parametros una desinfeccion de 5,8log, el cual ealer mas alto obtenido en
la experimentacion de este PFC, correspondienteedirhinacion total de la

bacteria en la muestra de agua.
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ANEXO | PROCESOS FENTON

1-Proceso Foto-Fenton

Tras el descubrimiento del proceso Fenton, lasssuE® investigaciones pronto
revelaron que las reacciones que intervenian em @siceso eran notablemente
aceleradas por la luz. En las reacciones Fentorafgistidas (reacciones Foto-Fenton)
la irradiacién de las disoluciones Fenton con litzavioleta (UV) o UV/visible
normalmente da lugar a mayores velocidades de iéeagc a rendimientos de
mineralizacion mas elevados que en el Fenton dd8&appert et al., 1993]. Estas

mejoras son debidas casi en su totalidad a latittiga del F&'.

Fotolisis de las especies del Fe

Los complejos de P& experimentan excitacién por transferencia de cargee el
ligando y el metal (LMCT), disociandose para daf'Beun ligando oxidado. La
fotoquimica del F&€ supone una ventaja para este proceso porquers higucido
puede reaccionar con eb® para producir *OH y porque la oxidacion del ligand
puede dar lugar a una degradacién mayor del congantd. La fotélisis del E&no es
importante a las longitudes de onda empleadas proe¢so Foto-Fenton [Pignatello,
1992].

Fe*(L)n + hv — FE*(L)n-1
Los hidroxi-complejos de P& presentes en disolucién acuosa ligeramente

acidificada, como el Fe(OHJ y el Fe(OH),** absorben luz apreciablemente en las

regiones UV vy visible. Estos complejos experimeritdan-reduccion para dar *OH y

Fe,
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Fe(OH)*" + hv — F&* + *OH

Ademas, el F& puede acomplejarse con ciertos compuestos o fysosluctos.
Estos complejos normalmente tienen mayores coefasede absorcion molar en las
regiones UV y visible que los complejos acuosos. €& los complejos de ¥e
podrian ser de mayor importancia para el proceswoReque las especies simples

acuosas del Bé

Fotdlisis del peroxido de hidrégeno
El perdxido de hidrégeno también experimenta fei®lcon la luz ultravioleta:
Ec: HO,+ hv— 2 *OH

Aunque esta reaccién tiene una eficacia cuantidativemente elevada, su
contribucion en aplicaciones Foto-Fenton esta éidatpor la débil absorcion de la luz
por el BHO, y el fuerte “efecto filtro interno” que producehhgerro y los compuestos
organicos al absorber parte de la luz. Sin embdeg@tolisis del peréxido puede
contribuir a la formacion de radicales hidroxildajas concentraciones de hierro y

absorbentes organicos o0 a concentraciones muydelevie peréxido.

Contribucién de las diferentes reacciones fotoquirnas a la mejora de las

reacciones Fenton

Hay muchas reacciones quimicas posibles en losnsst Fenton irradiados. La
contribucion de una reaccion dada a la degradade@os compuestos organicos
depende del espectro de emision de la fuente nieectracion y la absorbancia de las
especies foto-reactivas, la eficiencia cuantica lalereaccién y la presencia y

concentracion de otras especies que absorban et sstema, es decir, el efecto
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filtro (éste limita el volumen del reactor). Ademé&s concentracion y la absorbancia
de las especies fotoactivas y no fotoactivas cambiarante el transcurso de la

reaccion [Pignatello et al., 2006].

Mientras que en teoria la velocidad de reaccioredabaumentar con la potencia
radiante, en la practica puede haber un limitersupeue se alcanza cuando la foto-
reduccion del hierro sobrepasa su re-oxidaciédees, cuando el hierro en forma de

Fe3+ es una pequefa parte del hierro total.

2-Proceso Fenton utilizando complejos de hierro cooncatalizadores.

El hierro quelado ha sido utilizado en algunas ioc&s para llevar a cabo la
degradacion de compuestos en procesos Fenton.dlacgin amplia el rango de pH
en el que el hierro es soluble, ya que el ligangelante compite favorablemente con
el ion hidroxido para coordinarse, esto permite tpse complejos quelados sean
solubles. Ademas, la quelaciéon puede acelerardacien de descomposicion del
peroxido de hidrégeno en radicales hidroxilo casala por F&€ (Ec. 4). Por otra
parte, la quelacién puede retardar las reacciomtes el F&" y el peréxido (Ec. 1, 2 y
3), y el agente quelante (libre o acomplejado) puspturar radicales hidroxilo [Sun
et al., 1992].

3-Proceso Fenton heterogéneo.

