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Aplicacion de procesos electroquimicos en tratamientos terciarios de
aguas de salida de depuradora para la eliminacién de contaminantes
emergentes y microbioldgicos

RESUMEN

La normativa vigente (Directiva 91/271/CEE, 1991) establece que las aguas residuales
urbanas deben cumplir unas especificaciones en una serie de parametros para poder verterse
a los cauces receptores. Sin embargo, entre ellos solo se incluyen limites de vertido para la
demanda bioldgica de oxigeno (DBOs, 25 mg/l O,), la demanda quimica de oxigeno (DQO, 125
mg/l O,) y los sdlidos en suspension totales (SST, 35 mg/l). Ademas, en zonas eutréficas o con
tendencia a serlo se controlan también: fésforo total (P<2 mg/l) y nitrégeno total (N<15 mg/I).
Sin embargo, no se establecen limites para microorganismos patdgenos y/o potencialmente
patdgenos y para contaminantes persistentes y emergentes. Con el fin de lograr dichos
requisitos establecidos en la Directiva (91/271/CEE), las aguas residuales urbanas deben
someterse a un tratamiento de depuracidn en Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales
(EDAR) antes de ser devueltas a las aguas receptoras.

El objetivo de este proyecto es investigar sobre la aplicacién de un proceso electroquimico
(con electrodos de Ti-RuO,) para la regeneracion de dichas aguas y en concreto en la
eliminacion de cafeina, contaminante emergente persistente, habitualmente presente en los
efluentes y que se utiliza en este caso como compuesto modelo indicador de otros
emergentes, asimismo de bacterias de origen fecal como: Escherichia coli, Enterococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y Staphylococcus Aureus.

Son objetivos secundarios la puesta en marcha de la metodologia utilizada necesaria para
llevar a cabo el control de los agentes involucrados, el estudio de la aplicacion del proceso
electroquimico para la generacion de cloro activo y su combinacidn con su proceso
fotocatalitico, el analisis estadistico de variables (volumen de muestra, distancia entre
electrodos, intensidad aplicada, concentracion de electrolito y tiempo de tratamiento), el
estudio de la aplicacién del proceso electroquimico en tratamientos terciarios de aguas de
salida de depuradora, el dimensionamiento de una planta de tratamiento a escala piloto y el
calculo de costes.

De los resultados de la aplicacién de procesos electroquimicos se concluye que tienen en
general gran capacidad para generar especies activas del cloro que repercuten en la
desinfeccidn y eliminacion de contaminantes organicos persistentes de aguas de salida de
depuradora. Las variables mas influyentes los procesos electroquimicos son la concentracion
inicial de cloruros y la separacion entre los electrodos. Las variables menos influyentes en
estos procesos son la intensidad y el volumen de muestra a tratar. Los resultados obtenidos en
procesos combinados de electrélisis y fotocatdlisis permiten el disefio de una planta para la
regeneracion de aguas a escala piloto.

Como conclusién final, la aplicaciéon de procesos combinados de fotocatdlisis y electrélisis
permite la desinfeccién de aguas y la eliminacién de contaminantes organicos persistentes
presentes en efluentes de salida de depuradora.
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Capitulo 1: Introduccidn y Objetivos

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En Espaia, el agua es un recurso natural limitado y variable, tanto en cantidad como en
calidad, por lo que en la Estrategia Europea 2020, considerando la economia circular, se
establece la mejora de la calidad de las aguas naturales como un eje prioritario de actuacion
del programa operativo de crecimiento sostenible 2014-2020.

La Directiva 91/271/CEE sobre el tratamiento de las aguas residuales urbanas define las
“aguas residuales urbanas” como las aguas residuales domésticas o la mezcla de las mismas
con aguas residuales industriales y/o aguas de correntia pluvial. A su vez, define “aguas
residuales domésticas” como las aguas residuales procedentes de zonas de vivienda y de
servicios y generadas principalmente por el metabolismo humano y las actividades domésticas,
y contempla como “aguas residuales industriales” a todas las aguas residuales vertidas desde
locales utilizados para efectuar cualquier actividad comercial o industrial, que no sean aguas
residuales domésticas ni aguas de correntia pluvial.

El agua residual contiene, generalmente, concentraciones elevadas de sélidos en
suspensidn, materia orgdnica biodegradable, nutrientes, microorganismos potencialmente
patdgenos y compuestos inorganicos disueltos. El vertido de aguas residuales sin tratar puede
dar lugar a problemas en los ecosistemas acuaticos: los sdlidos en suspensién y la materia
organica pueden generar condiciones anaerobias y depdsitos de fango; los microorganismos
patdgenos aumentan el riesgo de transmision de enfermedades; los nutrientes producen
eutrofizacién; algunos contaminantes organicos e inorganicos presentan toxicidad aguda o
estan considerados como carcinogénicos, mutagénicos o teratogénicos, etc.

Por ello, la normativa vigente (Directiva 91/271/CEE, 1991) establece que las aguas
residuales urbanas deben cumplir unas especificaciones en una serie de parametros para
poder verterse a los cauces receptores. Sin embargo, entre ellos solo se incluyen limites de
vertido para la demanda bioldgica de oxigeno (DBOs, 25 mg/l 0,), la demanda quimica de
oxigeno (DQO, 125 mg/l O,) y los sélidos en suspensién totales (SST, 35 mg/l). Ademas, en
zonas eutrdficas o con tendencia a serlo se controlan también: fosforo total (P<2 mg/l) vy
nitrégeno total (N<15 mg/l). Sin embargo, no se establecen limites para microorganismos
patdgenos y/o potencialmente patdgenos y para contaminantes persistentes y emergentes.

Con el fin de lograr dichos requisitos establecidos en la Directiva (91/271/CEE), las aguas
residuales urbanas deben someterse a un tratamiento de depuracién en Estaciones
Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) antes de ser devueltas a las aguas receptoras.
Generalmente, el tratamiento convencional de depuracidn del agua residual consta de varias
etapas y procesos: pretratamiento (desbaste), tratamiento primario (eliminacién de materia
en suspension y coloidal), tratamiento secundario (eliminacién de materia organica disuelta o
coloidal biodegradable) y algunas EDAR incluyen tratamientos adicionales para completar el
proceso de depuracién y eliminar otros contaminantes que no sean los mencionados en los
tratamientos previos.

El objetivo de este proyecto es investigar sobre la aplicacién de un proceso electroquimico
(con electrodos de Ti-RuO,) para la regeneracion de dichas aguas y en concreto en la
eliminacion de cafeina, contaminante emergente persistente, habitualmente presente en los
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efluentes y que se utiliza en este caso como compuesto modelo indicador de otros
emergentes, asimismo de bacterias de origen fecal como: Escherichia coli, Enterococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y Staphylococcus Aureus.

Son objetivos secundarios:

e Puesta en marcha de la metodologia utilizada necesaria para llevar a cabo el control de
los agentes involucrados.

e Estudio de la aplicacidon del proceso electroquimico para la generacién de cloro activo
y su combinacidn con su proceso fotocatalitico.

e Analisis estadistico de variables: volumen de muestra, distancia entre electrodos,
intensidad aplicada, concentracion de electrolito y tiempo de tratamiento.

e Estudio de la aplicacién del proceso electroquimico en tratamientos terciarios de
aguas de salida de depuradora: determinacién del poder bactericida y la capacidad de
eliminaciéon de sustancias organicas consideradas contaminantes emergentes.

e Dimensionamiento de una planta de tratamiento a escala piloto.

e Cdlculo de costes.

El presente trabajo fin de master se realiza dentro del grupo de investigacion “Agua y Salud

Ambiental” perteneciente al IUCA (Instituto Universitario de Investigacion y Ciencias
Ambientales de Aragon) y al Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologias del Medio

Ambiente de la Universidad de Zaragoza.

El estudio se ha realizado en colaboracién con Navarra Infraestructuras Locales S.A.
(NILSA), en el marco del Proyecto “Estudio de investigacién para la mejora de la calidad
sanitaria de efluentes procedentes de EDARs y de vertederos de residuos urbanos situados en
la Comunidad Foral de Navarra”.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Contaminantes emergentes y microbiologicos en aguas de salida de
depuradora

Segun se indica en la normativa vigente (Directiva 91/271/CEE), las aguas de salida de una
Estacion Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) deben cumplir una serie de especificaciones
antes de ser vertidas a los cauces naturales. Ademas, el Real Decreto 1620/2007 establece las
normas de calidad (NCs) para determinados microorganismos patédgenos en caso de que el
destino del agua esté dirigido a su reutilizaciéon (Mosteo et al., 2013).

En el presente trabajo se estudia la eliminacidn de contaminantes organicos persistentes
utilizando como sustancia modelo la cafeina y de bacterias de origen fecal, utilizando como
indicadoras Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y
Staphylococcus Aureus, contaminantes habitualmente presentes en los efluentes de
depuradora.

Las bacterias se clasifican en dos grandes grupos segun su morfologia: bacterias Gram-
positivas y bacterias Gram-negativas. La principal diferencia entre ellas estd en su estructura
(Foster et al., 2011). Tal y como se puede apreciar en la Figura 1, las bacterias Gram-positivas
tienen una capa gruesa de peptidoglucano (zona morada en la izquierda, Figura 1) mientras
que las Gram-negativas tienen esta capa mucho mds delgada (linea fina negra en la derecha,
Figura 1) y una membrana externa adicional (Murray et al., 2013).

Tabigue de division

Membrana externa

Capa de .
(Capsula) peptidoglucano 'IP{-"'“ (Capsula)
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/ 2
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Figura 1. Bacterias Gram-positivas (izquierda) y Gram-negativas (derecha). Las estructuras cuyo
nombre aparecen entre paréntesis no se encuentran siempre en estas bacterias (Murray et al.,
2013).

Algunos de los indicadores bacterianos que habitualmente se utilizan en el control de
aguas son:
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e Escherichia coli (E. coli), bacteria Gram-negativa. Estd presente en el tracto digestivo
humano y de animales y por tanto, en sus excrementos. La presencia de Escherichia
coli puede revelar que haya otros patdgenos entéricos como Salmonella, Shigella o
Yersinia, (Garcia-Fernandez et al.,, 2015). Por ello, se utiliza generalmente como
indicador de contaminacion microbioldgica (Rodriguez-Chueca et al., 2015). Escherichia
coli puede provocar desde una diarrea y vémitos, hasta una cistitis o una colitis
hemorragica o incluso una meningitis aguda.

e Enterococcus sp., bacteria Gram-positiva con caracter patégeno (puede provocar
enfermedades como peritonitis, infecciones del tracto urinario, endocarditis, etc), de
origen también fecal y por lo tanto abundante en las aguas residuales urbanas objeto
de reutilizacién (Rodriguez-Chueca et al., 2013).

e Staphylococcus Aureus, también conocida de forma abreviada como S. Aureus. Este
tipo de bacteria es Gram-positiva, anaerobia facultativa y no formadora de esporas.
Tiene una forma redondeada con tamafio de aproximadamente 1um. Esta presente de
forma natural en el ser humano: en la piel, en la membrana mucosa y en la flora nasal.
Es capaz de sobrevivir en entornos de altas temperaturas y secos e incluso salinos. S.
Aureus esta asociada con numerosos tipos de dermatitis, infecciones del tracto
gastrointestinal y endocarditis infecciosa (Rubab, Shahbaz, Olaimat, & Oh, 2018).

e Pseudomonas aeruginosa, es Gram-negativa, aerdbica y no formadora de esporas. Se
desarrolla desde en el suelo a medios acuaticos y en tejidos de plantas y animales. Es
un microorganismo patégeno que causa enfermedades tanto en plantas como en
animales, incluyendo el ser humano. Algunas de ellas son: neumonia, infecciones
gastrointestinales, dermatitis, infecciones en la piel (como foliculitis) o infecciones en
el aparato respiratorio (Azam & Khan, 2018).

e Coliformes totales, este grupo esta constituido por bacterias Gram-negativas de origen
fecal y ambiental. Se caracterizan por su capacidad para fermentar la lactosa a 35-37
°C. Los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Citrobacter forman
parte de los coliformes. Algunos de ellos son patdgenos oportunistas responsables de
una gran variedad de infecciones como las citadas anteriormente (Guentzel, 1996).

Aunque habitualmente la normativa de control de calidad de aguas generalmente (cuando
la hay) hace referencia a bacterias Gram-negativas (Coliformes totales y E. Coli), el control de
indicadores bacterianos Gram-positivos puede ser muy interesante cuando se quiere valorar la
efectividad de un tratamiento dado que la capa gruesa de peptidoglucano de estas bacterias
puede hacerlas mas resistentes al proceso objeto de estudio.

El desarrollo continuo industrial propicia desde hace afios, la generacién de una gran
variedad de compuestos quimicos empleados diariamente en practicas antropogénicas. Estas
sustancias, tanto compuestos organicos e inorganicos como nanoparticulas, estan
consideradas contaminantes y representan un motivo de preocupacion para la sociedad.
Algunas familias de compuestos, tales como farmacos y productos cuidado personal (PPCPs),
retardantes de llama, nanoparticulas o sustancias quimicas disruptoras endocrinas (EDCs),
entre otras, forman este heterogéneo grupo llamado frecuentemente “contaminantes
emergentes” (ECs). Estas sustancias son ubiquitarias y presentan un potencial riesgo para la
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salud del ser humano y el medio ambiente, ademas de que sus efectos toxicolégicos todavia
no son conocidos en muchos casos (Martin-Pozo et al., 2018).

Generalmente dichos contaminantes se hallan presentes a unas bajas concentraciones
(micro o nano gramos por litro) en los efluentes de EDAR dado que las estas instalaciones no
estan preparadas para su eliminacién. En consecuencia, los efluentes de las EDARs suponen
una de las principales fuentes de contaminantes emergentes que normalmente son liberados
en las aguas superficiales y después terminan en sedimento, en el suelo, aguas subterraneas y
mares (Taheran, et al., 2018).

Entre ellos, la cafeina se considera uno de los contaminantes persistentes que puede
incluso utilizarse como sustancia modelo, indicadora de la posible presencia de otros
contaminantes emergentes de origen antropogénico.

La cafeina es un compuesto organico (alcaloide metilxantinico) con elevada solubilidad
(21,7 g/1) y despreciable volatilidad (Dalmazio, Santos, Lopes, Eberlin, & Agusti, 2005). Su
féormula quimica es CgH1gN4O, y su estructura molecular se muestra en la Figura 2.

0 CHs
HaC N
N
A M
0~ °N N
CHs

Figura 2. Estructura molecular de la cafeina.

Es un estimulante del sistema nervioso central y es la droga psicoactiva mas consumida,
pero a diferencia de otras sustancias, ésta es legal (Gros et al., 2017; Indermuhle et al., 2013).
La cafeina es un ingrediente que esta presente en una amplia variedad de bebidas (café, téy
refrescos) y de productos alimenticios (chocolate, postres, etc.) (Ferreira, 2005). Ademas,
también es ampliamente utilizada en productos farmacéuticos y productos cosméticos y de
cuidado personal, por lo que se considera un compuesto dentro del grupo de los PPCP
(Pharmaceuticals and Personal Care Products) (Dalmazio et al., 2005; Gros et al., 2017;
Marques et al., 2013).

Es una sustancia de origen antropogénico, por lo que se puede considerar un marcador de
la contaminacién de origen humano (Buerge, et al., 2003; Marques et al., 2013; Seiler, et al.,
1999). Se trata de una sustancia ubiquitaria, presente en todo tipo de aguas (naturales y
residuales). Segun la bibliografia consultada, la cafeina es uno de los contaminantes
emergentes que presenta una mayor concentracién en las aguas residuales urbanas antes de
ser tratadas 3,4294 pg/l. Sin embargo, su concentracién se reduce entre un 57-99,9 % (Buerge
et al., 2003; Ejhed et al., 2018) en las EDARs, observandose concentraciones en el efluente
entre 0,015-9,5 pg/l en funcion del tratamiento aplicado.
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2.2. Tratamientos terciarios de regeneracion de aguas de salida de depuradora

2.2.1. Procesos convencionales y sus limitaciones

Convencionalmente el tratamiento de aguas residuales se lleva a cabo mediante procesos
fisicos como: sedimentacion, precipitacion, adsorcidn, etc.,, quimicos a través de la
oxidacién/desinfeccion quimica usando especies activas del cloro, intercambio idnico,
ozonizacidn, radiacién UV, etc., y/o por transformacion bioldgica (reactores enzimaticos, lodos
activados, etc.). Para conseguir una mayor eliminacion de contaminantes emergentes
provenientes de aguas residuales, puede ser necesario aplicar varias de dichas tecnologias.

Por ejemplo, la aplicacion de procesos fisicos como nanofiltracién y ésmosis inversa
pueden eliminar farmacos (ECs) del agua residual con una eficiencia superior al 95%. La
implementacion de estas tecnologias convencionales en combinacién con procesos oxidativos,
tales como tratamientos enzimaticos y electro-oxidacion resultan ser interesantes temas de
investigacion (Taheran et al., 2018).

Sin duda, uno de los procesos mds utilizados en tratamientos de regeneracion es la
cloraciéon, donde el cloro se puede aplicar como cloro liquido o gaseoso, o bien en forma de
hipoclorito de sodio (NaClO) o de calcio (Ca(ClO),) (Valero, 2017). La presencia de
microorganismos potencialmente patégenos limitan el uso que se haga de este agua (RD
1620/2007).

En la actualidad, la produccion de cloro implica la utilizacién de mercurio (Hg). Por esta
razon, a través de la Directiva 2010/75/UE sobre las emisiones industriales (prevencién y
control integrados de la contaminaciéon), en diciembre de 2017 se establece la fecha limite
para reemplazar los procesos de produccién que utilizan mercurio por otros en los que no se
utiliza dicho metal.

Sin embargo, las tecnologias que no requieren del uso de este metal hacen que los
cambios en el proceso sean complejos y muy costosos de implantar, pudiendo llegar a suponer
en torno a 700 millones de euros de inversién. Ademas, el consumo de energia representa la
mitad de los costes de produccién de cloro (Vigario, 2017).

En Espafia, 6 de las 11 plantas de produccion de cloro permanecen cerradas por el
inclumplimiento de esta normativa al no haber podido adaptar sus procesos de produccion.
Esto repercute a su vez en la dificultad de encontrar proveedores rentables de este compuesto
a nivel nacional ya que el cloro sufre un encarecimiento y posible disminucién en su calidad
(Vigario, 2017).

2.2.2. Procesos electroquimicos

Atendiendo al problema por el empleo del tratamiento de cloracién convencional, se
estudian los procesos electroquimicos como alternativa para la eliminacién de compuestos
organicos y bacterias. Estudios recientes muestran que la eliminacion de estos contaminantes
mediante dichas nuevas tecnologias producen menor cantidad de trihalometanos totales
(TTHMs) y acidos haloacéticos (HAAs). Otras ventajas de estos procesos electroquimicos se
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encuentran la reduccién del almacenamiento de quimicos potencialmente peligrosos como el
cloro, la simplicidad del proceso y la compatibilidad con otras unidades operacionales
(Schaefer, Andaya, & Urtiaga, 2015).