Con el fin de evitar el problema de generaciéon ategbs de 6xido de hierro y su

correspondiente gestion, inherente al tratamieatdadh en aguas residuales, asi como
para ampliar el campo de aplicacién de este progeselos u otros materiales, se ha
promovido la investigacion de reacciones Fentorrbgéneas y la preparacion de

catalizadores de hierro soportado.

58



Anexo | Proceso Fenton

El Fenton heterogéneo consiste en utilizar un izatér en estado sélido, ya sea un
compuesto o material solido rico en hierro (lanaadero, minerales de hierro) o un
catalizador que contenga hierro soportado (membrdraNafion, arcillas de hierro

modificadas). Aunque, por lo general, la oxidact@ne lugar mas despacio, las
reacciones heterogéneas son a veces mas eficigatgse consumen menos peroxido
por mol de contaminante degradado. Ademas, lodizzadares de hierro soportado

pueden ampliar el rango efectivo de pH del pro¢egmatello et al., 2006].

4-Fenton.

Los métodos electro-Fenton incluyen reaccionestrelgagimicas que se usan para
generar “in situ” uno o ambos de los reactivos eanhbs en el proceso Fenton. El
reactivo o reactivos generados dependen del paletteila celda, las condiciones de
la disolucién y la naturaleza de los electrodoss liones ferrosos pueden ser
producidos por disolucién oxidativa de anodos dmifseio de hierro, 0 mediante

reduccion de iones férricos en un catodo inertaacel platino. Los electrodos deben
tener un area superficial especifica lo suficiemtet® grande para alcanzar las
concentraciones Optimas de hierro disuelto. El ydod de hidrogeno puede

producirse por reduccion de oxigeno,X@n el catodo [Chou et al., 1999]. La
generacion “in situ” de los reactivos supone, gus aplicaciones, una ventaja con
respecto a la tecnologia convencional de bombeardactivos desde una reserva

externa.
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5-Influencia de los factores que intervienen en @roceso Fenton.

En general, el tiempo y las cantidades de reactiegssarias estaran en funcion de la
concentracion inicial de compuestos oxidables ldmncentracion final de estos que
se desea obtener. En los ensayos a nivel de labortddos los reactivos se afladen a
la vez, mientras que a gran escala esto no esyighlque la reaccion es altamente
exotérmica, y el peréxido debe ser afiadido lentéengara prevenir el calentamiento

excesivo.

a) Influencia del pH.

Para muchos compuestos, la literatura indica quyeHeldeal para llevar a cabo la
reaccion Fenton estd entre 3 y 4 [Bigda, 1995].FHAgntre 3 y 4, el peroxido de
hidrogeno es mas estable y al sobrepasar un pHalevelocidad de descomposicion
aumenta rapidamente y se produce desactivaciocatiizador por la formacion de

hidroxo complejos de hierro, lo que hace dismitaugficacia del proceso.

Otros autores afirman que el pH 6ptimo para laatdagion de materia organica en el
proceso Fenton se encuentra entre 3,5 y 6 [Kaaf,&2000] o entre 2,5 y 6 [Jiang et
al., 2010]. Esto se debe a que, por una partegedeadacion de materia organica por
oxidacion es mas eficaz a pH menores que 4, y p@&, ¢a eliminacion por
coagulacion aumenta al aumentar el pH, aunque ipaimente precipitan
oxihidroxidos de hierro (Ill) produciendo un fango deseado en las aplicaciones
tecnoldgicas. El proceso “Fenton-like” es mas s#esil pH, siendo su rango 6ptimo
de pH entre 2,8 y 3,8.

Por otra parte, diversos estudios realizados harosigado que a pH entre 3y 8, la
reaccion entre el Béy el H,O, en agua produce eficazmente radicales hidroxsta E
reaccion tiene lugar incluso a los valores neutdes pH que se encuentran

normalmente en las aguas contaminadas [Zepp 408R).
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b) Efecto de la dosis de H202.

La eliminacion de materia organica aumenta al ataenda dosis de peroxido de
hidrogeno. Para que la oxidacion sea completa hatiliiearse un ratio peroxido de

hidrogeno / materia organica adecuado [Bigda, 1995]

c) Influencia de la dosis de catalizador de hierro.

La degradacion de compuestos es mas eficaz al aam@mosis de hierro, aunque la
eliminacion por oxidacion disminuye ligeramente.dancentracion inicial de hierro

y la temperatura determinan la velocidad de ox@acAlgunos autores consideran
gue el ratio 6ptimo catalizador: peroxido es 1 geso) [Bigda, 1995], mientras que
otros indican que es algo mayor, 1:10 [Tang etl@96]. Sin embargo, normalmente
mucho menos hierro es necesario, por ejemplo alissrutilizados en el tratamiento
de aguas normalmente se encuentran entre un viedoo:hperéxido de 1:100 o

1:1000 (molar) con el fin de minimizar la captuearddicales hidroxilo por el Eey

reducir la produccion de oxihidroxidos férricos [Deat et al., 1999].

d) Influencia de la presencia de iones inorganicos.

La oxidacion de los compuestos organicos en precésmton y Foto-Fenton es
inhibida en distinta medida por los iones fosfatafato, organosulfonato, fluoruro,
bromuro y cloruro, dependiendo de sus concentrasioBstos aniones pueden estar
presentes en el agua a tratar, o bien formarse soilmroductos de los compuestos
gue son degradados. La inhibicién causada por esfzexies puede ser debida a la
precipitacion del hierro, el “scavenging” de lodicales hidroxilos o la coordinacion

con el F&" disuelto, para formar complejos menos reactivos.
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La inhibicion de las reacciones Fenton por los raesoCly Br es debida a la captura
de *OH, tal como muestran las ecuaciones a) y bgsie que estos iones son
ligandoos relativamente débiles del®*FeEsto limita el tratamiento Fenton en
efluentes residuales que contengan una elevademacion de sales de haluros
[Pignatello, 1992].

H+ (-kD) Cl-
a) *OH + Cl- & HOCI*- < CI* « Cl2*-

H+ (~H20) Br-
b) *OH + Br- < HOBr*- « Br* < Br2*-

Por otra parte, los fluoruros y sulfatos inhibenrdaccion Fenton incluso aunque
apenas atrapen los radicales hidroxilos y sus agogplkcon el hierro sean solubles.
Estos iones reducen la reactividad def Frediante coordinacion. El #eforma una
mezcla de complejos de FeS@ Fe(SQ)  en la presencia de sulfato [De Laat et al.,
2005]. La afinidad del ion férrico por el fluorues muy elevada, con elevadas
constantes de formacién para los complejos de modie-y trifluoruro. Los

complejos formados no actian como catalizadords aEccion Fenton.

5-Influencia de la presencia de oxigeno.

La presencia de oxigeno {Oen concentracion casi invariable, produce unaomay
mineralizacion de los compuestos organicos a. &Doxigeno actiua de dos formas:
sirve como un oxidante adicional y acelera la videxdt de reaccion. Puesto que el
oxigeno, si se emplea aire como “reactivo”, es al@secanalizar el mecanismo de
reaccion de forma que se consuma [eferiblemente a ¥D,. Ademas, el @
normalmente acelera la velocidad de mineralizaertas reacciones foto-Fenton.
La oxidacién directa del Eepor el oxigeno (Ec ¢) es extremadamente lentacdes

de pH en los que el Eees soluble, y por eso, normalmente no contribuyasa
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reacciones Fenton a pH menor de 4. Sin embargd] an@yor que 4, podria ser
importante [King, 1998].

c)FE + 0, — FE€" + O, —*
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ANEXO Il DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

1-pH.

El pH es la medida del grado de acidez o alcalthdia una disolucién acuosa y se

define como el logaritmo negativo de la concenéracie iones H

Para determinar el pH de las muestras acuosasiza uh pH-metro marca CRISON,
modelo GLP 21, previamente calibrado con disoluesotampon de pH 7,00 y 4,01.
El método utilizado es el 4500-HB del Standard Md#[Clesceri et al., 2005].

2-Turbidez

Se define como la reduccién de la transparenciairddiquido originada por la

presencia de materias sin disolver.

Para medir la turbidez se utiliza un turbidimetrarcaHANNA Instrumentsnodelo

LP 200Q de acuerdo a la norma ISO 7027:1999. Los turlgttims constan de una
fuente de luz para iluminar la muestra y detectdateeléctricos que miden la
intensidad de la luz dispersada a 90° respectdugtde. El procedimiento consiste en
medir la intensidad de la radiacion dispersadalpomuestra a una determinada
longitud de onda y compararla con la de la disélugpatron. Los resultados se

expresan en unidades nefelométricas de turbideZ:. UN

3-Conductividad.

Es la expresion numérica de la capacidad de un pgtetransportar la corriente

eléctrica. Indica la concentracion total de ionegleagua.
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La determinacion se realiza utilizando un conduetiodCRISONmodeloBasic 30,
provisto de una célula de dos electrodos y de douarla norma UNE-EN ISO
27888:1994. Para conocer la conductividad de unestraise introduce la célula en
ella, se agita y se espera unos minutos antesrdar tel valor. Los resultados se

expresan en mS/cm o @&/cm, segun el rango de trabajo.