Los procesos electroquimicos se basan en reacciones de oxidacién y reduccion. La
oxidacidon es una reaccidon quimica, en la que un elemento cede electrones y aumenta su
estado de oxidacion, y la reduccién es una reaccidn por la cual el &tomo o ion gana electrones.
Estos procesos se pueden llevar a cabo en una celda electroquimica, donde se consume
energia eléctrica para que se lleve a cabo una reaccion redox no espontdnea (Pardo Carranza,
2017).

Las tecnologias electroquimicas se aplican para la regeneracién y posterior reutilizacién de
las aguas residuales de origen urbano (Brillas & Martinez-Huitle, 2015; Cotillas, 2015; Rodrigo,
et al., 2010). Del mismo modo, procesos de desinfeccién de aguas residuales se desarrollan
mediante técnicas como la electrosorcion sobre electrodos de carbono o la electrogeneracion
in situ de cloro, hipoclorito y acido hipocloroso (Hernandez Lehmann, 2011).

Los componentes mas importantes para aplicar esta técnica son los electrodos (dnodo y
catodo), los cuales se conectan a una fuente de alimentaciéon que suministra la energia. En el
anodo se produce la reaccidén de oxidacion y en el catodo la de reduccidon. Se afiade una sal,
electrolito, cuyos iones (en la Figura 3 en azul) favorecen la transferencia electrdnica a través
del agua. Para favorecer la transferencia de materia es necesario aplicar agitacién al sistema.
Las especies generadas en el entorno de la superficie de los electrodos se difunden a través de
la masa de agua reaccionando con los contaminantes.

Fuente de
alimentacién

e A ve

Anodo Catodo

Figura 3. Esquema de la celda electroquimica.

La naturaleza y estructura de los electrodos, junto con las condiciones experimentales y la
composicion del agua a tratar, son vitales para determinar el mecanismo mediante el cual se
produce la eliminacién de contaminantes mediante esta técnica (Panizza & Cerisola, 2009).
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Figura 4. Esquema de eliminacion de contaminantes orgdnicos (R): (a) electrdlisis directa; (b)

electrdlisis indirecta via radicales hidroxilo; y (c) electrdlisis indirecta via mediadores inorgdnicos
(Panizza, 2010).

Se puede distinguir entre electrodos activos, que favorecen una oxidaciéon parcial y
selectiva a través de un mecanismo indirecto, y electrodos no activos, que favorecen la
completa mineralizacién a CO, por oxidacién directa (Simond, Schaller, & Comninellis, 1997).

De manera directa el intercambio electronico se produce en la superficie del electrodo sin
presencia de otras sustancias (Figura 4 a). Los anodos considerados no activos son:

e Didxido de estafio dopado con antimonio (1,9V), muy efectivo debido a su baja
selectividad (Panizza, 2010)

e Didxido de plomo (1,9V), no tiene aplicabilidad en tratamiento de aguas al ser el
plomo un material téxico (Panizza, 2010)

e Diamante dopado con boro (BDD) (2,3V), son los que presentan mejor
comportamiento en la eliminacidon de contaminantes organicos de aguas por su
superficie inerte y baja adsorcidn, resistencia a la corrosion y potencial muy por
encima de la reaccidn de desprendimiento de oxigeno (Ecuacidn 9) (Comninellis,
2005)

Mediante la via indirecta la oxidacién de los contaminantes se produce a través de
intermedios de reaccién generados durante la electrdlisis. Este comportamiento es debido a
que los electrodos activos presentan bajos potenciales para la reduccién de oxigeno (Ecuacidn
9) y a su vez son buenos catalizadores para la producciéon de especies oxidantes. Por tanto,
favorecen en mayor medida que tenga lugar la oxidacion indirecta (Figura 4 b y c). El
intercambio electrénico entre electrodo y contaminante se produce a través de sustancias
electroactivas generadas en el proceso.

La eliminacidon de contaminantes organicos y de bacterias usando anodos de mezcla de
oxidos metalicos se produce principalmente como consecuencia de la generacidon de especies
activas de cloro producidas a partir de cloruros que se utilizan como electrolito presentes
muchas veces en aguas naturales y residuales. Ademas, se generan otros oxidantes reactivos
en el anodo que también contribuyen a la eliminacidn de los contaminantes (Schaefer et al.,
2015).
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En la Tabla 1 se recogen datos de potencial de diversos anodos activos:

Tabla 1.

Potencial para desprendimiento de O, en diferentes dnodos activos (Panizza & Cerisola, 2006).

Anodo Voltaje (V)
RuO, 1,47
IrO, 1,52
Pt 1,6
Grafito 1,7

Los distintos tipos de electrodos activos son:

Carbono y grafito, combinan la adsorcion de contaminantes con su eliminacién via
electro-oxidacion (Hussain et al., 2013)
Platino, poseen alta resistencia a la corrosion y son efectivos en la eliminacién de
colorantes (Molina et al., 2011)
Anodos dimensionalmente estables (DSA), se trata de electrodos de titanio
recubiertos con una capa que puede ser de RuO,, TiO, o IrO,. La mineralizacion de
contaminantes tiene lugar de manera parcial. Sin embargo, la reaccidon de
desprendimiento de cloro esta mas favorecida que para el platino, por tanto, la
presencia de especies cloradas en el agua o la adicidon de NaCl como electrolito de
soporte, aumentan la eficiencia de eliminacién de contaminantes organicos y
bacterianos gracias a que las especies activas de cloro que se generan (cloro libre,
HCIO y CIO") actuan como agentes oxidantes (Zaviska, Drogui, & Blais, 2009).
El NaCl es el electrolito mas usado (Al-Qaim, et al., 2015; Boudreau, et al., 2010;
Hussain, 2014; Li, 2009; Shih, et al., 2014), ya que este tipo de electrodos favorece
la reaccién de desprendimiento de cloro y aumenta la eficiencia de eliminacion de
contaminantes y desinfeccion mediante cloracion.
El principal mecanismo por el que, mediante este proceso, se eliminan los
contaminantes orgdnicos y microorganismos se debe a las especies activas del
cloro generadas a partir de la oxidacidn de los iones cloruro durante la electrdlisis,
Ecuaciones 1, 2 y 3 (Boudreau et al., 2010):

2C17 - Cl, + 2e~ [Ecuacion 1]
Cl, + H,0 » HOCl+ 2H* + CI- [Ecuacion 2]
HCIO » OCI™ + H* [Ecuacién 3]

La presencia de cada especie de cloro es funcion del pH. El Cl, es predominante a
pH menor que 3, el HCIO a pHs comprendidos entre 5 y 6, y a partir de pH 7,5 la
especie predominante es el ClIO". Las tres especies tienen capacidad oxidante y
desinfectante, de tal forma que se utiliza el término de “cloro activo” para referirse
a la suma de todos ellos.
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Figura 5. Mecanismo de eliminacion de contaminantes orgdnicos a partir de especies de cloro
activo (Bonfatti et al., 2000).

Al poder de desinfeccion del cloro libre, el acido hipocloroso y el ion hipoclorito se
suma el proporcionado por las cloraminas (cloro combinado). Tal y como se
muestra en las Ecuaciones 4, 5y 6, el ion amonio presente en las aguas residuales
urbanas tratadas reacciona con el ion hipoclorito, generando las cloraminas o cloro
combinado. La presencia de cada una de ellas depende del pH, a valores de pH
superiores a 7 predomina la formacidon de monocloramina, la dicloramina alcanza
el maximo a pHs comprendidos entre 4 y 5, y por debajo de valores de pH 4 la
tricloramina es la especie dominante (S. Cotillas, 2015):

NHZ + CI0O” - H,0 + NH,Cl (monocloramina) [Ecuacidn 4]
NH,Cl + ClIO™ — NHCl, + OH™ (dicloramina) [Ecuacidn 5]
NHCI, + ClI0™ - NCl; + OH™ (tricloramina) [Ecuacidn 6]

El uso de las cloraminas en desinfeccion de aguas es de interés debido a que son
mas estables que el cloro libre y, por tanto, resultan mas efectivas para impedir el
recrecimiento bacteriano (problema comun en redes grandes de abastecimiento
de aguas potables) (EPA, 2016). Otra ventaja respecto al cloro libre es que,
practicamente, no forman THMs al no reaccionar con compuestos organicos
(Guanhui & Reckhow, 2007).

Los tratamientos electroquimicos pueden ser reversibles e irreversibles. En el caso del
proceso reversible, las especies que actian como mediadoras, normalmente éxidos metalicos
o iones inorgdnicos, estan permanentemente oxidandose y reduciéndose. En el proceso
irreversible, un compuesto oxidante fuerte como el ozono o el perdxido de hidrégeno se
genera in situ para mineralizar los contaminantes organicos (Panizza, 2010).

La mineralizacién de materia organica es el proceso por el cual ésta se degrada a través de
microorganismos y se transforma en CO,, H,0 y compuestos minerales basicos como N,, H,S,
Fe(ll), etc., dependiendo de las condiciones ambientales (aerdbicas o anaerdbicas) vy
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microbioldgicas. Estudios en los que se usan dnodos BDD (no activo) demuestran que pueden
dar lugar a la mineralizacidon por la produccion de radicales hidroxilo (Comninellis, 2005)
mediante el siguiente mecanismo (Chang & Johnson, 1990):

S[]+ H,0—->S[OH]+ H* + e~ [Ecuacidn 7]
S[OH]+ R—>S[-]+ RO+ H* + e~ [Ecuacidn 8]

Siendo S el sitio activo del electrodo donde se produce la adsorcidn del radical hidroxilo y R
el contaminante organico.

Simultaneamente, se produce la reaccién de desprendimiento de oxigeno (Ecuacion 9).
Aungue es una reaccion no deseada, ya que disminuye la eficacia, es inevitable que tenga lugar
debido a que los radicales hidroxilo no hacen distincidon entre el contaminante y el agua:

S[OH™]+ H,0->S[-]+ 0, + 3HT + 3e~ [Ecuacidn 9]

En la degradacion de los contaminantes organicos y bacterianos influye notablemente el
tipo de material electrédico, asi como el electrolito. La adicién de un electrolito soporte
permite mejorar la eficiencia de la electrdlisis. Por un lado, al afiadir una sal se mejora la
conductividad, ademas de que los iones aportados pueden reaccionar durante la reaccidn con
los contaminantes, consiguiendo asi mejorar la eliminacion. Cada electrolito no responde de la
misma manera para todos los electrodos, en funcidn de los electrodos que se utilicen conviene
anadir una sal u otra (Pardo Carranza, 2017).

2.2.3. Procesos fotocataliticos

Los Procesos de Oxidacién Avanzada (POAs) pueden ser utilizados en la eliminacion de
compuestos orgdnicos, inorganicos e inactivacion de microorganismos patogenos. Estas
tecnologias no generan compuestos indeseados como los trihalometanos o acidos
haloacéticos, como ocurre con los procesos de oxidacion mediante cloracion (Comninellis et
al., 2008).

La clasificacién de los POAs se suele llevar a cabo teniendo en cuenta la fase de reaccién
(heterogénea u homogénea) o el método de generacién de Especies Reactivas del Oxigeno
(ROS) (quimico, electroquimico, sonoquimico y fotoquimico).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS), son las responsables de la degradacién de
muchos compuestos organicos (Bekbolet y Araz, 1996). En los procesos de oxidacidon avanzada
los radicales se forman por interaccidn del catalizador y luz ultravioleta (Malato et al., 2009).
En el proceso de fotocatdlisis heterogénea mediante UV-VIS se hace uso de la banda cercana a
la ultravioleta del espectro solar para excitar el catalizador que absorbe la luz y favorece la
produccién de estas ROS a partir del agua y el oxigeno presente. Estas especies son altamente
oxidantes y no selectivas (Wang, Huang, Yu, & Wong, 2015). Las principales ROS generadas son
los radicales hidroxilo ("OH) que son los responsables de la eliminacién de contaminantes
organicos y de la inactivacidn bacteriana (Sixto Malato et al., 2015).

11
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La fotocatdlisis heterogénea con didxido de titanio en suspensidon o inmovilizado como
catalizador, se emplea fundamentalmente debido a que dicho compuesto es un semiconductor
con baja toxicidad, resistencia a la fotocorrosion, disponibilidad, efectividad y relativo bajo
coste (Blanco et al., 2001; Byrne et al., 2011; Gelover et al., 2006).

La superficie fotocatalitica del TiO, tiene una durabilidad aceptable y buena resistencia.
Este catalizador se utiliza en construccion como pavimento para reducir la polucidon de las
emisiones de los vehiculos, como elemento decorativo en lugares que reciben luz solar. No
solo inhibe la reproduccion de las bacterias sino que a su vez descompone las paredes
celulares (Spasiano et al., 2015).

El diéxido de titanio en medio acuoso y en presencia de luz solar es capaz de excitarse, con
una energia equivalente al salto energético. De esta forma los electrones de la banda de
valencia migran a la banda de conduccién dejando su correspondiente hueco en la banda de
valencia, y generdndose los denominados pares hueco-electrén (h™-e’) (Ecuacién 14). En la
Figura 6 se muestra un esquema del mecanismo de activacién fotoinducida del TiO,.

La energia necesaria para excitar el didxido de titanio es de 3,2 V y como consecuencia sélo
es capaz de absorber luz ultravioleta (A < 385 nm). Los pares hueco-electron pueden
recombinarse o bien desplazarse a la superficie de catalizador. Para que no se produzca la
recombinacién de los pares h'-e” es importante que exista un oxidante que actle como
aceptor de electrones. Generalmente este papel lo desempefia el O, produciéndose el ion
superoxido (0,7) (Ecuacién 15).

Por otro lado, moléculas de agua son adsorbidas en los huecos produciéndose radicales
hidroxilo, *OH (Ecuacion 18). Se produce la oxidacidon de una molécula M (un contaminante
organico como la cafeina o bacterias, R-X) adsorbida en los huecos mediante transferencia de
electrones, tal y como se muestra en la Figura 6 y Ecuacién 19 (Oppenlander, 2003).

# Banda de conductancia (e’)"

hv 2
recoril\binacién —
i HO,*
Lampara UV ' M
*.. Banda de valencia (h*)
M
11,0
Figura 6. Mecanismo de activacion fotoinducida del didxido de titanio con presencia de

contaminantes (M) (Oppenldnder, 2003).
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TiO, + hv — TiO, (h{, + ez) [Ecuacion 14]

TiO;, (eg,) + 0, — 037 (reduccidén) [Ecuacién 15]

05~ + H* 2 HO® pKa = 4,88 (protonacién) [Ecuacidn 16]
2HO®* — 0, + H,0,(desprotonacion) [Ecuacién 17]

TiO, (hy,) + H,O0 — H* + « OH (oxidacidn) [Ecuacién 18]
TiO, (hf,) + R—X — TiO, + R — X"t (oxidaci6n) [Ecuacién 19]

En concreto, el dafio oxidativo inicial en la bacteria tiene lugar en la pared celular y
después de la eliminacidn de esta proteccidn, los radicales atacan la membrana citoplasmatica.
Progresivamente, aumenta la permeabilidad de la membrana permitiendo la liberacion del
contenido intracelular. La rdpida pérdida de iones potasio genera una reduccién de la
viabilidad celular, desequilibrando las funciones vitales y provocando la muerte de la bacteria
(Chong et al., 2010).

13
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTO DE DATOS

3.1. Metodologia analitica

3.1.1. Determinacidn de pardmetros microbiolégicos

En el este trabajo se analizan las siguientes bacterias: Escherichia coli, Enterococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y Staphylococcus Aureus.

El analisis y recuento de las bacterias estudiadas en el presente trabajo se realiza siguiendo
el procedimiento descrito en las Normas Espafolas:

e UNE-EN ISO 9308-1:2014 “Deteccidn y recuento de Escherichia coli y de bacterias
coliformes”

e UNE-EN ISO 7899-2:2001 “Deteccidn y recuento de enterococos intestinales”

e UNE-ENISO 16266:2008, “Deteccion y recuento de Pseudomonas aeruginosa”

e UNE-EN ISO 6888:2000, “Método horizontal para el recuento de estafilococos
coagulasa-positivos (Staphylococcus aureus y otras especies)”

e Método normalizado, Standard Methods 9215.C, de siembra en superficie (Eaton
et al., 2005)

Medios de cultivo

El cultivo de los indicadores fecales que se estudian en este proyecto se realiza en dos
medios de cultivo selectivos diferentes:

e Escherichia coli: agar MacConkey (Scharlau). En este medio, las colonias de E. coli
adquieren un color violeta oscuro caracteristico en este agar como se observa en la
Figura 7.a.

e Enterococcus sp.: agar Slanetz & Bartley (Scharlau). En este medio, las colonias de
Enterococcus sp. adquieren un color marrén oscuro, como se observa en la Figura 7.b.

Figura 7. a) Colonias de E. coli en agar MacConkey, b) Colonias de Enterococcus sp. en agar S&B.

Para el cultivo de cepas puras de ambos tipos de bacterias se utiliza Agar Nutritivo
(Scharlau) tal y como se describe en el Anexo |.

Ademas, se analizan otros tipos de bacterias cuyos medios de cultivo son:
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e Pseudomonas: agar Cetrimida (Scharlau). En este medio, las colonias de Pseudomonas
adquieren un color blanco, como se ve en la Figura 8.a.

e Escherichia coli y Coliformes totales: agar Chromogenic Coliforms Agar (CCA)
(Scharlau). En este medio, las colonias de Escherichia coli adquieren un color azul
oscuro y Coliformes totales un color violeta, como se ve en la Figura 8.b.

e Staphylococcus Aureus: agar Manitol (Scharlau). En este medio, las colonias de
Staphylococcus Aureus adquieren un color amarillo, como se ve en la Figura 8.c.

a) c
Ty A )
-
T Fi ’ -
' . - [ X -
. |
[ ‘ ':
. J % /
Figura 8. a) E. coli y Coliformes totales en agar CCA, b) Pseudomonas Aeruginosa en agar

Cetrimida, c) Staphylococcus Aureus en agar Manitol.

Meétodos de siembra

En este estudio se realiza el método de siembra en superficie , Standard Methods 9215.C
(Eaton et al., 2005).

El método de siembra en superficie se utiliza cuando la poblacién es de 10°UFC/100ml.
Ademas, para analizar un volumen de muestra que permita un recuento adecuado de colonias
en el método de siembra en superficie, se realizan diluciones decimales seriadas. En el Anexo |
se describen los métodos de siembra y el método de diluciones seriadas en mayor
profundidad.

Incubacion

Tras realizar la siembra, las placas se invierten y se introducen en la estufa incubadora a
42°C y durante 2113 horas para el caso de E. coli y a 37°C durante 444 horas en el caso de
Enterococcus sp. En el caso de Pseudomonas Aeruginosa, se mantienen durante 48 horas a 37
°C. Escherichia coli en CCA y Coliformes totales se incuban durante 24 horas a 37 °C y por
ultimo, Staphylococcus Aureus requiere de 36 horas de incubacién a 37 °C.

Recuento

Tras finalizar la incubacién se cuentan las colonias que presenten la coloracidn indicada por
el medio de cultivo selectivo.