4-Solidos en suspension totales (SST).

Los sdlidos en suspension totales se analizan mtedi@ espectrofotdmetro de marca
Hach Lange,modeloDR 2800 Se emplea el método 2540D de Standard Methods

[Clesceri et al., 2005]. Los sélidos en suspensifaies se miden a 810nm.

5-Hierro total.

La determinacion del hierro total se lleva a cabediante un fotometro
multiparametro de sobremesa, marca Hanna Instremenodelo HI 83099. El
método empleado es una adaptacion del método 3®@-Be Standard Methods
[Clesceri et al., 2005]. La reaccion entre el lueyr los reactivos origina una
coloracidon naranja en la muestra. Para su medis®nutiliza una lampara de

Tungsteno con filtro de interferencia de bandaeebtt a 525nm.

6-Peroxido de hidrégeno.

La concentracion de peroxidos se determina semita@amente por comparacion

colorimétrica mediante un test indicador de perdsianarca Merckoquant®. La

peroxidasa transfiere el oxigeno del perdxido a imglicador redox organico,
formandose un producto de oxidacion azul (0-100nm@/amarillo (100-1000mg/l).
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La zona de reaccion de la tira de ensayo se compswalmente con una escala

colorimétrica.

7-Deteccion y recuento dé&scherichia coli

El cultivo y el recuento dEscherichia colise llevan a cabo de acuerdo al método de
filtracion por membrana establecido en la Norma LBNE ISO 9308-1:2001. En
primer lugar se filtra la muestra al vacio a tradésmembranas de celulosa estériles
(Millipore®) de 0,45um de tamafio de poro y 47mm de diametro. La muéHiteada

se coloca en una placa de Petri (agar MacConkéa(Bei®)) y se incuba a 42 +2 °C
durante 24+2h. Pasado este tiempo, se realizawtméo de las colonias rosas que se
han formado y se lleva a cabo el test de tintur&den para confirmar algunas de
ellas. El coeficiente de variacion del método et &% aproximadamente. El
recuento de colonias se expresa en (Unidades Forasade Colonias) por 100ml de
muestra. Estas concentraciones se transforman X0,log la eliminacion de la
bacteria, Log (MNg), se calcula a partir de la concentracién ini¢hdd) y de la

concentracion de bacterias a tiempo.(N

La bibliografia consultada en la metodologia:

* Environmental Protection Agency.

« Standard methods for the Examination of Water anastéivater, APHA-
AWWA-WPCF. Edicion 20.

* Method 2540-DDetermination of suspended solids. Gravimetric Mdth

* Method 4500 H-BDetermination of pH. Electrometric method

 UNE-EN ISO 7027: Water Qualitipetermination of turbidityX999.

« UNE-EN ISO 7888: Determinacion de conductividad por el método
electrométricq1985)
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« UNE-EN ISO 8199:Calidad de agua. Guia general para el analisis
microbiolégico mediante la enumeracion de microarigenos en un medio de
cultivo (2005).
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ANEXO |l METODOLOGIA DE LA MICROBIOLOGIA

1- Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un material nutritivo adiéil preparado para el crecimiento
de microorganismos en un laboratorio. Algunas dé&terias pueden crecer bien en

casi cualquier medio de cultivo; otras requierenliogeespeciales.

A la hora de cultivar una bacteria determinadaatiiimde cultivo tiene que satisfacer
una serie de criterios. Debe contener los nutrserdecuados para la bacteria
especifica que se desea desarrollar. También deiiener humedad suficiente, un

pH ajustado y una concentracion conveniente deeoxigEl medio en el que se

siembra debe ser estéril, es decir, en un principiadebe tener bacterias viables, de
modo que el cultivo tenga sélo las bacterias quagseguen al medio. Por dltimo, el

medio de cultivo sembrado debe incubarse a la teatya adecuada.

Se dispone de una amplia variedad de medios de/cylara el crecimiento de
bacterias en el laboratorio. Casi todos esos medi@s deshidratados y sélo precisan

el agregado de agua y un proceso de esterilizfitarora et al., 1993].