El recuento en placa se basa en la suposicion de que cada bacteria crece y se divide para
formar una sola colonia, pero esto no siempre es cierto porque con frecuencia las bacterias
crecen unidas en cadena o agrupadas. Ademas no todas las células bacterianas son capaces de
formar colonias, ya que no crecen en los medios de cultivo. Es por esto que en el recuento en
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placa lo mas correcto es hablar de unidades formadoras de colonias (UFC) (Gamazo et al.,
2005). Los datos de los diferentes experimentos realizados se indican en UFC/100 ml.

En los métodos de recuento en placa es recomendable que el nimero de colonias que
crezcan en las placas no sea demasiado grande, pues en estas condiciones las colonias se
fusionan entre si y dan lugar a estimaciones erréneas, ni tampoco demasiado bajo para que el
resultado pueda ser representativo. En el método de siembra en superficie se cuentan las
placas con un nimero de colonias entre 10 y 300 (Eaton et al., 2005). Para obtener el nimero
apropiado de colonias se diluye la muestra utilizando el método de diluciones decimales
seriadas, como se explica en el Anexo I. Cuando no se detecta ninglin microorganismo en las
placas sembradas, se considera 1 UFC en 100ul de la disolucion madre para poder realizar los
calculos logaritmicos posteriores.

Tras seleccionar las placas con crecimiento adecuado, el recuento bacteriano se obtiene
aplicando la Ecuacidn 20, donde F4 es el factor de dilucion, es decir, la inversa de la dilucion
seleccionada.

UFC/100 ml = UFC/ml muestra analizados - F4 - 100 ml [Ecuacidn 20]

Equipos utilizados en el andlisis microbioldgico

Los equipos empleados para el analisis de las bacterias estudiadas se muestran en la Tabla
2. Todo el material de vidrio utilizado se esteriliza en autoclave a 1212C y 1 bar de presion
durante 15 minutos.

Tabla 2. Equipos utilizados en el andlisis microbioldgico
Instrumento Marca Modelo Funcidn
Estufas de cultivo J.P. Selecta ”\;ULDlGIT Cultivo bacteriolégico
Bafio termostatico J.P. Selecta PI;E)CFTEM Mantenimiento de medio
de cultivo en estado liquido
Autoclave J.P. Selecta 41758 Esterilizacion del material
. Velp Mezcla de soluciones en
Agitador Vortex Scientifica ZX3 tubos
Mechero Bunsen Crear cor\.dluones de
esterilidad
Cabina de flujo
laminar Cruma 670FL Atmosfera esteril
Contador de
colonias Intescience Scan 100 Recuento de placas

3.1.2. Determinacion de la concentracion de cafeina

La cuantificacién de la cafeina se realiza mediante la medicién de la absorcion molecular de
las muestras a la longitud de onda de 272 nm (pico de absorcidn de la cafeina) en un
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espectrofotdmetro Helios UV-VIS ThermoSpectroni (Figura 9). La curva de calibracién obtenida
segln se indica en el Anexo Il, se presenta a continuacion:

Abs. = 0,0485 - [Cafeina] + 0,1163 [Ecuacidn 21]

El rango estudiado es de 1,1-50 mg/I, el limite de deteccion es de 0,3 mg/l, el limite de
cuantificacion es de 1,1 mg/l y el coeficiente de variacién es del 1% (Calle, et al. 2011;
Delvadiya, et al., 2011).

Figura 9. Espectrofotometro Helios UV-VIS.

3.1.3. Determinacidn de la concentracion de especies activas de cloro

Para el analisis de la concentracion de las especies activas de cloro se emplea el método de
la norma ISO 7393-2:2017: “Determinacion de cloro libre y de cloro total”, conocido como
método DPD (Dietil-p-fenilen-diamina).

Este método se lleva a cabo de la siguiente forma: se afiade en un Erlenmeyer 1 ml de
tampon fosfato I, 1 ml de reactivo DPD y 20 ml de la muestra problema. Se llena la cubeta del
espectrofotdmetro con dicha mezcla y se lee la absorbancia en el mismo. Este paso de lectura
debe hacerse con rapidez tras la mezcla puesto que la reaccion que tiene lugar es rapida vy el
Cl, se descompone en el tiempo y también con el haz de luz. La lectura de la absorbancia se
realiza a una longitud de onda de 515 nm.

Los reactivos que se emplean para ello y su modo de obtencién, son:

e Tampon fosfato Il: se disuelven 24 g de Na2HPOs anhidro junto con 46 g de KH2PO4
anhidro en agua. Paralelamente, se disuelven 800 mg de EDTA disddico en 100 ml de
agua y se anaden a la primera. Se afladen a la mezcla 20 mg de HgCl2y se diluye todo a
1 litro.

e Reactivo DPD: se disuelven 1,5 g de sulfato DPD-5H,0 en agua destilada. Se toman 2 ml
de H,SO, concentrado y se diluyen hasta 8 ml con agua destilada y se afiaden a la
disolucién anterior. Se adicionan 200 mg de EDTA disédico y se diluye todo hasta 1
litro.

Para el céalculo de la concentracion de las especies activas del cloro se hace uso de las
rectas de calibrado explicadas en el Anexo lll. Segun el rango de absorbancia obtenida tras la
aplicacion del método DPD, se emplea una u otra.
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Para el rango de 0,1-2 mg Cl,/I la ecuacidn de la recta resultante es la siguiente:

Abs.= 0,2187 - Conc. tedrica + 0,0154 [Ecuacidn 22.1]
Para el rango de 2-7 mg Cl,/I la ecuacién de la recta resultante es la siguiente:

Abs.= 0,1383 : Conc.tedrica + 0,1831 [Ecuacidn 22.2]

Estas dos ecuaciones de rectas se emplean en el calculo de la concentracidn de las especies
activas del cloro tras la generacion de éste mediante procesos electroquimicos.

3.1.4. Determinacion de la concentracion de cloruros

Se mide la concentracion de cloruros presentes en las aguas de salida de depuradora
empleadas en los experimentos mediante el método Argentométrico (Eaton, et al., 2005).

Este método se utiliza para determinar iones cloruro y bromuro de metales alcalinos,
magnesio y amonio. Para analizar los cloruros, la muestra, a un pH neutro o ligeramente
alcalino, se titula con nitrato de plata (AgNOs), usando como indicador cromato de potasio
(K2CrQOa).

El cloruro de plata (AgCl), precipita cuantitativamente primero al terminarse los cloruros, el
AgNOsreacciona con el K2CrOaformando un precipitado rojo ladrillo de Ag2CrQa.

Para la elaboracion de este método, se requieren los siguientes reactivos:

e Cloruro de sodio (NacCl)

e Agua ultrapura

e Cromato potdsico (K2CrOa)

e Nitrato de plata (AgNOs), 0,028N: se diluyen 280 ml de AgNOs 0,1N en 1l de agua
ultrapura

Para realizar la valoracién y conocer la concentracidn de cloruros se analizan 50 ml de la
muestra problema. Se vierte en un Erlenmeyer y se afaden 5 gotas de K2CrOa (indicador). Por
ultimo, se valora con nitrato de plata (AgNOs) 0,028 N.

Tras la realizacion de la valoracién, se calcula la concentracion real (mg/l o ppm) que se
tiene en cada uno de los patrones mediante la Ecuacion 23:

mgCl _ (Vip—Vp) - N-35453

[Ecuacion 23]
1 Vmuestra

Donde:

e Vm: ml de nitrato de plata gastados en la valoracién de la muestra
e Vb: mlde nitrato de plata gastados en la valoracién del blanco

e N: normalidad del nitrato de plata. En este caso 0,028N

®  Vmuestra: volumen de muestra en ml. En este caso 50 ml

Por lo tanto la anterior expresidn queda:
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%Cl = (Vp, — W) - 20 [Ecuacién 23.1]

Por medio de esta Ecuacién 23.1 se conoce la concentracion de cloruros de las muestras de
salida de depuradora empleadas por medio de la valoracién explicada. Sin embargo, para
conocer la concentracion tedrica de la misma, se hace uso de la recta de calibrado descrita en
el Anexo IV. La ecuacion obtenida es la siguiente:

[Real] (mglcr) = 1,092 - [Teodrica] (mglcr) + 15,015 [Ecuacién 24]

Esta ecuacidon permite conocer asi el error al obtener la concentracién por medio de la
valoracion.

3.2. Muestras

En este trabajo se utilizan tres tipos de matrices, una solucién salina (SS), agua de salida de
la depuradora de Tudela (Navarra) y agua de salida de la misma fortificada con bacterias y/o
cafeina (EDAR+F). A continuacion se describen las caracteristicas de cada una de ellas.

3.2.1. Solucidn salina

Estas muestras estan compuestas de agua ultrapura y cantidades especificas de cloruro
sodico (NaCl) segin la concentracion que se desea tener de cloruros para la posterior
realizacion de los experimentos. Las concentraciones iniciales de cloruros utilizadas van de 100
a 400 mg CI7/I.

3.2.2. Aguade salida de EDAR

Estas muestras de efluentes proceden de la estacion depuradora localizada en Tudela
(Comunidad Foral de Navarra) que vierte sus aguas a rios de la cuenca hidrografica del Ebro. La
caracterizacién de estas muestras tomadas los dias 05/06/2018, 25/06/2018, 02/07/2018 y
11/07/2018 se presenta en la Tabla 3.

3.2.3. Agua de salida de EDAR fortificada con bacterias y/o cafeina

Debido a la baja concentracion inicial de cafeina, se fortifican todas las muestras con una
concentracién de 45 mg/| de cafeina (ver Anexo I).

En caso de ser necesario se fortifican con bacterias las muestras tomadas de los efluentes
cuya caracterizacion se presenta en la Tabla 3 (ver Anexo I).

Las concentraciones elevadas en bacterias se alcanzan fortificando (Anexo |) con cepas de
las bacterias a estudiar. Esto se realiza aumentando artificialmente la poblacién de bacterias,
en este caso Escherichia coli y Enterococcus sp. a partir de cultivos puros de éstas (congelados
a-20°C).

Una vez descongeladas, se toma un indculo con el asa de siembra y se realiza un
aislamiento en superficie por agotamiento tal y como se muestra en la Figura 10. El objetivo
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final de esta siembra es obtener un nimero reducido de bacterias distribuidas individualmente
sobre la superficie de la placa, de forma que tras la incubacion cada una de ellas origina una
colonia aislada que, normalmente, es un cultivo puro.

Figura 10. Técnica de aislamiento en superficie por agotamiento.

En la Tabla 3 se muestra la caracterizacion de cada una de las muestras:

Tabla 3. Caracterizacion de cada muestra tomada de agua de salida de depuradora.
FECHAS DE MUESTREO
PARAMETROS DE CONTROL —— EDAR EDAR EDAR
05/06/2018 | 25/06/2018 | 02/07/2018 | 11/07/2018
Escherichia coli (UFC/100ml) 10"-10° 10%10° 10%10° 10>-10*
Enterococcus sp. (UFC/100ml) 10*-10* 10’-10° 10"-10° 10°-10°
Pseudomonas aeruginosa (UFC/100ml) 10°-10° - 10°-10° -
Coliformes totales (UFC/100ml) 10°-10° - 10"-10° -
Staphylococcus aureus (UFC/100ml) 10*-10* - 10’-10° -
Cafeina (mg/l) 2,656 2,314 2,324 3,92
Cloruros (mg/l) 259 260 245 289

3.3. Aplicacién de procesos electroquimicos

3.3.1. Materiales e instrumentacion

Celda electroquimica

Para la realizacion de estos experimentos se emplea una celda electroquimica que se
muestra en la Figura 10 que incluye un reactor de vidrio de 600 ml de capacidad en el que
tiene lugar la electrooxidacién. Los electrodos (dnodo y catodo) son de tipo DSA (Apdo. 2.2.2) y
estdan formados por un sustrato de titanio recubierto de una capa de d6xido de rutenio
(Ti/Ru0,), proporcionados por Magneto Special Anodes B.V. Se fijan con pinzas aislantes y se
colocan a una altura en la que queden completamente sumergidos en el agua a tratar. Las
dimensiones de los electrodos son de 5x5 cm”.

Los electrodos estan conectados a una fuente de alimentacion (Peak Teach 6095) que
suministra la energia requerida, situada a la derecha del reactor (Figura 11). La fuente permite
fijar la intensidad a aplicar (12-25 mA/cm?), que siempre es constante una vez se inicia el
experimento. Para obtener una buena transferencia de materia se aplica agitacion magnética
mediante la placa VELP ESP.
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Figura 11. Celda electroquimica empleada en los experimentos realizados.

Electrolito

Como electrolito, se emplea cloruro sédico (NaCl) ya que, tal y como se explica en el Apdo.
2.2.2, los electrodos DSA favorecen la reaccién de desprendimiento de cloro y aumentan la
eficiencia de eliminacion de contaminantes organicos y desinfeccién mediante cloracién.

3.3.2. Procedimiento experimental

Para la realizacién de los experimentos de electrélisis, se prepara el volumen de la muestra
con la concentracidn inicial en cloruros a estudiar y se vierte en un reactor de vidrio
borosilicatado (Pyrex). Se coloca en la placa de agitacidon dentro de la campana extractora y se
introducen los electrodos a la distancia requerida.

Se conecta la fuente de alimentacion de la celda electroquimica a la intensidad y voltaje
deseados y se mantiene el tiempo que se estudia en cada caso particular. A partir de entonces
se considera tiempo de post-tratamiento a aquel que transcurre con la fuente de alimentacién
apagada.

Una vez realizado el tratamiento y post-tratamiento sobre la muestra se lleva a cabo Ia
caracterizacion de la misma, en funcidn del objetivo concreto del tratamiento aplicado.

En el caso de aplicarse el proceso para la eliminacion de contaminantes organicos se
calcula el rendimiento (n) de degradacidn con la Ecuacién 25, donde C, es la concentracidn
inicial del contaminante organico y C; es la concentracidn de dicho contaminante después del
tratamiento y post-tratamiento:

= % 100 [Ecuacidén 25]
0
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En el caso de estudiar la inactivacion bacteriana se utiliza la siguiente expresion (Ecuacion
26), donde Ng es la poblacion bacteriana inicial y N; la poblacién que sobrevive al tratamiento
de un determinado tiempo t, ambos parametros medidos en UFC/100 ml.

Inactivacién bacteriana = Log (%) [Ecuacion 26]
0
3.4. Aplicaciéon de procesos fotocataliticos

3.4.1. Materiales e instrumentacion

Catalizador

En este trabajo se utiliza como catalizador didéxido de titanio (TiO,) en suspension en agua y
aglutinantes inorganicos (100-150 g/1) comercializado por Levenger (Figura 12).

Figura 12.  Catalizador de dioxido de titanio (TiO,), Levenger.

Un andlisis de la composicién mediante Fluorescencia de Rayos X y Microscopia Electrdnica
refleja que ademads del TiO,, en la suspension también hay otros elementos como Ca, Mg, Zn,
Cu, S, Na, Al.

Mediante Difraccion de Rayos-X se obtiene que un 84% del diéxido de titanio utilizado esta
en forma cristalina de Anatasa y un 7% en forma de Rutilo. También estan presentes otros
compuestos como Gypsum (5%) y ZnCOs (3%).

Ademads, mediante esta misma técnica se determina el tamafio medio de particula y el
resultado es de 22 nm para Anatasa y 34 nm para Rutilo (Anexo V).

Equipos

En los experimentos realizados se emplea como fuente de irradiacién una camara solar
Atlas Suntest CPS+/XLS+. En la Figura 13 se muestra dicho equipo.
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Figura 13. Cdmara solar.

La camara esta equipada con una ldampara de Xendn que emite luz a una longitud de onda
entre 290 y 800 nm, simulando la luz solar natural. La emisién del rango de radiaciéon necesario
(radiaciones UVA vy visible) se consigue mediante dos filtros que cubren la [dmpara, uno de
cuarzo y otro adicional de ventana (Xenochrome 320).

En la Figura 14 se representa el espectro de la radiacion ultravioleta emitida por el equipo.
El filtro de ventana intercepta las longitudes de onda por debajo de los 320 nm, eliminando el
rango UVB; de esta forma se evita que las radiaciones UVB y UVC causen la inactivacién directa
de las bacterias. Ademas, se puede regular la intensidad de 250 a 750 W/m?y controlar la

temperatura.
VISIBLE lNFﬂAk
00

(nm)
Wavelength

Solar Spectrum

ULTRAVIOLE

100 280 315 400

Figura 14.  Espectro de la radiacién solar.

7

3.4.2. Procedimiento experimental

Los tratamientos fotocataliticos de desinfeccién se basan en la aplicacion de luz UVA-
visible catalizada con diéxido de titanio (TiO,), en este caso.

La muestra a tratar se vierte en un reactor de vidrio borosilicatado (Pyrex) que permite el
paso de la radiacion UVA y se afade la cantidad deseada de diéxido de titanio. El reactor se
coloca en el interior de la cdmara solar con un agitador magnético, cuya funcidon es
proporcionar un medio aireado y una mezcla perfecta durante los experimentos.

En el tratamiento de fotocatalisis heterogénea con didxido de titanio se fijan las siguientes
condiciones de operacidn:
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e Intensidad de irradiacién: 500 W/m?, que corresponde al 50% de la intensidad de
la radiacidn solar natural ecuatorial a medio dia (Lanao et al. , 2012; Rodriguez-
Chueca et al., 2012).

e Temperatura maxima que se alcanza: 35°C, fijada mediante el controlador de
temperatura para evitar la inactivacion de las bacterias por estrés térmico.

e Dosis de TiO,: 1 g/l, dosis establecida por ser cercana a las consideradas 6ptimas
por algunos investigadores (Cho et al., 2004; Rincdn et al., 2003).

e Tiempo de tratamiento: se realizan tratamientos de 60 minutos de duracién,
intervalo usado por diferentes autores en sus estudios (Rincén et al., 2007).

Una vez realizado el tratamiento se lleva a cabo la caracterizacion de la misma, en funcion
del objetivo concreto del tratamiento aplicado.

En el caso de aplicarse el proceso para la eliminacién de contaminantes orgdnicos, se
calcula el rendimiento (n) de degradacidn con la Ecuacién 25, donde C, es la concentracidn
inicial del contaminante organico y C; es la concentracidn de dicho contaminante después del
tratamiento y post-tratamiento.

En el caso de estudiar la inactivacion bacteriana se utiliza la siguiente expresion (Ecuacion
26), donde Ny es la poblacion bacteriana inicial y N; la poblacién que sobrevive al tratamiento
de un determinado tiempo t, ambos parametros medidos en UFC/100 ml.

3.5. Aplicacion de procesos combinados

En el presente trabajo se aplican procesos electroquimicos de desinfeccién en combinacidn
con procesos fotocataliticos, es decir, un tratamiento de electrdlisis tras uno fotocatalitico y
viceversa. Se secuencia de dos formas distintas:

e Proceso electroquimico y proceso fotocatalitico
e Proceso fotocatalitico y proceso electroquimico

3.6. Disefio de experimentos, analisis de variables influyentes

El disefio de experimentos y el posterior andlisis de los resultados se realiza con la ayuda
de la versidn para Windows de Satatgraphicse 5.1. Este software permite realizar diseifo de
experimentos factorial, conocido como disefio 2* en el que cada variable adopta dos valores o
niveles.

Esta técnica resulta muy util en el estudio de experimentos con multiples variables,
permitiendo ver cdmo se comportan de forma independiente y de forma combinada (Lanao et
al., 2012; Rodriguez-Chueca et al., 2012). El intervalo de confianza establecido es del 95% para
los resultados de todos los test aplicados, que se corresponde con un valor de significacion de
0,05 (p-valor).

Se utilizan tres tipos de representaciones a partir del analisis de los resultados obtenidos:

Diagrama de Pareto: representa las variables e interacciones mas importantes en el

proceso a nivel estadistico sobre el factor respuesta, representando gréficamente las
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estimaciones de cada efecto en orden decreciente. Se considera que un efecto es significativo
cuando sobrepasa la linea discontinua dibujada en el diagrama, y que se obtiene con el calculo
del margen de error simultaneo.

Grafica de efectos principales: se estima el efecto de cada variable sobre el factor

respuesta y se representa la media de la generacién de especies activas del cloro obtenida
para cada variable y para cada uno de los dos niveles seleccionados. La pendiente de la recta
obtenida para cada variable es indicativa de la influencia de dicha variable sobre el factor
respuesta. A mayor pendiente, la influencia sobre el factor respuesta es mas importante.

Gréfica de interacciones entre variables: una grafica de interaccion muestra el impacto que
tiene el cambio de la configuracién de un factor sobre otro factor. Debido a que una

interaccion puede aumentar o disminuir los efectos principales, la evaluaciéon de las
interacciones es extremadamente importante. Se considera que una interaccién entre dos
variables es poco significativa cuando su representacion en la grafica es de lineas paralelas o
casi paralelas. En cambio, la interaccién entre las variables se aprecia cuando las lineas se
cortan o tienen tendencia a cortarse.

3.7. Modelos de inactivacion bacteriana

La microbiologia predictiva se utiliza para conocer la respuesta de las poblaciones de
microorganismos frente a diversas condiciones ambientales o tratamientos. Generalmente las
curvas de inactivacion microbiana presentan una de las formas descritas en la Figura 15.

Los modelos cinéticos de inactivacién microbiana son modelos matematicos que estudian
el ritmo de mortandad de las poblaciones bacterianas a lo largo de un proceso. Mediante la
modelizacién cinética se pretende obtener una expresion matematica que facilite el disefio
adecuado de un sistema de desinfeccion.

Muerte exponenciall
-— Hombros

Colas
---- Hombros y Colas

[

Indice de supervivencia (unidades log)

l’h

Tiempo de contacto (min)

Figura 15.  Curvas de inactivacion microbiana (Gytirek et al., 1998).

En las curvas de tipo A, también denominadas de muerte exponencial o de primer orden, la
velocidad de inactivacién es constante e independiente del tiempo de tratamiento. Otro tipo
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de curvas son las de tipo B o curvas de hombro. Tal y como se observa en la Figura 15, este
tipo de curvas de inactivacion muestran un fendmeno de hombro inicial (shoulder) en la que
una fraccion de los microorganismos se mantienen constantes en los primeros instantes del
tratamiento hasta un determinado punto a partir del cual se produce un descenso lineal de los
mismos.

Este tipo de comportamiento en la inactivacion puede deberse a diversos factores como
por ejemplo, una mezcla inadecuada del desinfectante en la muestra, un retraso en la difusion
del desinfectante a los puntos de accidn bacterianos o a una resistencia inicial de los
microorganismos al ataque del desinfectante. Por otro lado las curvas de tipo C o curvas con
colas, presentan un comportamiento totalmente opuesto al descrito en las B. Estas curvas se
caracterizan por una fase de inactivacion lineal rapida seguida de una disminucién lenta de la
poblacién bacteriana (Gyurek et al., 1998).

La Tabla 4 recoge los modelos matematicos propuestos para describir las graficas de
inactivacion obtenidas en el presente trabajo de investigacion. En el Anexo VI se desarrolla con
mas detalle cada uno de los modelos matematicos seleccionados.

Tabla 4. Modelos cinéticos de inactivacion bacteriana aplicados.
Modelos . . Coeficientes .
L Ecuaciones integradas L Referencias
cineticos cineticos
Hom Log(N¢/No) = =k -C™ - t™ = —kgp - t™ Kap, m (Hom, 1972)
o Log N;/N, = Log[P - e *1t + (1 — P) (Pruitt, et al.,
Bifasico ke p. ki, ks
e kat] 2007)
Mafart, et al.,
Weibull Log N./N, = —(t/6)P 3, p (

2002)

Para calcular los coeficientes cinéticos de cada modelo y tratamiento se utiliza la
herramienta Solver del programa Excel (Microsoft).

La calidad de los ajustes de los modelos a los datos experimentales obtenidos se evalua
mediante dos indices: el coeficiente de regresion (R) (Ecuacion 27) y el error cuadratico medio
(ECM) (Ecuacidn 28), y mediante la representacidn grafica de los valores estimados frente a los
obtenidos experimentalmente. El cdlculo de estos parametros, R y ECM, se realiza con el
programa Excel (Microsoft).

N (5:—7)2
% [Ecuacidn 27]
=1\l
Y, 5i-y)?
n

ECM =

[Ecuacidn 28]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la interaccion de los contaminantes estudiados

Los resultados obtenidos para conocer el efecto que tiene el compuesto organico escogido
como sustancia modelo (cafeina) sobre la inactivacion de las bacterias Escherichia coli y
Enterococcus sp se presentan en la Figura 16.

Se analizan para ello el contenido de bacterias inicialmente, una hora después de haberle
afiadido 45 mg/| cafeina y tras 24 horas, sin aplicar ningln tratamiento.

3,00E+04

2,50E+04 -

2,00E+04 -~
M Inicial

1,50E+04 - ® 1 hora

i 24 horas

N, (UFC/100 ml)

1,00E+04 -

5,00E+03 -

0,00E+00 -
E. coli Enterococos

Figura 16.  Efecto de la cafeina sobre Escherichia coli y Enterococcus sp. presentes en agua de
salida de depuradora.

La diferencia entre el nimero de colonias presentes antes y después de afiadir 45 mg/| de
cafeina no difiere en gran medida, tal y como se muestra en la Figura 16, por lo que se asume
que no hay un efecto significativo en la reduccién al afiadir este compuesto orgdnico. Por ello,
se realizan los posteriores experimentos de eliminacién de bacterias en conjunto con cafeina.

4.2. Procesos electroquimicos

4.2.1. Estudio de la generacién de las especies activas de cloro

Con el fin de conocer la capacidad del proceso electroquimico en la generacién de especies
activas del cloro a partir de cloruros, se realiza una serie de experimentos mediante el
programa Statgraphics con el que se obtiene el Disefio de Experimentos para las 5 variables a
estudiar. Las siguientes condiciones de operacion son:

e Muestra: solucién salina (SS)

e Volumen de muestra: 500 y 1000 ml

e Tiempo: 5y 30 minutos

e Intensidad en la celda electroquimica: 12 y 25 mA/cm?
e Separacion entre electrodos: 1,5y 3 cm
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[CIo: 100-400 mg/l. Concentraciones habitualmente presentes en efluentes de

EDARs

Se realizan los experimentos en el orden indicado en el DDE y que aparece reflejado en la

Tabla 5. Una vez realizado el tratamiento se procede a analizar el contenido en cloro activo
mediante el método DPD detallado en el Apdo. 3.1.3.

La Tabla 5 muestra las condiciones de operacién utilizadas y los resultados obtenidos.

Tabla 5. Disefio de Experimentos para la generacion de especies activas de cloro y sus correspondientes
concentraciones calculadas.
Volumen Concentraciéon | Tiempo | Intensidad Separacion .| Concentracion Cl,
(ml) (mgCI'/l) (min) (mA/cm?) electrodos (cm) Absorbancia (mg/1)
500 100 30 25 3 0,072 0,3
1000 400 30 25 3 0,412 1,7
1000 100 5 25 3 0,059 0,2
1000 100 5 25 1,5 0,089 0,3
1000 100 5 12 1,5 0,078 0,3
1000 400 5 12 1,5 1,209 7,4
500 100 30 25 1,5 0,147 0,6
500 400 30 12 3 1,116 6,8
500 400 5 12 3 0,572 2,8
500 400 30 12 1,5 0,848 48,1
1000 100 5 12 3 0,059 0,2
1000 100 30 12 1,5 0,516 2,4
500 100 30 12 3 0,044 0,1
500 100 5 12 1,5 0,08 0,3
1000 400 25 1,5 1,246 7,7
500 400 30 25 3 0,211 0,9
500 400 5 12 1,5 1,072 6,4
1000 400 30 25 1,5 0,968 56,8
1000 400 30 12 1,5 1,057 63,2
1000 100 30 25 1,5 0,529 2,5
1000 400 5 12 3 0,621 3,2
1000 100 30 12 3 0,205 0,9
500 100 12 3 0,056 0,2
500 400 25 3 0,749 4,1
500 100 5 25 3 0,041 0,2
1000 100 30 25 3 0,248 1,1
500 400 30 25 1,5 1,169 7,1
500 100 5 25 1,5 0,082 0,3
1000 400 30 12 3 0,57 2,8
500 100 30 12 1,5 0,49 2,2
1000 400 25 3 0,755 4,1
500 400 25 1,5 1,241 7,7
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Tal y como se observa en la Tabla 5, las mayores concentraciones de cloro activo obtenidas
se obtienen con concentraciones iniciales de 400 mg ClI'/l y con una separacion de electrodos
de 1,5 cm. Para esta misma concentracidén y separacion de electrodos, dentro del rango de
tiempo de tratamiento estudiado, se observa que las mayores concentraciones de especies
activas de cloro generadas se obtienen con una duracidn de 30 minutos de tratamiento.

De la misma forma, las menores concentraciones de especies activas de cloro se obtienen
cuando la concentracién de cloruros inicial es de 100 mg/l, independientemente de la
separacion de electrodos, del volumen, del tiempo y de la intensidad.

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL DISENO DE EXPERIMENTOS

En este andlisis estadistico se puede ver la influencia que tienen sobre el factor respuesta
las diferentes variables estudiadas (volumen de muestra, concentracion inicial de cloruros,
tiempo, intensidad de la celda electroquimica y separacion de los electrodos), asi como las
interacciones entre ellas.

Diagrama de Pareto

En el Apartado 3.6 se explica el diagrama de Pareto en el que se considera que un efecto es
significativo cuando sobrepasa la linea discontinua dibujada en el diagrama.
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2 3 4

o
-

Efecto estandarizado

Figura 17. Diagrama de Pareto de las variables estudiadas en procesos electroquimicos para la
generacion de especies activas de cloro.

En la Figura 17 se observa que la variable mas influyente es la concentracién inicial de
cloruros en el proceso. En menor medida pero también significativa, se encuentra la influencia
de la separacion de electrodos y la combinacion de estas dos.

Les sigue de forma menos significativa la combinacién de separacion de los electrodos con
el tiempo de tratamiento, el tiempo y la combinacidn de este con la concentracion inicial de
cloruros en la muestra a analizar.
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El resto de variables y combinaciones son:

- Volumen de muestra junto a separacién de electrodos

- Volumen de muestra

- Volumen de muestra junto a tiempo de tratamiento

- Intensidad junto a tiempo de tratamiento

- Volumen de muestra junto a concentracion inicial de cloruros
- Intensidad

- Intensidad junto a concentracién inicial de cloruros

- Intensidad junto a separacion de electrodos

- Volumen de muestra junto a intensidad

Estas variables y combinaciones no sobrepasan la linea vertical por lo que se puede
considerar que no tienen influencia significativa en la aplicacidén de este tipo de tratamiento.

Grdfica de efectos principales

La Figura 18 representa los efectos principales de las variables estudiadas sobre los
experimentos para la generacién de especies activas de cloro. La pendiente de la grafica es
indicativa de la importancia del efecto de la variable sobre el factor respuesta.
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Figura 18.  Grdfica de Efectos Principales de las cinco variables estudiadas en procesos
electroquimicos.

Tal y como se observa en la anterior grafica, las pendientes de la separacién de electrodos
y la concentracién inicial de cloruros revelan que tienen un efecto muy significativo en el
proceso de generacion de cloro activo.

El tiempo, la intensidad y el volumen de muestra tienen un efecto positivo sobre la
generacion de especies activas de cloro aunque en menor medida en dichos experimentos.
Otros investigadores obtienen como conclusién que la densidad de corriente aplicada es una
de las variables mas influyentes en el proceso electroquimico (Pardo Carranza, 2017).
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Otros investigadores describen en su estudio que al aumentar la densidad de corriente

aplicada aumenta la generacion de cloro activo y por tanto disminuye la concentracién de
cloruros (S. Cotillas, 2015).

Interaccion entre variables

Una vez determinada la influencia de cada una de las variables seleccionadas, se estudia su
interaccion (Figura 19). La interaccidn entre dos variables se considera importante cuando sus

rectas se cortan o tienden a cortarse. En cambio si son paralelas se considera que no hay
interaccidn entre ellas, como se explica en el Apdo. 3.6.
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Figura 19.

Grdfica de interaccidn entre variables en procesos electroquimicos para la generacion
de especies activas de cloro.

Por tanto, tal y como se puede ver en la Figura 19, las interacciones mas relevantes se
producen entre:

e AB: Volumen e intensidad

e CE: Separacién entre electrodos y tiempo de tratamiento

e DE: Concentracidén inicial de cloruros y tiempo de tratamiento
Siendo estas dos ultimas (CE y DE) las mas relevantes como cabia esperar ya que la

concentracion inicial de CI, la separacion de electrodos y la combinacidon de ambas resultan ser
las mas influyentes tras la interpretacion del Diagrama de Pareto.

Para poder tener una estimacion de las especies activas de cloro (Cl,) generadas partiendo
de una concentracion de cloruros (ClI') dada, se representa [CI] en el rango estudiado frente a

los resultados obtenidos de [Cl,] tras la aplicacidn de los tratamientos electroquimicos bajo las
siguientes condiciones fijadas (Figura 20):

e Tiempo: 5 minutos

e Separacion de electrodos: 1,5 cm
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Se tienen en cuenta los resultados obtenidos en todo el rango de volumen y de intensidad
puesto que, como se observa en los resultados del DDE, no tienen influencia significativa en los
tratamientos aplicados.

Los resultados obtenidos se ajustan a una expresion exponencial (Ecuacion 29):

[Cl;] % = 0,106 - e*106°[C1"] [Ecuacion 29]

4.2.2. Degradacion de contaminantes emergentes y desinfeccidn en aguas de salida
de depuradora

Con el fin de conocer la capacidad del proceso electroquimico en la eliminacién de
contaminantes orgdanicos persistentes y de desinfeccion de efluentes de depuradora, se
realizan una serie de experimentos con las siguientes condiciones de operacién:

e Muestra: agua de salida de depuradora fortificada con cafeina tomada en la fecha:
05/06/2018 cuya caracterizacion se muestra en la Tabla 3.

e Volumen: 1l

e Intensidad: 12,5 mA/cm?

e Tiempo: 5 minutos

e Separacion de electrodos: 1,5 cm

Como consecuencia de la aplicaciéon del proceso en las condiciones operacionales
indicadas, se estima que la concentracién de cloro activo generado es de 1,6 mgCl,/| a partir de
una concentracion inicial de cloruros de 259 mgCl7/| presente en la muestra. Dicha estimacién
se realiza utilizando el procedimiento descrito en el Apdo. 4.2.1 (Ecuacidn 29).

Para llevar a cabo el seguimiento del proceso se analizan Escherichia coli, Enterococcus sp.
y Cl, residual, como parametros indicadores en el post-tratamiento, es decir, a los 5, 10, 20 y
30 minutos de haber finalizado el tratamiento. También se analizan Pseudomonas aeruginosa,
Coliformes totales, Staphylococcus aureus y cafeina 30 min después del tratamiento. Esto se
realiza utilizando la metodologia presentada en la seccién 3 de esta memoria.

Se presentan en la Figura 20 los resultados obtenidos en desinfeccién de la muestra, es
decir, reduccidn del nimero de colonias presentes en la muestra (eje “Y”) de Escherichia coli y
Enterococcus sp.

En el Eje “X” se representa el tiempo. De 0 a 5 min tiene lugar el tratamiento aplicado. A
partir de 5 minutos tiene lugar el post-tratamiento (fuente apagada).
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Figura 20.

Inactivacion mediante electrdlisis de Escherichia coli y Enterococcus sp. del agua de

salida de depuradora fortificada con cafeina. [Cl;],=1,6 mg/I.

Tal y como se observa en la Figura 20, en muchos de los casos se tienen menos de 3
unidades logaritmicas tras los tratamientos para cada una de las bacterias y por tanto la
reduccion es mayor que 1. La reduccién de ambas bacterias se sitia por debajo de sus
respectivos limites de deteccion una vez finalizado el tratamiento. Ademas, la reduccidén de E.
coli (Gram-negativa) es mayor que para el caso de Enterococcus sp. (Gram-positiva) pudiendo

ser debido a su morfologia tal y como se explica en el Apdo. 2.1.

Respecto a la generacion de especies activas de cloro se presentan en la Figura 21 la
concentracion estimada de [Cl,] (Ecuacidén 29) y las concentraciones calculadas con las rectas

de calibracion (Ec. 22.1y 22.2).
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Concentracion de especies activas de cloro generadas mediante electrdlisis del agua de

salida de depuradora fortificada con cafeina frente a tiempo. [Cl,],= 1,6 mg/I.
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En la Figura 21 se observa que durante el proceso electroquimico se produce una notable
reduccion en la concentracion de [Cl,]. Esto puede ser debido al consumo de éste por la
eliminacion de la cafeina y desinfeccidn de la muestra.

En la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos acerca de la inactivacion de
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y Staphylococcus aureus mediante el proceso

electroquimico aplicado.
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Figura 22.  Inactivacion mediante electrdlisis de Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y
Staphylococcus aureus del agua de salida de depuradora fortificada con cafeina. [Cl,],= 1,6
mg/I.

Como se observa en la Figura 22, 30 minutos después del tratamiento se puede afirmar
qgue hay menos de 3 unidades logaritmicas en la muestra y que por tanto la reduccién es
mayor que 1. Las reducciones alcanzadas son de 2,13 para Pseudomonas aeruginosa (Gram-
negativa), de 2,50 para Coliformes totales (Gram-negativa) y de 0,31 en el caso de
Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Se observa una mayor reduccion en las bacterias de
morfologia Gram-negativa que en el caso de las Gram-positiva.

El contenido inicial de cafeina en aguas de salida de depuradora es menor que el que se
desea estudiar por lo que se afiade este contaminante hasta una concentracién aproximada de
45 mg/l y se vuelve a analizar tras la aplicacion del tratamiento.

Se presenta en la Figura 23 la reduccién de dicho contaminante al aplicar el tratamiento

descrito:
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Figura 23. Degradacion mediante electrdlisis de cafeina del agua de salida de depuradora
fortificada con cafeina. [Cl,], = 1,6 mg/I.