Cuando se desea que las bacterias se desarrdiieniso medio solido se agrega un
agente solidificante como el agar. Es un polisdcatbmplejo proveniente de un alga
marina. Posee algunas propiedades muy importaneekgonvierten en valioso para
la microbiologia. Pocos microorganismos puedenatiagto, de modo que permanece
en estado sélido. Se licua a una temperatura ddemlor de 100°C. Para el uso en

laboratorio se mantiene en bafos de agua a 50°C.
En el estudio llevado a cabo se han utilizado gas tde medios de cultivo diferentes,

por un lado se utiliza agar nutritivo que permiterecimiento de cualquier tipo de

bacteria y un agar selectivo p&aolillamado agar McCkonkey.
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1.1- Agar nutritivo

Este tipo de agar se utiliza para obtener grandewseros de colonias de un
determinado tipo de bacteria, a partir de las susdeprocedera a fortificar o dopar las
muestras de agua con las que se va a trabajann$osicion es la que aparece en la
tabla IIL.I.

Tabla lll.I: Composicién del agar nutritivo
Ingredientes Cantidad (g/L)
Peptona (proteina parcialmente digerida). 5
Extracto de carne. 3
Cloruro de sodio. 8
Agar. 15

Para preparar este agar se afiaden 23 gramos dealemfpdratado por cada litro de
agua destilada. Se lleva a ebullicion y tras estesteriliza en el autoclave. Después
se vierte la cantidad adecuada en las placas diguestas para el posterior cultivo

de bacterias.

1.2- Agar MacConkey

Este agar es selectivo &ecoli y por lo tanto tiene inhibido el crecimiento deast

bacterias. La composicion de este agar es la gueafien la tabla V.II.
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Tabla lll.lIl:  Composicion del agar MacConkey
Ingredientes Cantidad (g/L)

Peptona 20
Lactosa 10

Sales biliares 1,5
Cloruro de sodio 5

Rojo neutro 0,03

Violeta cristal 0,001
Agar 15

Para preparar este medio de cultivo es precisar ddi,5 gramos del medio
deshidratado en un litro de agua y llevarlo a @ahll. Tras someterlo al proceso de
esterilizacion en el autoclave se vierte el mediadido en placas Petri y una vez

solidificado se conservan en la nevera hasta Bzagaion.

2- Métodos de siembra.

2.1- Método de siembra en por agotamiento.

Este método de siembra se utiliza tanto en el dasagar nutritivo, como cuando se
espera una alta concentracion de bacterias susiasnein el agua tratada y por tanto
se han de realizar diluciones seriadas como s&eaxt el siguiente epigrafe.

En el caso del agar nutritivo hablaremos de dowdsrde siembra dependiendo de

como se realice la distribucion de la cepa madbeesta placa. Podemos hablar de

siembre por agotamiento (figura 5.1) o de siemhrastria (figura 5.2).
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Figura Ill.l. Siembra por agotamiento.

2.2- Método de siembra en estrias.

inoculo !

segundo grupo
inicial B

de . estrias

cuarto
grupo de:
estrias

tercer grupo
de estrias _

Figura Ill.1l Siembra en estrias.
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3- Método de la diluciéon seriada

Pese a que la legislacion vigente (Real Decretd2D83) recomienda un volumen de
filtracion de 100 mL, en muchos casos esto no ewleo La gran variabilidad de

concentraciones de bacterias que presentan lagrasidsice necesario trabajar con
cantidades mas pequefias e incluso con diluciorepepunitan un recuento adecuado
puesto que en el método de filtracibn de membratlmseran validas las placas que
contengan entre 15 y 150 colonias, mientras quel easo de siembra en superficie,
este numero puede variar entre 30 y 300. Estacicse conoce como dilucion

seriada. La figura 5.3 muestra cOmo proceder ctantésnica.

+ 9ml + 9ml + 9ml + 9ml

A1 stock/mil 001 stock/mil 01 stock/ml
Concentration ©
Full Strength Actual 1/10 10 01/10 001/10
Stock 5 k
e Sk (1/100) (1/1000)  (1/10000)
Figura llL.IIl.  Técnica dilucion seriada.

74



75



Anexo IV Teoria de disefio de experimentos

ANEXO IV TEORIA DE DISENO DE EXPERIMENTOS

Los experimentos bien disefiados pueden producirhanumayor cantidad de
informacion que los no planificados o realizadoazalr, y puesto que los recursos son
limitados, es muy importante conseguir la maximérmacion posible de cada

experimento que se lleva a cabo.

El Disefio de Experimentos es una técnica que pemstiudiar de forma sistematica
las variables que influyen en los resultados deproteso o producto y extraer
conclusiones objetivas al respecto. Los experingedisefiados suelen realizarse en
cuatro etapas: planificacion, caracterizacion det@so, optimizacion y verificacion
[MINITAB ®, 2000].

La preparacién previa a la experimentacion ha deadecuada para cada caso.
Normalmente, en la etapa de planificacion se ifleati las variables que se van a
estudiar, de acuerdo a los objetivos que se deseaseguir, y se planean los
experimentos de forma que produzcan informacionifst@tiva. En muchos casos,

las variables que influyen potencialmente en uncgso son numerosas. La
caracterizacion del proceso permite identificaredlgs que son clave, reduciendo asi
el numero de factores que afectan al resultado.Mdnadentificados los factores mas
influyentes, es necesario determinar los valor&s ajue se obtienen los resultados
optimos. Estos valores dependen de los objetiyadds en la etapa de planificacion.
Finalmente, se pueden llevar a cabo experimentosedaimiento o control, a las

condiciones establecidas como “mejores”, paraicarifa optimizacion del proceso.

Existen distintos tipos de disefios, el mas aprapj@ata cada caso depende de las
caracteristicas del proceso. El disefio factoriadqeerimentos es uno de los métodos
mas utilizados, ya que posibilita el estudio sidmdio de los efectos que varios
factores pueden tener en un proceso. De esta famaariar los niveles de los

factores simultaneamente en vez de hacerlo de mnme, se reduce el numero de

experimentos que es necesario realizar, lo quédtaesficiente en términos de tiempo
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y dinero. Ademas, esta técnica permite determamaxistencia de interacciones entre

los factores [Anderson et al., 2000].

En un disefio de experimentos factorial completadapuestas se miden a todas las
combinaciones posibles de los niveles de los fast@xperimentales. Cuando se
estudiank factores con dos niveles cada uno, se obtiene tah de 2x2x...x2=2k

experimentos.

Por ejemplo, para estudiar la influencia de tresofas A, B y C en un proceso, con
dos niveles cada uno (A: 1y 10, B: 1 y 5, C: 50), les necesario realizar 23
experimentos (8 experimentos). Aplicando el dis&fatorial se genera la siguiente

matriz de experimento3 ébla 1V.1)

Tabla IV.I. Matriz de experimentos. Disefio factorial completo3dfactores con 2

niveles cada uno.

Orden estandar | Orden de realizacion de los experimentos A B | C
2 1 10 1 5
7 2 1 5 10
4 3 10| 5 5
3 4 1 5 5
1 5 1 1 5
8 6 10| 5| 10
6 7 10 1| 10
5 8 1 1 10

Como se observa en Tabla IV.l los experimentos han de ser realizados en orden
aleatorio. La aleatoriedad satisface los requerntog estadisticos de independencia
en las observaciones, y ademas, sirve para complssafectos que puedan tener

variables no controladas sobre el proceso.
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En el disefio factorial con dos niveles se puedeluimpuntos centrales y réplicas.
Los puntos centrales permiten estudiar la existemd curvatura en el sistema,
aunque para obtener mayor informacion se recomietililear el disefio factorial con

tres niveles. Replicar un experimento consisteeatizarlo repitiendo todos los pasos
uno a uno. Las réplicas posibilitan estimar el recmmetido en el proceso con mayor

precision.

Si en el ejemplo anterior se afiaden puntos cestraleéplicas, el niumero de
experimentos a realizar asciende a 17=23x2(réphd§sunto central). Se obtiene la

matriz de experimentos mostrada en la Tabla VI.2.

Posteriormente, se realiza el analisis estadidgdos resultados, que permite estudiar
las interacciones entre dos factores, AB, AC y Bdemas de la interaccion de los
tres factores, ABC. Incluyendo los efectos causaaosA, B y C, se obtiene un total

de siete efectos. Este es el mayor nimero de sefegie se pueden estudiar en un
diseno factorial de 8 experimentos, ya que un goedbbertad se usa para estimar la

media global.
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Tabla IV.ll. Matriz de experimentos. Disefio factorial completo3dfactores con 2

niveles cada uno, punto central y réplicas.

Orden estandar Orden de reélizacic')n de los A B c
experimentos

2 1 10 1 5
15 2 1 5 10
4 3 10 5 5

4 1 5 5

1 5 1 1 )
17 6 5,5 3 7,5
12 7 10 5 S
8 8 10 5 10
7 9 1 5 10

9 10 1 1 5
6 11 10 1 10
10 12 10 1 5
13 13 1 1 10
11 14 1 5 5
16 15 10 5 10
14 16 10 1 10
5 17 1 1 10
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Analisis de variables

Andlisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de la varianza (ANOVA) es una poterderdimienta estadistica, de gran
utilidad tanto en la industria, para el controlptecesos, como en el laboratorio de
analisis, para el control de métodos analiticoss kegemplos de aplicacién son
multiples, pudiéndose agrupar, segun el objetivoe gpersiguen, en dos

principalmente:

* La comparacion de multiples columnas de datos.