De nuevo la degradacion de cafeina en este tratamiento no es significativa, pasando de
47,6 mg/l a 46,5 mg/|, es decir, se obtiene un rendimiento de aproximadamente 2% (Ecuacion
25).

Tal y como indican Cotillas et al. (2016) en sus estudios, la eliminacién de contaminantes
organicos persistentes aumenta conforme aumenta el tiempo de tratamiento.

Con el fin de conocer la capacidad del proceso electroquimico en la eliminacion de
contaminantes organicos persistentes y de desinfeccion de efluentes de depuradora, se
realizan una serie de experimentos con las siguientes condiciones de operacién:

e Muestra: agua de salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias tomada en
las fechas: 25/06/2018 y 02/07/2018 cuyas caracterizaciones se muestran en la Tabla 3

e Volumen: 1l

e Intensidad: 12,5 mA/cm?

e Tiempo: 5 minutos

e Separacién de electrodos: 1,5 cm

Como consecuencia de la aplicacion del proceso en las condiciones operacionales
indicadas, se estima que la concentracion de cloro activo generado es de 1,7 mgCl,/I a partir de
una concentracion inicial de cloruros de 260 mgCl/l presente en la muestra tomada el
25/06/2018 y de 1,4 mgCl,/I a partir de una concentracion inicial de cloruros de 245 mgCl/I
presente en la muestra tomada el 02/07/2018. Dicha estimacién se realiza utilizando el
procedimiento descrito en el Apdo. 4.2.1 (Ecuacién 29).

Para llevar a cabo el seguimiento del proceso se analizan Escherichia coli, Enterococcus sp.
y Cl, residual, como parametros indicadores en el post-tratamiento, es decir, a los 5, 10, 20 y
30 minutos de haber finalizado el tratamiento. También se analiza la cafeina a los 30 minutos
después del tratamiento. Esto se realiza utilizando la metodologia presentada en la seccion 3
de esta memoria.
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Se presentan en la Figura 24 los resultados obtenidos en desinfeccién de la muestra con
[Cl;]o = 1,7 mg/l, es decir, reduccidén del nimero de colonias presentes en la muestra (eje “Y”)
de los tipos de bacterias que se estudian.

En el Eje “X” se representa el tiempo. De 0 a 5 min tiene lugar el tratamiento aplicado. A
partir de 5 minutos tiene lugar el post-tratamiento (fuente apagada).
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Figura 24. Inactivacion mediante electrdlisis de Escherichia coli y Enterococcus sp. del agua de
salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias. [Cl,], = 1,7 mg/I.

En la Figura 24 se observa que se produce una notable reduccidn de Escherichia coli y
Enterococcus sp. En el post-tratamiento, se observa que el cloro activo sigue eliminando
ambos tipos de bacterias. Se llega a conseguir una reduccién tras 30 minutos de casi 5
unidades logaritmicas en el caso de Escherichia coli y en torno a 3 unidades logaritmicas en el
caso de Entercoccus sp. La reduccién en el caso de Enterococcus sp. (Gram-positiva) es menor
que la de E. coli (Gram-negativa) pudiendo ser debido a su morfologia tal y como se explica en
el Apdo. 2.1.

Tal y como describen (Schaefer et al., 2015), la inactivacion bacteriana aumenta conforme
aumenta el tiempo de tratamiento asi como al aumentar la densidad de corriente.

Respecto a la generacion de especies activas de cloro se presentan en la Figura 25 la
concentracion estimada de [Cl,] (Ecuacién 29) y las concentraciones calculadas con las rectas
de calibracion (Ec. 22.1y 22.2).
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Figura 25.  Concentracién de especies activas de cloro generadas mediante electrdlisis del agua de
salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias frente a tiempo. [Cl,],= 1,7 mg/I.

En la Figura 25 se observa que durante el proceso electroquimico se produce una notable
reduccion en la concentracidon de [Cl,]. Esto puede ser debido al consumo de éste por la
eliminacidn de la cafeina y desinfeccién de la muestra.

La desinfeccién usando anodos DSA tiene lugar principalmente por la generacién de
especies activas del cloro a partir de los cloruros presentes en el agua a tratar. A bajas
densidades de corriente, las especies activas del cloro se consumen al mismo tiempo que se
generan (Schaefer et al., 2015).

El contenido inicial de cafeina en aguas de salida de depuradora es menor que el que se
desea estudiar por lo que se afiade este contaminante hasta una concentracién aproximada de
45 mg/l y se vuelve a analizar tras la aplicacion del tratamiento.

Se presenta en la Figura 26 la reduccién de dicho contaminante al aplicar el tratamiento
descrito:

50

M Inicial

M +45 mg/I

i Post-tratamiento

Figura 26.  Degradacion de cafeina del agua de salida de depuradora fortificada con cafeina y
bacterias. [Cl,],=1,7 mg/I.
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Se puede observar que la reduccion de cafeina no es significativa en este tratamiento ya
que de 45,5 mg/l pasa a ser de 43,9 mg/l, es decir, se obtiene un rendimiento de
aproximadamente 4% (Ecuacion 25).

Otros investigadores obtienen que la carga eléctrica (Ah/l) necesaria para alcanzar la
degradacion completa de la cafeina depende principalmente de la concentracién inicial de este
contaminante (Martin de Vidales et al., 2015).

Se presentan en la Figura 27 los resultados obtenidos en desinfeccion de la muestra con
[Cl;]o = 1,4 mg/|, es decir, reduccidén del nimero de colonias presentes en la muestra (eje “Y”)
de Escherichia coliy Enterococcus sp.

En el Eje “X” se representa el tiempo. De 0 a 5 min tiene lugar el tratamiento aplicado. A
partir de 5 minutos tiene lugar el post-tratamiento (fuente apagada).
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Figura 27.  Inactivacion mediante electrdlisis de Escherichia coli y Enterococcus sp. del agua de
salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias. [Cl,], = 1,4 mg/I.

En la Figura 27 se observa que se produce una notable reduccidn de Escherichia coli y
Enterococcus sp. En el post-tratamiento, se observa que el cloro activo sigue eliminando
ambos tipos de bacterias. Se llega a conseguir una reduccién tras 30 minutos de casi 5
unidades logaritmicas en el caso de Escherichia coli y en torno a 3 unidades logaritmicas en el
caso de Entercoccus sp. La reduccién en el caso de Enterococcus sp. (Gram-positiva) es menor
que la de E. coli (Gram-negativa) pudiendo ser debido a su morfologia tal y como se explica en
el Apdo. 2.1.

A mayores densidades de corriente se obtiene mayor desinfeccién (Pardo Carranza, 2017),
pudiendo concretar que para esta finalidad se requiere densidades de corriente superiores a
10 mA/cm>.

Respecto a la generacidn de especies activas de cloro se presentan en la Figura 28 la
concentracion estimada de [Cl,] (Ecuacion 29) y las concentraciones calculadas con las rectas
de calibracion (Ec. 22.1y 22.2).
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Figura 28. Concentracion de especies activas de cloro generadas mediante electrdlisis del agua de
salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias frente a tiempo. [Cl,], = 1,4 mg/.

En la Figura 28 se observa que durante el proceso electroquimico se produce una notable
reduccion en la concentracion de [Cl,]. Esto puede ser debido al consumo de éste por la
eliminacidn de la cafeina y desinfeccidn de la muestra ya que otros investigadores (Rubi-Juarez
et al., 2016) determinan que la eliminacién de contaminantes provoca un consumo de los
oxidantes generados.

En la Figura 29 se presentan los resultados obtenidos acerca de la inactivacion de
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y Staphylococcus aureus mediante el proceso
electroquimico aplicado.
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Figura 29. Inactivacion mediante electrdlisis de Pseudomonas aeruginosa, Coliformes totales y
Staphylococcus aureus del agua de salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias.
[C/z]o = 1,4 mg//
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Como se observa en la Figura 29, 30 minutos después del tratamiento se puede afirmar
qgue hay menos de 3 unidades logaritmicas en la muestra y que por tanto la reduccién es
mayor que 1. Las reducciones alcanzadas son de 5,48 para Pseudomonas aeruginosa (Gram-
negativa), de 4,87 para Coliformes totales (Gram-negativa) y de 0,36 en el caso de
Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Se observa una mayor reduccion en las bacterias de
morfologia Gram-negativa que en el caso de las Gram-positiva.

El contenido inicial de cafeina en aguas de salida de depuradora es menor que el que se
desea estudiar por lo que se afiade este contaminante hasta una concentracién aproximada de
45 mg/l y se vuelve a analizar tras la aplicacion del tratamiento.

Se presenta en la Figura 30 la reduccién de dicho contaminante al aplicar el tratamiento
descrito:

M Inicial

M +45 mg/|

i Post-tratamiento

Figura 30. Degradacion de cafeina del agua de salida de depuradora fortificada con cafeina y
bacterias. [Cl,], = 1,4 mg/I.

De la misma forma que antes, la degradacion de cafeina en este tratamiento no es
significativa, pasando de 41,4 mg/l a 40,7 mg/l, es decir, se obtiene un rendimiento de
aproximadamente 2% (Ecuacién 25).

Tal y como muestran Saez et al. (2014) en sus estudios, en el proceso electroquimico se
obtienen buenos resultados en cuanto a desinfeccidén de cafeina para tiempos muy elevados
consiguiendo porcentajes de reduccion del 90%.

Con el fin de conocer la capacidad del proceso electroquimico en la eliminacion de
contaminantes orgdnicos persistentes debido a que la degradacién de cafeina en conjunto con
las bacterias estudiadas no resulta significativa, se realizan una serie de experimentos con las
siguientes condiciones de operacion:

e Muestra: solucién salina fortificada con cafeina
e Volumen: 1l

e Intensidad: 12,5 mA/cm?

e Tiempo: 5 minutos

e Separacion de electrodos: 1,5 cm
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e [Clo: 100-400 mg/Il. Concentraciones habitualmente presentes en efluentes de EDARs

Como consecuencia de la aplicacion del proceso en las condiciones operacionales
indicadas, se estima la concentracién de cloro activo generado utilizando el procedimiento
descrito en el Apdo. 4.2.1 (Ecuacidn 29) para cada concentracién inicial de cloruros estudiada
es:

7,4 mgCl,/| a partir de una concentracion inicial de cloruros de 400 mgCl7/I

0,9 mgCl,/I a partir de una concentracion inicial de cloruros de 200 mgCl/I

0,5 mgCl,/I a partir de una concentracidn inicial de cloruros de 150 mgCl7/I

0,3 mgCl,/I a partir de una concentracion inicial de cloruros de 100 mgCl7/I

Los resultados obtenidos para cada concentracion inicial de cloruros son los siguientes:
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Figura31. Reduccion de cafeina mediante procesos electroquimicos partiendo de diferentes
concentraciones de cloruros.

Tal y como se puede observar en la Figura 31, la mayor reduccidn de cafeina se produce
cuando la concentracion inicial de cloruros es de 400 mg ClI/l. Dicha reduccidon es menor
conforme se parte de concentraciones de cloruros menores, resultando la menos significativa
cuando se realiza el experimento con 100 mg Cl/Il. En general, no se produce una reduccion
significativa en ninguno de los casos.

Esta misma conclusion se obtiene en otros estudios (Pardo Carranza, 2017), donde a mayor
concentracion de electrolito (NaCl) se consigue mayor porcentaje de reduccion de cafeina.
Donde ademdas para tiempos menores de 10 minutos se observa que el porcentaje de
reduccion de cafeina disminuye notablemente.

4.2.3. Modelizacidn cinética

En este estudio de modelizacidon cinética se analizan los resultados obtenidos en las
muestras tomadas el 25/06/2018 y el 02/07/2018. Como ya se explica en el Apartado 3.2.3,
son muestras de agua de salida de depuradora fortificadas con Escherichia coli, Enterococcus
sp. y cafeina. Para ello se realiza una media de los datos obtenidos para cada tiempo vy
muestra.
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Los datos experimentales de las curvas de inactivacion de E. coli y Enterococcus sp.
obtenidas en los tratamientos aplicados, se analizan mediante tres modelos matematicos:
modelo de Hom, modelo bifasico y modelo de Weibull. En el Anexo VI se explican con detalle
estos modelos.

Las Tablas 6 y 7 recogen los valores de los parametros cinéticos obtenidos tras aplicar los
modelos seleccionados sobre las curvas de inactivacion de E. coli y Enterococcus sp. Se incluye
también el ajuste de cada uno de los modelos mediante el coeficiente de regresion (R) y el
error cuadratico medio (ECM).

Los indices ECM y R y la representacion de los valores observados y de los valores
estimados mediante los diferentes modelos (ver Anexo VI) indican, en general, una buena
adecuacion de los tres modelos a los valores experimentales de inactivacion tanto de
Escherichia coli como de Enterococcus sp.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la inactivacion de Escherichia coli.
Modelo Parametros Electrdlisis
Kap (Min™-W-m?) 2,433
Hom m 0,202
ECM 0,155
R 0,978
P 0,999
k1 1,211
Bifasico ky 0,142
ECM 0,135
0,982
0,00001
p 0,102
Weibull
ECM 0,199
R 0,951
Tabla 7. Pardmetros cinéticos de la inactivacion de Enterococcus sp.
Modelo Parametros Electrélisis
Kap (Min - W-m?) 0,549
Hom m 0,493
ECM 0,063
R 0,997
P 0,782
k1 0,202
Bifasico k, 0,266
ECM 0,405
R 0,937
6 0,748
Weibull P 0,300
ECM 0,313
R 0,952
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Segun el modelo de Hom (Tablas 6 y 7), la constante aparente en el caso de Escherichia coli
es mayor que para Enterococcus sp., puesto que en la primera la inactivacién es mas rapida. El
pardmetro m es menor que la unidad para ambas bacterias, lo que indica que las curvas son
concavas y pueden presentar el efecto de cola (ver Figura 15).

El modelo bifésico resulta tener buen ajuste en el caso de Escherichia coli obteniendo unas
constantes k; y k, diferentes entre si, lo cual indica que puede haber dos poblaciones con
resistencias distintas de este tipo de bacteria al tratamiento electroquimico aplicado. Para el
caso de inactivacidn de Enterococcus sp., este modelo no resulta ser adecuado puesto que k; y
k, son practicamente iguales, lo que indica que no hay dos poblaciones con diferentes
resistencias al tratamiento.

En el modelo de Weibull, el pardmetro de escala (8), indica el tiempo necesario para
reducir el primer ciclo logaritmico decimal, lo que da una idea de la resistencia de las bacterias
al tratamiento en cada uno de los casos estudiados. El bajo valor de este parametro en la
inactivacion de Escherichia coli y Enterococcus sp. indica baja resistencia de estas bacterias al
tratamiento electroquimico aplicado. El pardametro p es menor que la unidad para ambas
bacterias, indicando que la curva es concava.

De forma grafica se presentan en las Figuras 32 y 33 los ajustes de los modelos para ambas
bacterias estudiadas:

O T T T 1
?\\ 10 20 30 a0 V01778
PR st R? = 0,2036

)
%
~ 5 . ® E.coli
S X
b 3 \.‘.' ......... Hom
Z
z U . - = = Weibull
o -4 T D
F; L T \§\\----)( Bifasica

Lineal (E. coli)

Tiempo tratamiento (min)

Figura 32. Ajuste cinético de cada modelo para Escherichia coli.
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Figura 33.  Ajuste cinético de cada modelo para Enterococcus sp.

En el caso de E. coli (Figura 32) se observa que la curva de los modelos de Hom y Bifasico se
ajustan bien a la curva de esta bacteria. Mientras que en el caso de Enterococcus sp. (Figura
33) el modelo que mejor se ajusta es el de Hom. Estos resultados también se obtienen en
(Ungria, et al., 2015). Sin embargo, en dicho trabajo el modelo de Hom no se ajusta a la curva
de E. coli.

4.3. Tratamientos combinados de procesos electroquimicos y fotocataliticos

Debido a que la disminucion en la concentracion de cafeina no es significativa, se realiza un
tratamiento combinado del proceso electroquimico empleado y de fotocatalisis heterogénea
con diéxido de titanio (TiO,). Se muestran a continuacion los resultados obtenidos en cada una
de las dos combinaciones.

Los analisis de degradacion de cafeina y de desinfeccion se realizan antes del primer
tratamiento, después del primero y al final del segundo. Por ejemplo, para la primera
secuencia se sigue el esquema presentado en la Figura 34:

N

en: , Analisis de Analisiside
Analisis de cafeinay ’

cafeinay cafeinay

bacterias clecegtludes bacterias ¢ eleiizllids / bacterias

Figura 34. Esquema del proceso seguido en los experimentos combinados de proceso
electroquimico y fotocatdlisis.

La eficacia de los tratamientos sobre la degradacion de cafeina se evalia mediante la
Ecuacién 25 y sobre la desinfeccidn con la Ecuacién 26.
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4.3.1. Secuenciacion de procesos: electroquimicos y fotocataliticos

Con el fin de conocer la capacidad del proceso electroquimico en combinacién con el
fotocatalitico en la eliminacidn de contaminantes orgdnicos persistentes y de desinfeccion de
efluentes de depuradora, se realizan una serie de experimentos con las siguientes condiciones
de operacion:

e Muestra: agua de salida de depuradora fortificada con bacterias y cafeina tomada en
la fecha: 05/06/2018 cuya caracterizacion se muestra en la Tabla 3
e Cloro activo generdo: 1,6 mgCl,/l, calculado con la Ecuacién 29 (Apdo 4.2.1) a partir de
una concentracion de cloruros presente en la muestra de 259 mg/|
e Tratamiento electroquimico:
o Volumen: 1l
o Intensidad: 12,5 mA/cm?
o Tiempo: 5 minutos
o Separacion de electrodos: 1,5 cm
e Tratamiento fotocatalitico:
o Intensidad de irradiacién: 500 W/m?
o Dosisde TiO,: 1 g/l
o Tiempo de tratamiento: 1 hora

Para llevar a cabo el seguimiento del proceso se analizan Escherichia coli, Enterococcus sp.
y cafeina tal y como se muestra en la Figura 34. Esto se realiza utilizando la metodologia
presentada en la seccién 3 de esta memoria.

Se presentan en las Figura 35 y 36 los resultados obtenidos en desinfeccidn de la muestra,
es decir, reduccién del nimero de colonias presentes en ésta:

1,00
0,00 T N, Escherichia coli =
108 - 10° UFC/100ml
-1,00
2,00 M Inicial
-3,00 H Electrdlisis
-4,00
i Electrdlisis +
-5,00 Fotocatalisis
-6,00

Figura 35. Inactivacion de Escherichia coli de agua de salida de depuradora fortificada con cafeina
y bacterias en el tratamiento combinado de electrdlisis y fotocatdlisis heterogénea con TiO,.
[Cl;]=1,6 mg/I.
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1,00
0.00 - N, Enterococcus sp.=
10% - 107 UFC/100ml
-1,00
-2,00 M Inicial
-3,00 M Electrolisis
-4,00 M Electrdlisis +
Fotocatalisis
-5,00

Figura 36. Inactivacion de Enterococcus sp. de agua de salida de depuradora fortificada con
cafeina y bacterias en el tratamiento combinado de electrdlisis y fotocatdlisis heterogénea con

Tal y como se observa en las Figuras 35 y 36, tras la aplicacion del proceso electroquimico
se obtiene una reducciéon de casi 2 unidades logaritmicas para Escherichia coli y de
aproximadamente 1 para Enterococcus sp. Tras el tratamiento fotocatalitico se obtiene una
reduccion de aproximadamente 5 unidades logaritmicas para las primeras y de casi 4 para las
segundas. Por tanto, el tratamiento combinado da resultados significativos en cuanto a
desinfeccién.

En la Figura 37 se presenta el contenido inicial en cafeina de las aguas de salida de
depuradora a tratar y la reduccién de concentracidon de este contaminante tras afiadir a la
muestra la concentracion de 45 mg/I.

. (] L 4 V
Eliminacion de cafeina

60

50

40 H Inicial

30 M +45 mg/|

20 i Electrdlisis

10 M Electrdlisis +
Fotocatalisis

0 |

Figura 37.  Concentracion de cafeina inicialmente y tras afiadir 45 mg/l en la muestra de agua de
salida de depuradora fortificada con cafeina y bacterias, y su reduccion tras tratamientos.
[Cl;]=1,6 mg/I.
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Tal y como se observa en la Figura 37, la reduccién de la concentracién de cafeina no es
significativa tras la aplicacién del tratamiento electroquimico obteniendo un rendimiento del
1% (Ecuacién 25). Sin embargo, se consigue una mayor reduccién tras la aplicacion del proceso
fotocatalitico alcanzando un rendimiento del 47%.

Otros investigadores (Rubi-Judrez et al., 2016) concluyen que el uso de irradiacién UV en
combinacidn con procesos electroquimicos degradan contaminantes persistentes sin importar
la densidad de corriente aplicada.

4.3.2. Secuenciacion de procesos: fotocataliticos y electroquimicos

Con el fin de conocer la capacidad del proceso fotocatalitico en combinacién con el
electroquimico en la eliminacién de contaminantes organicos persistentes y de desinfeccién de
efluentes de depuradora, se realizan una serie de experimentos con las siguientes condiciones
de operacion:

e Muestra: agua de salida de depuradora fortificada con cafeina tomada en la fecha:
11/07/2018 cuya caracterizacién se muestra en la Tabla 3
e Cloro activo generdo: 2,3 mgCl,/I, calculado con la Ecuacion 29 (Apdo 4.2.1) a partir de
una concentracion de cloruros presente en la muestra de 289 mg/|
e Tratamiento fotocatalitico:
o Intensidad de irradiacién: 500 W/m?
o DosisdeTiO,: 1 g/l
o Tiempo de tratamiento: 1 hora
e Tratamiento electroquimico:
Volumen: 1l
Intensidad: 12,5 mA/cm?
o Tiempo: 5 minutos

o

o Separacion de electrodos: 1,5 cm

Para llevar a cabo el seguimiento del proceso se analizan Escherichia coli, Enterococcus sp.
y cafeina tal y como se muestra en la Figura 34. Esto se realiza utilizando la metodologia
presentada en la seccién 3 de esta memoria.

Se presentan en las Figuras 38 y 39 los resultados obtenidos en desinfeccién de la muestra,
es decir, reduccién del numero de colonias presentes en ésta:
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0,60
Ny Escherichia coli =
0,40 - 103 - 10* UFC/100ml
0,20
M Inicial
0,00
-0,20 .
M Fotocatalisis
-0,40
-0,60 M Fotocatalisis +
Electrolisis
-0,80

Figura 38.  Inactivacion de Escherichia coli de agua de salida de depuradora fortificada con cafeina
en el tratamiento combinado de fotocatdlisis heterogénea con TiO, y electrdlisis. [Cl,]=2,3 mg/I.

0,50
T
0,00 T N, Enterococcus sp.=
10° - 108 UFC/100ml
-0,50
-1,00
M Inicial
-1,50
M Fotocatalisis
-2,00
250 i Fotocatalisis +
’ Electrolisis
-3,00

Figura 39. Inactivacién de Enterococcus sp. de agua de salida de depuradora fortificada con
cafeina en el tratamiento combinado de fotocatdlisis heterogénea con TiO, y electrdlisis.
[Cl5]=2,3 mg/I.

Tal y como se observa en las Figuras 38 y 39, se produce una reduccion tras el tratamiento
de fotocatdlisis de menos de 1 unidad logaritmica para Escherichia coli y de aproximadamente
2 para Enterococcus sp. Tras los 5 min de la aplicacion del proceso electroquimico la reduccion
de las primeras sigue siendo inferior a 1 unidad logaritmica y la de las segundas, inferior a 3
unidades logaritmicas. La reduccién de ambas bacterias se sitUa por debajo de sus respectivos
limites de deteccidn una vez finalizado el segundo tratamiento.

En la Figura 40 se presenta el contenido inicial en cafeina de las aguas de salida de
depuradora a tratar y la reduccién de concentracidon de este contaminante tras afiadir a la
muestra la concentracion de 45 mg/I.
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Eliminacion de cafeina
60
50
40 - M Inicial
30 - M +45 mg/|
20 - M Fotocatalisis
M Fotocatdlisis +
10 Electrolisis
0 .

Figura40. Concentracidn de cafeina inicialmente y tras afiadir 45 mg/l en la muestra de agua de
salida de depuradora, y su reduccion tras tratamientos.

Tal y como se observa en la Figura 40, la reduccidn de la concentracion de cafeina es mas
significativa tras la aplicacién del tratamiento fotocatalitico alcanzando un rendimiento del
45% (Ecuacién 25). Sin embargo, tras la aplicacidn del proceso electrolitico la degradacién es
mucho menor, obteniendo un rendimiento del 2%.

Algunos investigadores determinan que el efecto combinado de la irradiacion UV y de
procesos electroquimicos es mas eficiente que la aplicacion de estos procesos por separado
(Cotillas et al., 2016).

4.4. Dimensionamiento del tratamiento a escala piloto y andlisis de costes

4.4.1. Dimensionamiento de las etapas del tratamiento combinado

Para la eliminacion del compuesto organico escogido como modelo en este trabajo
(cafeina) y la inactivacidon bacteriana de aguas de salida de depuradora, se propone un
tratamiento semicontinuo que combina los dos procesos estudiados: proceso fotocatalitico y
proceso electroquimico.

En primer lugar se aplica el tratamiento fotocatalitico, donde también se reduce la materia
organica y en segundo lugar la etapa electroquimica. Asi, el cloro residual generado durante la
electrdlisis puede seguir actuando sobre el agua tratada. Ademas, el porcentaje de reduccion
alcanzado en otros estudios (Escuadra et al., 2011) es cercano a 100% aplicando un
tratamiento fotocatalitico de dos horas aplicando 500 W/m?” de intensidad de irradiacion y el
catalizador empleado es efectivo para realizar dicho tratamiento en semicontinuo.

Esta planta piloto consta de dos reactores fototubulares iguales con capacidad de 17 | para
la etapa fotocatalitica que trabajan en continuo mediante cargas que se realizan en
discontinuo. Se llena uno de los reactores fototubulares con agua de salida de depuradora y se
aplica el tratamiento fotocatalitico con las siguientes condiciones de operacion:
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e Volumen: 171
e Intensidad de irradiacién: 500 W/m?
e Dosis de TiO,: 1 g/l, es decir, 170 ml de catalizador

e Tiempo de tratamiento estimado: 3,5 horas (1 hora de tratamiento en la cdmara

solar se estima que equivalen a 3,5 horas en el reactor fototubular)

Tras este tratamiento se deja decantar el agua tratada durante 4 horas y se descarga por

gravedad en el reactor electroquimico. En la Figura 41 se representa esta primera parte del

ciclo (1). Las condiciones de operacién de esta segunda etapa son:

e Volumen: 171

e Tiempo de tratamiento estimado: 5 minutos (0,083 horas)
e Intensidad: 12 mA/cm?

e Concentracidn inicial de cloruros: viene definida por la muestra a tratar

e Separacidén entre electrodos: 1,5 cm

Estas condiciones se fijan a partir de las conclusiones obtenidas en el Apdo. 4.2.1 del

estudio de generacidn de especies de cloro activo, teniendo en cuenta que la intensidad no

influye en gran medida en el tratamiento (para el rango estudiado), asi como el volumen. El

tiempo se fija en 5 minutos igual que en los experimentos realizados. Para tratar en este

tiempo 17 | se emplean 6 electrodos, es decir, resultan necesarias 3 fuentes de alimentacién

(Apdo. 3.3.1).

En este segundo periodo, 2 en la Figura 41, (4 horas de decantacién + 0,5 horas de

descarga + 0,083 horas tratamiento electroquimico) se llena el segundo reactor tubular y se

aplica el tratamiento fotocatalitico a otros 17 | de agua de salida de depuradora (3,5 horas).

Por ultimo, se completa el ciclo de la misma forma que para la primera parte (1). La secuencia

de este ciclo completo que dura aproximadamente 12,5 horas se muestra en la Figura 41.

Figura 41.

Donde,

0,083h | 0,083h |
0.5|1| 0,5h
0,5h 3,5h Ah ,5h  3,5h Ah

0,5h 3,5h : ,5h  3,5h dh
0,5h 0.5l
0,083h 0,083h

Secuenciacion del ciclo de tratamiento combinado semicontinuo a escala piloto para
los dos grupos.
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Carga (0,5 h)
Tratamiento fotocatalitico (3,5 h)
Decantacion del catalizador (4 h)

Descarga (0,5 h)

1110

Tratamiento electroguimico (0,083 h)

A continuacién se presenta el disefio de las dos etapas. Los reactores de la etapa de
fotocatalisis (en azul, Figura 42) tienen en su interior unas lamparas (en amarillo, Figura 42)
que proporcionan la luz UVA-VIS necesaria en el tratamiento. Se representa también la placa
agitadora de 30x30 cm (en negro, Figura 42) bajo el reactor electroquimico (en rosa, Figura
42). Las dimensiones estan acotadas en centimetros y son:

e Lamparas:
o Didametro (D) =6 cm
o Altura (h)=150cm

e Reactores tubulares:
o Diametro (Dg) =13 cm
o Altura (hgs) =190 cm

e Reactor electroquimico
o Didmetro (Dge) =30 cm
o Altura (hge) =30 cm
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Figura42. a) Planta de las etapas de fotocatdlisis y electrdlisis a escala piloto. b) Perfil de las
etapas de fotocatdlisis y electrdlisis a escala piloto. c) Perspectiva de las etapas de fotocatdlisis
y electrdlisis a escala piloto. d) Perspectiva sdlida de las etapas de fotocatdlisis y electrdlisis a
escala piloto.
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4.4.2. Analisis de costes

En el calculo de costes se deben tener en cuenta los siguientes factores:

e C(Catalizador: en cada reactor se emplean 170 ml (=0,17 1), Apdo. 4.4.1. El precio de
este catalizador en suspension es de 10 €/I. Se estima, seglin estudios previos, que
es necesaria la reposicion de un 1% del catalizador por cada ciclo, por lo que este
es el coste calculado en la Ecuacién 30. Esto supone un coste de 0,03 €.

e Electricidad: tiene un precio de 0,12699 €/kWh

o Ldmparas: consumen 40 W cada una y funcionan durante 3,5 horas en un
ciclo. Esto supone un coste de 0,04 € (Ecuacion 31)

o Fuentes de alimentacién (electrdlisis): consumen 100 W cada una y el
tratamiento tiene una duracion de 5 min - 2 = 10 min (0,17 horas) por ciclo.
Esto supone un coste de 0,01 € (Ecuacion 32)

[Ecuacion 30]:

Coste TiO,(€) = Volumen TiO, (1) - Coste TiO, (?) - Pérdida TiO, (—00) =0,341- 10? RELL

%
10
0,03 €

[Ecuacion 31]:

Coste 14 €) =W, W)012699(€) LW 35h—
oste lampara (€) = Weonsumidos ( ’ kWh/ 1000W ~"ciclo

h
ciclo

3,5 =0,04 €

=80w-0,12699( € ) LW

kWh/ = 1000W
[Ecuacion 32]:

1 kW h

kWh)' to0ow Y Gao T

Coste fuente (€) = W onsumidos (W) - 0,12699 (

=300 W - 0,12699 (i) 1 kW

kWh 1000 W

0172 =001€
ciclo

Por tanto, el coste total por cada ciclo se muestra en la Ecuacion 33:
Coste total = 0,03€ TiO, + 0,04 € lamparas + 0,01 € fuentes = 0,08€ [Ecuacién 33]

En conclusidn, en 1 ciclo se tratan en total 34 | y el coste es de 0,08 € por lo que el coste
por litro es de 0,002 €/ = 2,35 €/m?>.
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5. CONCLUSIONES

A continuacidn se incluyen las principales conclusiones derivadas del presente trabajo de
investigacion:

e Los procesos electroquimicos tienen en general gran capacidad para generar especies
activas del cloro que repercuten en la desinfeccidon y eliminacién de contaminantes
organicos persistentes de aguas de salida de depuradora.

e La generacién de especies activas del cloro aumenta al aumentar la concentracidn
inicial de cloruros, la cual es una variable muy influyente en los procesos
electroquimicos. Esto es debido a que el tipo de electrodos empleados (tipo DSA)
favorecen, en presencia de iones Cl, la generacidn de especies activas del cloro.

e La generacidn de especies activas del cloro aumenta en estos procesos al disminuir la
distancia existente entre los electrodos, la cual es una variable muy influyente.

e Se observa que el volumen de muestra a tratar y la intensidad aplicada de la fuente de
alimentacién no son variables influyentes en la generacién de especies activas del
cloro.

e Los procesos electroquimicos tienen en general poder desinfectante, tomando como
referencia criterios establecidos por la EPA, que establece que un agente es
desinfectante si se consigue eliminar 1 unidad logaritmica en relacién al
microorganismo objeto de estudio.

e Los procesos electroquimicos no tienen en general gran capacidad de eliminacion de
contaminantes organicos persistentes como la cafeina, cuyo mayor rendimiento
alcanzado es del 4%.

e La bacterias Gram-positivas Enterococcus sp. y Staphylococcus aureus son mas
resistentes a los tratamientos electroquimicos que las bacterias Gram-negativas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Coliformes totales. Bajo las mismas
condiciones de operacidn, se consigue una reduccién de 4 unidades logaritmicas en el
caso de Escherichia coli, de 5-6 para Pseudomonas aeruginosa y de 4-5 para Coliformes
totales. Mientras que para Enterococcus sp. se obtiene una reduccién de 3 unidades
logaritmicas y para Staphylococcus aureus menor que 1.

e Los procesos electroquimicos en combinacion con procesos fotocataliticos tienen en
general mayor poder de eliminacién de contaminantes orgdnicos persistentes como la
cafeina alcanzando rendimientos del 47%.

e Los procesos electroquimicos en combinacidon con procesos fotocataliticos tienen en
general gran poder de desinfeccidon de aguas de salida de depuradora. Se consigue una
reduccion de 5 unidades logaritmicas en el caso de Escherichia coli y de 4 unidades
logaritmicas para Enterococcus sp.

e Los resultados obtenidos permiten el escalado de los procesos disefiando una planta
para la regeneracion de aguas a escala piloto. La planta consiste en dos reactores
fototubulares (etapa de fotocatalisis heterogénea con TiO,) que descargan por
gravedad en un reactor de mezcla perfecta de electrdlisis. Tras un ciclo completo del
proceso combinado se tratan en total 34 litros. El coste estimado del tratamiento es de
2,35€/m> comparable a los habitualmente utilizados en procesos de regeneracion.
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Como conclusién final, la aplicaciéon de procesos combinados de fotocatdlisis y electrélisis
permite la desinfeccién de aguas y la eliminacidn de contaminantes organicos persistentes
presentes en efluentes de salida de depuradora.
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ANEXOI. METODOLOGIA ANALITICA

I.I Fortificacion de muestras con bacterias

La fortificacién de las muestras de agua de salida de depuradora se realiza a partir de una
cepa congelada a -20°C. Tras descongelarse, se toma un indculo con el asa de siembra y se
realiza un aislamiento en superficie por agotamiento (Figuras | y Il) en agar nutritivo (Tabla 1),
incubandose las placas durante el tiempo necesario y a la temperatura indicada para cada
bacteria.

El objetivo final de esta siembra consiste en obtener un nimero reducido de bacterias
distribuidas individualmente sobre la superficie de la placa, de forma que tras la incubacion
cada una de ellas originara una colonia aislada. Normalmente, una colonia aislada es un cultivo
puro. El resultado de la siembra se muestra en la Figura Il.
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Figura I. Técnica de aislamiento en superficie por agotamiento.

Figura Il. Resultado tras la incubacion de Escherichia coli 24 horas a 42°C.



Tabla |. Composicion del agar nutritivo.

Ingredientes Concentracion
(s/L)

Extracto de carne 1,0

Extracto de levadura 2,0

Peptona 5,0

Cloruro de sodio 5,0

Agar 15,0

El agar nutritivo no es un tipo de agar selectivo, por lo que en él puede crecer cualquier
tipo de bacterias. Es importante observar las colonias crecidas tras la incubacién para ver si el
cultivo es homogéneo.

Tras el periodo de incubacién, se prepara una suspension bacteriana concentrada
transfiriendo las colonias a un tubo con agua ultrapura con NaCl 0,9%. El numero de colonias
presentes en el indculo se calcula en relacidn a la turbidez que presenta esta suspension. Una
vez alcanzada la turbidez deseada, se adiciona la suspension de la bacteria de estudio a la
muestra de agua de salida de depuradora que se desea fortificar. En el presente proyecto se
preparan muestras fortificadas con Escherichia coli o Enterococcus sp., en funcidon de la
bacteria objeto de estudio del experimento. Las poblaciones bacterianas iniciales para cada
uno de los experimentos realizados no son las mismas debido a la dificultad de preparacién y
calibracion de la suspensién celular concentrada.

I.Il Fortificacion de muestras con cafeina

Este proceso consiste en adicionar el compuesto organico elegido como modelo, es decir,
cafeina. En las muestras de salida de depuradora se adicionan 45 mg/| de cafeina para poder
observar mejor su reduccion al aplicar los procesos electroquimicos y combinados (procesos
electroquimicos y fotocataliticos).

I.IlIl Medios de cultivo

Los medios de cultivo selectivos son ambientes artificiales que proporcionan todos los
nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano en el laboratorio y se encuentran en
forma deshidratada. En esta investigacidon se utilizan medios sdlidos, que se encuentran en
forma de polvo fino o granular.

En primer lugar se adiciona la cantidad de medio adecuada en un litro de agua ultrapura.
La mezcla se lleva a ebullicién permitiendo la disolucién completa del medio en el agua. A
continuacion, se dispone en botellas con tapon de rosca y se esterilizan a 121°C y 1 bar de
presion durante 15 minutos. Tras el proceso de esterilizacion, se dejan enfriar hasta una
temperatura de 50°C y se vierte en placas Petri con un didmetro de 90 mm. Una vez
solidificado el agar, las placas estdn listas para usar.