* La estimacion de los componentes de variacion deareso.

La comparacion de diversos conjuntos de resultagosabitual en los laboratorios
analiticos. Asi, por ejemplo, puede interesar coarpdiversos metodos de analisis
con diferentes caracteristicas, diversos analetér® si, 0 una serie de laboratorios

gue analizan una misma muestra con el mismo méetayos colaborativos).

También seria el caso cuando queremos analizamueatra que ha estado sometida
a diferentes tratamientos o ha estado almacenaddezantes condiciones. En todos
estos ejemplos hay dos posibles fuentes de vamiaaita es el error aleatorio en la
medida y la otra es lo que se denonfanaor controlado(tipo de método, diferentes

condiciones, analista o laboratorio,...).

Una de las herramientas estadisticas mas utilizauagermite la separacion de las

diversas fuentes de variacion es el analisis garianza (ANOVA).
Cuando tengamos un factor, controlado o aleat@arte del error propio de la

medida, hablaremos del ANOVA de un factor. En edocae que estuviesemos

desarrollando un nuevo método colorimétrico y @uéinos investigar la influencia
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de diversos factores independientes sobre la adnsce) tales como la concentracion
de reactivo A y la temperatura a la que tiene ldgaeaccion, entonces hablariamos
de un ANOVA de dos factores. En los casos dondemes dos o mas factores que
influyen, se realizan los experimentos para todascbmbinaciones de los factores
estudiados, seguido del ANOVA. Se puede deducionees si cada uno de los

factores o una interaccion entre ellos tienen @xftua significativa en el resultado.

Para utilizar el ANOVA de forma satisfactoria deloaimplirse tres tipos de hipotesis,

aunque se aceptan ligeras desviaciones de lasccomes ideales:

» Cada conjunto de datos debe ser independientestel r

» Los resultados obtenidos para cada conjunto debgnirsuna distribuciéon
normal.

 Las varianzas de cada conjunto de datos no debfanirdde forma

significativa.

ANOVA de un factor

El objetivo del ANOVA aqui es comparar los errosgsematicos con los aleatorios
obtenidos al realizar diversos andlisis en el latooio. El objetivo del ANOVA es
comparar los diversos valores medios para deternsnalguno de ellos difiere

significativamente del resto.

Se descompone la variabilidad total de los datadosrfuentes de variacion: Seq SS y
Adj SS. ST es la suma de las diferencias al cuadrado de remiddtado individual
respecto a la media de todos los resultados yambo,trepresenta la variacion total de
los datos.

Una fuente mide las desviaciones entre los reqadtadividuales, por lo tanto, es

una medida de la dispersion. Cuando se divide déatéupor los correspondientes

grados de libertad, se obtiene el cuadrado medio.
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La otra fuente mide las desviaciones entre lodteeies medios y el resultado medio

global y, dividido por sus grados de libertad ciagé el cuadrado medio.

Se calculan, por tanto, los cuadrados medios d2 fasntes como una medida de las
dispersiones y se comparan mediante una pruebaipdesis F. Si no existe
diferencia estadisticamente significativa entrasglla presencia de errores aleatorios
sera la causa predominante de la discrepancia E#trealores medios. Si, por el
contrario, existe algun error sistematico el valalculado deF serd mayor que el
valor tabuladdrtab para el nivel de significacion escogido y los gsade libertad

mencionados.

Si F > Ftab, en este caso se podria concluir que al menosdanios analisis ha
producido resultados la media de los cuales difidee forma estadisticamente
significativa del resto de analisis. El valor delbilidad P) indica aquel valor de a
partir del cual el ANOVA no detectaria ninguna cifecia significativa. Asi pues, a
menor valor de probabilidad, mayor seguridad de omasten diferencias
significativas.En el caso de que el vald?)(= 0,000, se rechaza la hipotesis nula de

gue todas las medias son iguales.

El ANOVA puede utilizarse para comparar entre si taedias de los resultados
obtenidos en los analisis.
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ANEXO V RESULTADOS DE TODOS LOS EXPERIMENTOS
RERALIZADOS EN ESTE PROYECTO FIN DE CARRERA.

Resultados de todos los experimentobzess en este PFC

En el presente Anexo se presentan los resultadopletos de todos los experimentos

Fenton llevados a cabo en el laboratorio, inclugelad replicas de cada experimento.

Los reactivos, materiales y equipos empleados esndéscritos en los apartados

anteriores de esta memoria.

En la Tabla V.I se muestran los resultados de los parametroso-isitnicos

obtenidos en los experimentos iniciales de estgegto final de carrera, realizados de

acuerdo al procedimiento correspondiente, detaladta presente de la memoria en

apartados anteriores.

Tabla V.l Resultados de parametros fisico-quimicos de losrempntos iniciales.

INICIALES FINALES
Fe | H202 Cond SS Cond SS

Experimento | Reactores| (ppm) | (ppm) | Luz | pH | (uS/cm) | (mg/L | Turbidez | pH | (uS/cm) | (mg/L) | Turbidez
1 1 1 50 | on| 54 186 3 9,3 59 240 4 23,3
2 57 230 4 15,3

3 56 233 3 12,5

2 1 1 50 | off| 54 184 3 9,2 58 242 3 15,2
2 54 235 4 13,2

3 55 241 3 12,9

3 1 1 20| on| 5 215 6 18,9| 5,8 239 5 23,8
2 58 227 5 16,5

3 59 228 5 16,2

4 1 1 20 | offf 54 295 2 3,9 51 108,4 3 12,5
2 5,6 107,7 4 17,8

3 59 974 4 22,1
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Anexo V Resultados de todos los experimentobzess en este PFC

En la Tabla V.II se muestran los resultados de la desinfeccionniolsteen los
experimentos iniciales de este proyecto.

Tabla V.II Resultados de desinfeccion de la experiemtacion inicial.

Fe | H202
Experimento Reactores | (ppm)| (ppm) | Luz| Desinfeccion (log (Nt/No)
1 1 1 50 on 3,80
2 4,58
3 4,58
2 1 1 50 off 1,16
2 0,65
3 0,80
3 1 1 20 on 2,69
2 4,59
3 4,59
4 1 1 20 off 0,67
2 0,77
3 0,92
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Anexo V

En la Tabla V.l

Resultados de todos los experimentobzess en este PFC

obtenidos en los experimentos del proceso Fenton.

Tabla V.III Resultados fisico-quimicos de los experimentosdrent

se muestran los resultados de los parametro-sitnicos

INICIALES FINALES
Fe | H202 Cond SS Cond SS
Experimento Reactores | (ppm) | (ppm) | Luz | pH | (uS/cm) | (mg/L) | Turbidez |pH | (uS/cm) | (mg/L) | Turbidez
1 1 5 50 | off| 5,4 1054 3 11,44 | 6,83 109,1 2 10,2
2 6| 1104 2 14,3
3 6,3 111,7 1 15,8
2 1 0 50 on| 6,3 233,1 2 7,79 4,9 145,0 2 5,8
2 54 176,0 2 3,8
3 54 103,7 2 4,5
3 1 0 50 | off| 5,24 94,4 2 4,68 4,6 95,2 3 0,8
2 53 92,0 2 3,6
3 54 96,7 2 2,6
4 1 5 50 on| 56 115,6 2 2 59 257,0 3 14,9
2 6| 1211 3 10,9
3 59 1213 5 12,5
5 1 5 20 on| 57 348 2 6,28 6,5 45,3 7 64
2 6,9 47,1 7 49,9
3 6, 46,2 5 33,9
6 1 5 20 | off| 5,7 348 2 6,28 6,0 757 3 21,8
2 6 71,2 9 70
3 6, 78,9 9 66
7 1 0 20 on| 4,9 174,7 2 5,23 6,1 188,8 2 4,3
2 6,4 182,2 2 2,7
3 6,4 185,55 2 3,2
8 1 3 35 on| 56 319 3 4,56 51 34,2 3 24,2
2 59 32,9 5 42,3
3 5171 273 5 34,1
9 1 3 35 | offf 58 319 3 4,56 4,7 37 3 37,2
2 53 324 3 9,6
3 53 311 4 24
10 1 0 20 | offl 52 944 2 4,68 51 91,8 2 3,1
2 51 92,2 2 3,1
3 51 941 2 3,1
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Anexo V Resultados de todos los experimentobzess en este PFC

En la Tabla V.IV se muestran los resultados de la desinfeccionnolateen los

experimentos del proceso Fenton.

Desinfeccion
Experimento Reactores Fe (ppm) H202 (ppm) Luz (log Nt/No)

1 1 5 50 off 2,3

17

2,3

0 50 on 59

59

51

0 50 off 1,2

15

0,8

5 50 on 6,2

5,3

3,9

5 20 on 5,8

5,8

5,8

20 off 1,6

19

15

0 20 on 4.1

4,5

4,5

2,5 35 on 51

51

51

2,5 35 off 0,09

0

0,07

10 0 20 off 0,9

0,7

(o3}
W N (= W |WN (W N (kW Nk W Nk W N R WIN R WIN R WIN
(621

0,6
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