Para el analisis de Escherichia coli se utiliza el agar selectivo MacConkey (Scharlau), cuya
composicidon se muestra en la Tabla Il. En este medio, las colonias de E. coli presentan un color
violeta oscuro caracteristico.



Tabla Il. Composicion de agar MacConkey.

Ingredientes Concentracion
(/L)
Peptonas 20,000
Lactosa 10,000
Sales biliares 1,500
Cloruro de sodio 5,000
Rojo neutro 0,030
Cristal violeta 0,001
Agar 15,000

En el caso de Enterococcus sp., se utiliza el agar selectivo Slanetz & Bartley (Scharlau), cuya
composicidon se muestra en la Tabla Ill. La preparacidon de este agar conlleva, después de su
esterilizacién y enfriamiento a 50°C, la adicidn de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1%
(Scharlau) en una proporcién de 10 mL por cada litro de medio base. La solucion TTC se utiliza
como indicador de color e indica la actividad biolégica de Enterococcus sp., ya que el TTC
(incoloro) se reduce a trifenilformazan (rojo), de manera que las colonias adquieren un color
granate caracteristico.

Tabla lll. Composicion de agar Slanetz & Bartley.

Ingredientes Concentracion
(g/L)
Triptosa 20,0
Extracto de levadura 5,0
Dextrosa 2,0
Hidrogenofosfato de potasio 4,0
Azida de sodio (NaN3) 0,4
Agar 10

El agar selectivo empleado para el cultivo de Pseudomonas aeruginosa es Cetrimida, cuya
composicion se presenta en la Tabla IV. En este medio las colonias presentan un color blanco.

Tabla IV. Composicion de agar Cetrimida.
Ingredientes Concentracion
(g/L)
Gelatina de peptona 20,0
Cloruro de magnesio 1,40
Sulfato de potasio 10,00
Bromuro de cetiltrimetil-amonio 0,30
Agar 13,60

El agar selectivo empleado para el cultivo de Coliformes totales es CCA, cuya composicion
se presenta en la Tabla V. La preparacidn de este agar no permite su esterilizacién, por tanto
se lleva a ebullicidn durante unos 35 minutos hasta su completa disolucién. Si es necesario se



ajusta el pH a 6,8 + 0,2 (25°C). En este medio las colonias de Escherichia coli presentan un
color azul oscuro mientras que las de Coliformes totales presentan un color morado.

Tabla V. Composicion de agar CCA.

Ingredientes Concentracion
(/L)

Caseina enzimatica digestiva 1,00
Extracto de levadura 2,00
Cloruro de sodio 5,00
Hidrogenofosfato de disodio 2,70
Fosfato dihidratado de sodio dihidrogenado 2,20
Triptofan 1,00
Piruvato de sodio 1,00
Tergitol 0,15
Sorbitol 1,00
6-cloro-3-indoxi-3-D-galactopiranoside 0,20
Acido 5-Bromo-4-cloro-3-indoxi-R-D-glucoronico 0,10
IPTG 0,10
Agar 13

Por ultimo, para el caso de Staphylococcus Aureus se emplea el agar Mannitol cuya
composicion se presenta en la Tabla VI. En este medio las colonias presentan un color amarillo.

Tabla VI. Composicion de agar Mannitol.
Ingredientes Concentracion
(/L)
Extracto de carne 1,000
Caseina pancreatica digestiva 5,000
Péptido digestivo de carne 5,000
Cloruro de sodio 75,000
D-Mannitol 10,000
Fenol rojo 0,025
Agar 15,000

I.IV Método de diluciones decimales seriadas

Debido a que no se conoce con antelacién la concentracidon microbioldgica presente en las
muestras de agua a analizar, se realizan diluciones en serie de la muestra inicial con el fin de
que el nimero de unidades formadoras de colonias por placa esté en el rango entre 30 y 300.
Una dilucidn en serie es la reduccion progresiva, paso a paso, de la concentracién de una
sustancia en disolucion.

A partir de la muestra a analizar (dilucién 0), se toma 1 ml con micropipeta y se transfiere a
un tubo con 9 ml de agua ultrapura al 0,9 % NaCl (suero fisioldgico), estéril. A continuacion, se
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homogeneiza en un vortex, obteniéndose de esta forma la dilucion 1:10 (o diluciéon -1). Para
hacer las diluciones sucesivas, se toma 1 ml de la dilucién precedente bien homogeneizada y
se lleva a un tubo con 9 ml de agua ultrapura al 0,9% NaCl, todo ello en ambiente de trabajo
estéril, proporcionado por un mechero Bunsen. La Figura Ill muestra el procedimiento de
diluciones decimales seriadas de manera gréfica.

a k. b e e ﬁ'\g.
MUESTRA 9 miL HaO
| 0,9% Nacl
Diluciones 110 1:10 000 1:100 000

: o
Siembra P B e
T | f . O Q
% ¢ k / ! J
-3

Figura lll. Esquema del método de diluciones seriadas.
.V Métodos de siembra
Método de siembra en superficie

En presencia de atmdsfera estéril proporcionada por un mechero Bunsen, se pipetea sobre
la superficie del agar dispuesto en la placa el volumen de muestra o de diluciéon deseado (100
HL) en el centro de una placa Petri (90 mm @) que contiene medio de cultivo sélido (Figura IV
a)). Con ayuda de una varilla de vidrio estéril se extiende la muestra de forma homogénea por
la superficie del agar (Figura IV a)), a la vez que se va rotando la placa (Figura IV b)), hasta que
el inéculo se ha absorbido completamente en el medio (Eaton et al., 2005).

Figura IV. Meétodo de siembra en superficie.



Ante el desconocimiento de la concentracion exacta de bacterias en la muestra de agua, se
siembran varias placas con diferentes volimenes y diluciones con el fin de asegurar una placa
apropiada para el recuento final.
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ANEXO II. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CAFEINA

El uso de la cafeina como indicativo a lo largo del desarrollo experimental, requiere de la
correspondiente técnica de cuantificacion, de tal manera, que permita observar las
reducciones conseguidas en su concentracion tras someter las muestras al tratamiento de
electrolisis. Para ello se dispone de un espectrofotdmetro de marca Helios modelo UV-VIS
ThermoSpectronic.

Previamente a la calibracién, se realiza un barrido en todo el espectro para determinar la
longitud de onda a la que absorbe la cafeina. En la Figura VI se puede observar dicho barrido,
en el que se obtiene la longitud de onda de 272 nm.
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Figura V. Grdfica de barrido del espectro electromagnético.

Para calibrar el equipo se preparan un total de 8 disoluciones en el rango de 1 a 50 mg/I.
En la Tabla VII se recogen las medidas de absorbancia obtenidas para cada una de las
disoluciones preparadas. De la representacion de la absorbancia respecto a la concentracion
de cafeina (Figura VI) se obtiene la recta de calibrado de la cafeina.

Tabla ViI. Disoluciones utilizadas para el calibrado del espectrofotometro.
[Cafeina] Medid Medid Absorban
(mg/1) al a2 cia

1 0,15 0,15 0,15
5 0,353 0,352 0,3525
12 0,709 0,708 0,7085
20 1,118 1,118 1,118
30 1,597 1,595 1,596
40 2,076 2,083 2,0795
45 2,306 2,302 2,304
50 2,506 2,506 2,506
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Figura VI. Recta de calibrado de la cafeina (Pardo Carranza, 2017).

En la Figura VI se presenta la grafica de absorbancias obtenidas para cada concentracién de
disolucién patrén preparadas. Se presentan también la ecuacién de la recta y la regresién al
cuadrado (R?). Esta recta de calibrado se emplea en la experimentacion para el calculo de las

concentraciones de cafeina.
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ANEXO III. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CLORO
ACTIVO

Para la obtencion de la recta de calibrado de la concentracion de cloro activo es necesaria
la preparacion de un reactivo de cloracién, es decir, dilucidn 1:10 de hipoclorito sddico.

Para conocer con exactitud la cantidad de cloro adicionada a la muestra (D), se procede de
la siguiente forma: en un frasco de vidrio (capacidad de 325 ml) se afiaden 5 ml de reactivo de
cloraciéon y se llena hasta rebose con agua ultrapura con cuidado de que no queden burbujas
en su interior.

Para la realizacién de la valoracién a través de la cual se calcula la concentracion del cloro
activo del que se dispone, se emplean los siguientes reactivos, donde se incluyen también el
proceso de obtencion de algunos de ellos:

e Acido acético, CH;COOH

e Yoduro de potasio, Kl

e Indicador de almiddn. Para la elaboracion de este indicador se diluye 1 g de almiddn

(solido) en 10 ml de agua ultrapura fria. Tras esto, se vierte en 90 ml de agua ultrapura
hirviendo, se mezcla y se deja hervir durante 3 minutos y por ultimo se deja enfriar

e Tiosulfato sddico 0,025N, Na,S,0;. Este reactivo es el agente valorante y para ello se

procede de la siguiente manera: Se hierve 1 | de agua ultrapura y se deja enfriar. A
continuacion se disuelven en dicha cantidad de agua 6,21 g de tiosulfato de sodio

pentahidratado (Na,S,03-5H,0) y 0,02 g de carbonato de sodio (Na,COs).

La valoracion consiste en afiadir en un Erlenmeyer 100 ml de la muestra que se desea
analizar (reactivo de cloracién diluido), 5 ml de acido acético, 1 g de Kl (la muestra se vuelve de
color amarillo), 2 ml de almidén (la muestra toma un color negro intenso) y por ultimo valorar
con Na,S,0; hasta que desaparece el color.

Se realizan dos valoraciones de este reactivo de cloracion y los resultados en mililitros de
agente valorante gastados son 12,8 y 12,7 ml. Se hace el promedio de ellos (12,75 ml) y se
calcula como se indica a continuacidn, la concentracion inicial de cloro:

Vy-N-35,5-1000

Dy = v [Ec. 2]
Vy:N-35,5-

D, = Vy-N-35,5-1000 [Ec. 2]
Vm

Donde Vy es el volumen de agente valorante consumido en la valoracion, N es la
normalidad del tiosulfato y V., es el volumen de muestra valorada. Asi pues, la ecuacion queda
de la siguiente forma:

12,75 -0,025-35,5-1000

Dy = 100 = 113,16 mg/1




Para saber la concentracidn del reactivo de cloracién multiplicamos por 325 ml que caben
en el frasco de vidrio y se divide por los mililitros adicionados de éste en dicho frasco, es decir,
5 ml. La operacidn es la siguiente:

325
Concentracion R. cloraciéon = 113,16 - = 7355,16 mg/1

Por ultimo, la concentracion inicial de cloro activo se calcula multiplicando la del reactivo
de cloracién por 10 ya que se diluye inicialmente en proporcién 1:10 tal y como se comenta
anteriormente. Por tanto, la concentracion es:

Concentracion Cl, inicial = 7355,16 - 10 = 73551,6 mg Cl,/1

Sabiendo estas concentraciones, se calculan los volimenes necesarios para obtener los
patrones y poder realizar la recta de calibrado haciendo uso del método DPD descrito.

Los patrones que se preparan (concentraciones tedricas), asi como las absorbancias
obtenidas, el promedio de éstas y la desviacion existente entre ellas se presentan en la Tabla
VIII:

Tabla ViII. Patrones de cloro activo y sus respectivos resultados.

Conc. Tedrica ::I(;J(:.;T;)gir; Abs. 1 Abs. 2 X Desviacion
0,1 0,088 0,045 0,047 0,046 0,001
0,2 0,177 0,062 0,062 0,062 0,000
0,5 0,442 0,114 0,114 0,114 0,000
0,7 0,619 0,167 0,166 0,167 0,001

1 0,884 0,220 0,220 0,220 0,000
1,2 1,060 0,282 0,282 0,282 0,000
1,5 1,326 0,359 0,358 0,359 0,001

2 1,767 0,449 0,448 0,449 0,001
2,5 2,209 0,526 0,525 0,526 0,001
3,5 3,093 0,649 0,645 0,647 0,003
4,5 3,977 0,828 0,827 0,828 0,001
5,5 4,860 1,004 1,000 1,002 0,003

7 6,186 1,108 1,104 1,106 0,003

Con estos resultados, se representa la concentracion frente a la absorbancia 1, que es la
tratada como vdlida debido a que es la que se toma a tiempo 0 de la reaccidn. En la siguiente
imagen se presentan dos rectas ya que existen dos intervalos: de 0,1-2 y de 2-7 mgCl,/I.
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Figura VII. Representacion de Abs. 1 frente a la concentracion de cada patron.

Ademas, se presentan en el grafico (Figura VII) la regresion al cuadrado y la ecuacion de la
recta de calibrado con la cual, a partir de una absorbancia leida se puede obtener la

concentracion de cloro activo generado.
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ANEXO IV. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
CLORUROS

El método argentométrico se emplea para la realizacién de una recta de calibrado que
permite conocer la concentracién en cloruros de muestras en las que ésta es desconocida, por
ejemplo en muestras de agua de salida de depuradora con las que se realizan ensayos de
electrdlisis.

Primero se prepara una solucion madre (250 ml) de 1000 ppm de cloruros. Con esta
disolucién madre se preparan los patrones correspondientes para la realizacion de la recta de
calibrado y cuyas concentraciones se exponen en la siguiente tabla junto con el volumen a
adicionar de disolucién madre en 50 ml:

Tabla IX. Concentraciones de cloruros para la preparacion de los patrones (50 ml) y volumen a adicionar
de disolucion madre.

Concentracion (mg CI/I) Vmadre (M)
400 20
200 10
100 5
50 2,5
25 1,25
10 0,50
7 0,35

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IX, donde:

e [ppm CI] Tedrica: es la concentracidn tedrica afadida en cada patrén

e Vol. A AgNO; (ml) y Vol. B AgNO; (ml): son los volimenes gastados de AgNO; 0,028N
en la valoracién descrita

e [ppm CI], Real y [ppm CI']; Real: concentraciones reales calculadas con la Ecuacidn
19.1 (Memoria) para las valoraciones Ay B

e X esel promedio de las dos concentraciones reales calculadas para las valoraciones A
y B. Se calcula mediante la funcion Excel: PROMEDIO

e S: es la desviacién tipica entre los dos valores de concentraciones reales calculados
mediante la Ecuacion 19.1 (Apdo. 3.4.1, Memoria). Se calcula en hoja Excel mediante

la formula: DESVEST
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Tabla X. Resultados obtenidos tras la valoracion de las muestras de cloruros.
[ppm CI] | Vol. AAgNO; | [ppm Cl'], Vol. B [ppm CI'];g ) s
Teorica (ml) Real AgNO;(ml) Real
0 0,5 10 0,5 10 10 0
7 0,8 16 0,8 16 16 0
10 0,9 18 0,9 18 18 0
25 2 40 2,4 48 44 5,657
50 3,8 76 4.4 88 82 8,485
100 6,3 126 6,4 128 127 1,414
200 12,5 250 11,8 236 243 9,899
400 22,5 450 22 440 445 7,071

En la siguiente imagen se muestra la grafica de concentracion tedrica de cloruros (ppm) vs
el promedio de las dos concentraciones calculadas (reales) a partir de los volimenes
adicionados en cada valoracién de AgNO;. También se presenta en dicha grafica la regresion al

cuadrado y la ecuacion de la recta de los puntos obtenidos.

Figura VIII.

La recta de calibrado de cloruros permite conocer la concentraciéon de éstos en muestras
en las que es desconocida. En la Figura VIl se aprecia que los valores obtenidos por el método
explicado, se ajustan a una recta, cuya ecuacidn permite conocer la concentracién tedrica a la
que corresponde la concentracion real obtenida por valoracién y resultante de la [Ec. 19.1]

Recta de calibrado cloruros
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(Apdo. 3.1.4, Memoria).
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ANEXOV. CARACTERIZACION DEL TIO:

V.l Equipos empleados para la caracterizacion

Las medidas de difraccion y fluorescencia de rayos X se han realizado en el Servicio de
Difraccion de Rayos X y Analisis por Fluorescencia, y las de microscopia electrénica (FESEM) en
el Servicio de Microscopia Electrénica de Materiales, pertenecientes ambos al Servicio General
de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Zaragoza.

V.LI Difraccion de Rayos X

La técnica de difraccion de rayos X de muestras en polvo permite determinar los
compuestos cristalinos presentes en una muestra y en el caso de nuevos compuestos se puede
estudiar y determinar su estructura. También se pueden estudiar cambios estructurales en
funcién de la temperatura.

Los datos se han recogido con un difractdmetro marca RIGAKU, modelo D/max 2500
provisto de un anodo rotante. El difractémetro funciona a 40Kv y 80 mA con un anddo de
cobre (Cu) y se utiliza un monocromador de grafito para seleccionar la radiacién CuKalfa. Las
condiciones de medida son 2theta 10 a 80 step=0.03 t=1s/step. La determinacion vy
cuantificacidn de fases se ha realizado con el programa MDI-Jade7 vy la base de datos JCPDS-
International Centre forDiffraction Data- 2000.

V.LI Fluorescencia de Rayos X

El andlisis elemental por fluorescencia de rayos X permite determinar los elementos
presentes en la muestra. Se puede realizar tanto en muestras sélidas (pastilla, polvo, lamina
etc...) como liquidas y de una manera cualitativa o cuantitativa.

Para el andlisis semicuantitativo de fluorescencia de rayos X se ha utilizado un
espectrémetro secuencial de Fluorescencia de rayos X de ThermoElectron, serie ARL, modelo
ADVANT’XP. El espectrometro esta equipado con un tubo de rayos X con ventana frontal de
berilio (Be) y dnodo de rodio (Rh). La muestra se ha medido en polvo en atmédsfera de helio
(He). Se ha utilizado el programa “UNIQUANT” de Thermoscientific, que permite obtener un
analisis semicuantitativo de los elementos comprendidos entre el sodio (Na) y el uranio (U).

V.LII Microscopio electronico de barrido de emision de campo (FESEM)

La microscopia electrénica de barrido de emisién de campo permite la observacién y
caracterizacion de materiales por espectrometria de energia dispersiva de RX de alta
resolucidon. Es una herramienta que posibilita realizar analisis quimicos cuantitativos y
cualitativos y ademas crea imagenes de tres dimensiones utilizando electrones en lugar de
ondas ligeras (cortas).

El equipo utilizado es microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM)
Carl Zeiss MERLIN™ (Figura 1X), que tiene las siguientes caracteristicas:

e (Cafién de emisidn de electrones por emision de campo de punta caliente.
e Permite observaciones de hasta 0.8nm de resolucion espacial.

Xiv



e Voltajes de aceleracién entre 0.02 y 30 kV.

e Detectores de electrones secundarios y retrodispersados en la cdmara y en la columna
(in-lens).

e Detector EDS para Andlisis de la Energia de los Rayos X dispersados INCA 350 de
Oxford Instruments con resolucion en energia de 127 eV a 5.9 KeV.

e Detector EBSD (Electron Back Scatter Diffraction) para el registro y andlisis de
diagramas de Difraccion de electrones retrodispersados y mapas de orientacidn
cristalografica.

e Detector STEM.

e Sistema de compensacion de carga por inyeccion de nitrégeno. Este sistema permite la
observacion de muestras aislantes sin recubrir utilizando detectores de electrones de
alto vacio.

Sistema de limpieza por plasma (“plasma cleaner”) y por inyeccién de oxigeno.

Figura IX. Microscopio electrénico de barrido de emision de campo (FESEM).

V.l Composicion elemental

La Tabla XI muestra la composicidn elemental del diéxido de titanio analizado, TiO,

Levenger.
Tabla XI. Composicion elemental del didxido de titanio utilizado.
Levenger
% Peso Fluorescenci FESEM
a
Ti 50,82 42,22
(0] 38,64 53,63
Zn 4,43 3,91
Ca 2,05 0,05
S 1,03 0,02
Si 0,64 -
Na 0,70 -
Mg 0,19 -
Al 0,17 -
Cu - 0.17
Otros 1,33 -
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V.1 Fases cristalinas
La Figura X muestra el difractograma de rayos X de una muestra de TiO, Levenger.
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Figura X. Difractograma de Rayos X de una muestra de TiO, Levenger.

V.Iv Imagenes FESEM

La Figura Xl muestra diferentes imagenes de microscopio electrénico de barrido de emisidn
de campo (FESEM) del TiO, Levenger.
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Figura XI. Imdgenes de Microscopia Electrénica del TiO, utilizado.

Destacan las particulas con bordes lisos y de mayor tamafio que aparecen en el TiO,
Levenger.
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ANEXO VI. MODELIZACION CINETICA

VI.I1 Descripcion de modelos cinéticos

La microbiologia predictiva es la rama de la microbiologia que pretende conocer el
comportamiento de las poblaciones microbianas frente a diversas condiciones ambientales o
tratamientos. Para ello se requiere de un trabajo multidisciplinar, en el que se combina
matematicas, microbiologia, ingenieria y quimica. El objetivo es la obtencidn de una expresion
matematica que describa y permita predecir el ritmo de inactivaciéon de los microorganismos
de una determinada poblacion. Dicha expresién matematica se conoce cominmente como
modelo cinético de inactivacidn, y estudia el ritmo de mortandad de las poblaciones.

En la literatura existe una amplia variedad de modelos cinéticos que tratan de representar
la accion de un desinfectante y su particular modo de actuacion sobre los microorganismos
presentes en el agua, siempre bajo las condiciones particulares del sistema que se estudia.

La primera propuesta de un modelo cinético fue formulada por Chick en el afio 1908. Se
trata de una cinética de inactivacion de primer orden para la modelizacion de graficas de
inactivacion lineales. Con este modelo, Chick trata de explicar el proceso de desinfeccién como
si de una reaccién quimica se tratara. En este modelo, Chick supone que la concentracion de
desinfectante se encuentra en exceso, y por lo tanto el proceso es analogo a una reaccion
quimica de primer orden en la que la velocidad de la reaccién depende de las concentraciones
relativas del desinfectante y los microorganismos.

Uno de los problemas que presenta la Ley de Chick es que las desviaciones de su modelo
son frecuentes. Por ejemplo, el indice de mortalidad aumenta o disminuye con el paso del
tiempo. Por esta razén, la ecuacion del modelo de Chick se puede integrar para formular una
relacidon de la mortalidad de las bacterias valida para diferentes condiciones, obteniéndose la
expresion representada en la ecuacion (Ecuacién 1).

—=—-k‘N -» Ln—=-k-t [Ecuacidn 1]

dN _ N¢
dt N

(o]

El mismo afio que Chick presenta su modelo, Watson realiza una primera modificacion del
mismo. Watson creia que era posible incorporar al modelo el efecto de la concentracidn de
desinfectante sobre la velocidad de reaccidon. Se sospecha que existe una relacidn
estequiométrica entre el nimero de microorganismos y el nimero de moléculas de
desinfectante necesarias para inactivarlos. El nuevo modelo, pasa a conocerse como modelo
cinético de inactivacién de Chick — Watson y se describe en la Ecuacion Il:

dN N, Ne o
d—=—k-C-N—>lnN—=—k-C”-t—>N—=e
t 0 0 [Ecuaciodn Il]
Donde C es la concentracién de desinfectante y n es el nimero de moléculas de
desinfectante necesarias para conseguir la inactivacion bacteriana. Este factor empirico n,
también se conoce como coeficiente de dilucién y suele considerarse la unidad (Pernitsky et

al., 1995; Lanao, 2012).
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Sin embargo, los modelos cinéticos lineales presentan muchas limitaciones y no son
capaces de explicar determinadas desviaciones observadas en los procesos de desinfeccidn
bacteriana. En ocasiones la curva de inactivacion microbiana no es lineal y presenta formas
curvilineas céncavas (hombro) y convexo (cola). En la Figura Xl se muestran los diferentes
grupos de curvas de inactivacion existentes (A, B, Cy D).

La curva de inactivacidn A representa la cinética de primer orden o muerte exponencial, en
la que la velocidad de inactivacidn es constante e independiente del tiempo de tratamiento. La
curva B muestra un hombro inicial (shoulder) o fase "lag" en la que una fracciéon de
microorganismos supervivientes se mantiene constante en los primeros instantes del
tratamiento, produciéndose seguidamente un descenso lineal de los mismos. Se atribuye a una
mezcla inadecuada del desinfectante en la muestra, un retraso en la difusidon del desinfectante
a los puntos de accién bacterianos o a una resistencia inicial de los microorganismos al ataque
del desinfectante. Las curvas C se caracterizan por una fase de inactivacion lineal rapida
seguida de una disminucién de las poblaciones lenta, lo que se traduce en la formacién de una
cola o tailing-off (Gylrék & Finch, 1998). Del mismo modo que en el fendmeno de los
hombros, existen varias teorias acerca de la aparicién de colas. Puede ser debido a
agrupaciones de microorganismos, a la presencia de subpoblaciones con una resistencia
variable al desinfectante, bien de caracter innato o como respuesta a una adaptacién al medio,
o también, a que se produzca una disminucion en la concentracidn del desinfectante durante
el tratamiento. Finalmente, las curvas D presentan ambas desviaciones lineales, mostrando
una fase inicial de hombro seguida de una fase lineal de inactivacién y finalizando con un

fendmeno de cola (curvas sigmoideas).

—— DMuerte exponencial
-— Hombros
— - Colas

0 momr=T— r—---- Hombros y Calas

Indice de supervivencia (unidades log)

Tiempo de contacto (min)

Figura XII. Curvas de inactivacion microbiana posibles (Gytrék & Finch, 1998).
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Modelo de Hom (1972)

El origen del modelo cinético de Hom surge como una generalizacidon empirica de la ley de
Chick-Watson. El propio Hom observé como las cinéticas de inactivacién de sus sistemas
algales-bacterianos no se ajustaban a los tradicionales modelos cinéticos de tipo lineal, si no
que presentaban cinéticas curvilineas.

De este modo, Hom desarrollé un nuevo modelo a partir de la ley de Chick-Watson
(Ecuaciodn 1l1), donde k es la constante de velocidad de inactivacion de primer orden, C es la
concentracion del desinfectante, n el coeficiente de dilucion y m una constante empirica del
modelo. El modelo se simplifica siempre que la concentracién de desinfectante sea constante,
integrandose esta concentracién en una constante de velocidad aparente de pseudo-primer
orden (kg = k-C"; (min™)), obteniéndose de este modo la Ecuacién IV.

dN _ N
d—=—k-m-C"-N-tm 1—>LogN—=—k-C”-tm
t 0 [Ecuacion 1l1]
Loqﬁzuk St
7N, ap

[Ecuacidn V]

El nivel de inactivacidn predicho por el modelo de Hom es una funcién no lineal de c y t,
que dependen de los parametros del modelo n y m respectivamente. Este modelo puede
describir las curvas A-D de la Figura Xll y se simplifica al modelo Chick-Watson paran=1ym=
1. Cuando m es menor que la unidad, se visualiza un efecto de cola o tailing-off (Lanao, 2012).

Modelo Weibull

Mafart y colaboradores, describen en 2002 un modelo de inactivacién microbiana basado
en una distribucion de tipo Weibull. Se trata de una distribucidon de probabilidades disefiada
para describir el comportamiento de sistemas que tienen cierto grado de variabilidad.

Mientras que en los modelos convencionales de primer orden se asume que las
poblaciones microbianas son homogéneas desde el punto de vista de su resistencia a las
condiciones a las que son expuestas, el modelo descrito por Mafart y colaboradores asume
que la muerte celular tiene lugar en funcién del tiempo de contacto de la célula a unas
condiciones de estrés dadas y que cada célula necesita un tiempo de contacto diferente para
morir, y que la dispersion de la resistencia a las condiciones a las que se exponen las células
viene regida por una distribuciéon de tipo Weibull; este modelo asume que las poblaciones
microbianas son de caracter heterogéneo.

La Ecuacidn V es la propuesta por Mafart para describir el modelo descrito.

N, t
bog 3, = 7@ ’
0 [Ecuacién V]
El pardametro 6 es conocido como “tiempo de la primera reducciéon decimal”, y se
corresponde con el tiempo necesario para llevar a cabo la reduccidon del primer ciclo

logaritmico decimal de la poblacion bacteriana (por ejemplo, de Ny a Ny/10). Este parametro se
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distingue del parametro D utilizado tradicionalmente en cinéticas de primer orden y el cual
representa el tiempo de reduccién decimal. El pardmetro p indica la forma que va a presentar
la curva de la ecuacién. Cuando p > 1, la curva toma formas convexas, y cuando p < 1, la curva
toma formas cdncavas. En el caso de que p = 1, la curva de la ecuacion describiria un modelo
lineal de primer orden.

Este modelo presenta dos desventajas principales. En primer lugar, es que la evaluacién de
los parametros requiere de una regresién no lineal. La otra desventaja radica en que el
parametro p esta fuertemente correlacionado con el parametro 6, es decir, no son parametros
independientes, y un error en uno de ellos repercutira en el otro. Esta correlacién causa cierta
inestabilidad en los parametros estimados.

Modelo bifasico

Este modelo, denominado como bifasico, se basa en la existencia de dos poblaciones
microbianas que presentan una sensibilidad diferente al tratamiento, siguiendo en ambos
casos una cinética de inactivacién de primer orden. La expresion matematica del modelo se
define por la Ecuacién VI.

N
LogN—t = Log[P-e ¥t + (1 —P)-e k2t]
0 [Ecuacién VI]

Donde P es la fraccibn de microorganismos supervivientes correspondientes a la
subpoblacién 1, y por lo tanto (1 — P) es la fraccidon de microorganismos supervivientes de la
subpoblacién 2. El parametro k; representa la constante de inactivacion de la poblacién
sensible y k, es la constante de inactivacidn de la poblacién mas resistente.

VLI Ajuste de datos experimentales e indices de error

Para obtener los coeficientes cinéticos de cada modelo descritos anteriormente, es
necesario ajustar los valores experimentales a las correspondientes ecuaciones mediante
técnicas de regresién no lineal. Los parametros de los modelos se ajustan a ecuaciones
mediante algoritmos interactivos bastados en el método de minimos cuadrados (Pernistky et
al. 1995). En la actualidad, muchos programas informaticos estadisticos permiten realizar estos
ajustes. Entre ellos, en este trabajo experimental se utiliza la herramienta Solver del programa
Microsoft Excel.

Para evaluar la calidad de los ajustes de los modelos a los datos experimentales obtenidos
se utilizan dos indices: el coeficiente de determinacién (R) y el error cuadratico medio (ECM).
También se utiliza con este propdsito la representacion grafica de los valores estimados frente
a los obtenidos experimentalmente. El célculo de R* y ECM se realiza con el programa Excel
(Microsoft).

El coeficiente de determinacién R, se calcula a partir de R? y se utiliza como una medida
global de la calidad del ajuste. Este coeficiente informa sobre la proporcion de variabilidad
total de la variable dependiente que es explicable por el modelo. Cuanto mas cercano sea el
valor de R? a 1, mejor es la precisién predictiva del modelo, y por tanto, mas concuerdan los
valores predichos con los valores observados. La ecuacidn del coeficiente de determinacion
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viene descrita por la Ecuacién VII, donde J; son los valores estimados, e y es la media de los
valores reales.

Lz Fi—9)?

Ecuacién Vi
SO [ ]

El error cuadratico medio, ECM, se define como la raiz cuadrada de la media del cuadrado
de los residuos (diferencia entre los valores observados y los valores estimados) y viene
determinado por la Ecuacién VIII, donde n es el tamafio de la muestra. Un valor de ECM igual a
0 indica que existe un perfecto acuerdo entre los valores predichos y los valores reales.

Zn=1(37i_y)2 .,
ECM = |/=—/———— [Ecuacién VIl
n

Para comparar modelos diferentes se representan graficamente los valores observados
frente a los valores estimados. Si el modelo se ajusta perfectamente a los datos, los puntos se
encuentran distribuidos a lo largo de la linea de equivalencia. La bondad del modelo es mayor
cuanto mas proximos estan los puntos a dicha linea.
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ANEXO VII.LRESULTADOS

VILI Influencia de la cafeina sobre las bacterias

A continuacidn se presentan en la Tabla Xll los resultados obtenidos acerca de la influencia
que ejerce la presencia de cafeina sobre Escherichia coliy Enterococcus sp.

Tabla XIl. Influencia de la cafeina sobre las bacterias estudiadas.
Contenido Inicial Cafeinalh Cafeina24h
E.coli 2.89E+04 2.47E+04 2.55E+04
Enterococos 1.10E+04 6.00E+03 1.09E+04

VILII Procesos electroquimicos

Se presentan en las Tablas XIII-XXIV los resultados obtenidos en la aplicacién de procesos
electroquimicos para la desinfeccidn y eliminacidn de cafeina de las muestras de agua de salida
de depuradora.

Tabla XllI. Eliminacidn de Escherichia coli y Enterococcus sp. de muestras tomadas el 05/06/18.
Tiempo
(min) Unidades logaritmicas | Desviacion | Reduccion
INICIAL 4.05 0.51 0.00
0 3.27 0.17 -0.78
Escherichia 5 3.00 0.00 -1.05
coli 10 3.00 0.00 -1.05
20 3.00 0.00 -1.05
30 3.00 0.00 -1.05
INICIAL 3.45 0.21 0.00
0 3.00 0.00 -0.45
Enterococcus 5 3.00 0.00 -0.45
sp. 10 3.00 0.00 -0.45
20 3.00 0.00 -0.45
30 3.00 0.00 -0.45
Tabla XIV. Eliminacidn de Pseudomona aeruginosa de muestras tomadas el 05/06/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas | Desviacién Reduccidén
INICIAL 5.13 0.20 -0.02
30 3.00 0.00 -2.13
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Tabla XV. Eliminacidn de Escherichia coli y Coliformes totales de muestras tomadas el 05/06/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas | Desviacion | Reduccion
E. Coli INICIAL 3.75 0.26 -0.04
30 3.00 0.00 -0.75
Coliformes INICIAL 5.50 0.23 -0.04
Totales 30 3.00 0.00 -2.50
Tabla XVI. Eliminacidn de Staphylococcus Aureus de muestras tomadas el 05/06/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas | Desviacion Reduccién
INICIAL 3.92 0.34 0.00
30 3.61 0.29 -0.31
Tabla XVII. Eliminacidn de cafeina de muestras tomadas el 05/06/18.
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/l)
INICIAL 0.246 2.656
+45 mg/| 2414 47.584
Tras tto. 2.362 46.516
Tabla XVIII. Eliminacidn de Escherichia coli y Enterococcus sp. de muestras tomadas el 25/06/18.
Tiempo (min) Unidades logaritmicas Desviacion Reduccién
-5 8.26 0.06 0.00
0 4.88 0.52 -3.38
5 3.92 0.58 -4.34
E. coli
10 3.68 0.29 -4.58
20 3.78 0.43 -4.48
30 3.39 0.12 -4.87
-5 7.20 0.10 0.00
0 5.64 0.43 -1.56
5 5.15 0.09 -2.05
Enterococos
10 491 0.36 -2.29
20 4.46 0.26 -2.74
30 3.76 0.45 -3.44
Tabla XIX. Eliminacidn de cafeina de muestras tomadas el 25/06/18.
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
INICIAL 0.230 2.314
+ 45 mg/| 2.315 45.542
Tras tto. 2.235 43.874
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Tabla XX. Eliminacidn de Escherichia coli y Enterococcus sp. de muestras tomadas el 02/07/18.
Tiempo
(min) Unidades logaritmicas Desviacion | Reduccion
-5 8.48 0.01 0.00
0 6.73 0.30 -1.75
, 5 5.07 0.68 -3.41
E. coli
10 4.41 0.56 -4.06
20 3.64 0.50 -4.83
30 4.30 0.40 -4.18
-5 7.33 0.10 0.00
0 6.84 0.24 -0.49
5 5.90 0.19 -1.44
Enterococos
10 5.45 0.22 -1.89
20 493 0.25 -2.40
30 4.43 0.29 -2.90
Tabla XXI. Eliminacidn de Pseudomonas aeruginosa de muestras tomadas el 02/07/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas | Desviacion Reduccion
INICIAL 5.34 0.10 -0.06
30 3.00 0.00 -5.48
Tabla XXII. Eliminacidn de Escherichia coli y Coliformes totales de muestras tomadas el 02/07/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas | Desviacion | Reduccion
E. Coli INICIAL 7.87 0.00 -0.08
30 3.00 0.00 -4.87
Coliformes INICIAL 7.87 0.00 -0.08
TOTALES 30 3.00 0.00 -4.87
Tabla XXIII. Eliminacidn de Staphylococcus aureus de muestras tomadas el 02/07/18.
Tiempo (min) | Unidades logaritmicas Desviacion Reduccion
INICIAL 3.63 0.65 0.00
30 3.27 0.38 -0.36
Tabla XXIV. Eliminacidn de cafeina de muestras tomadas el 02/07/18.
ABSORBANCIA CONCENTRACION (mg/l)
INICIAL 0.230 2.324
+ 45 mg/l 2.113 41.355
Tras tto. 2.083 40.723
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VILII Procesos combinados

Se presentan en las Tablas XXV-XXVI los resultados obtenidos en la aplicacidon de procesos
combinados, es decir, procesos electroquimicos y fotocataliticos para la desinfeccién vy
eliminacion de cafeina de las muestras de agua de salida de depuradora.

Tabla XXV. Eliminacion de Escherichia coli y Enterococcus sp. mediante electrdlisis + fotocatdlisis de
muestras tomadas el 05/06/18.

Unidades logaritmicas | Desviacion Reduccién
INICIAL 8.27 0.13 -0.04
E. coli Desp. Electrol. 6.59 0.08 -1.68
Desp. fotocat. 3.00 0.00 -5.27
INICIAL 6.97 0.12 -0.03
Enterococos Desp. Electrol. 6.78 0.13 -0.18
Desp. fotocat. 3.15 0.00 -3.81
Tabla XXVI. Eliminacion de Escherichia coli y Enterococcus sp. mediante fotocatdlisis + electrdlisis de

muestras tomadas el 11/07/18.

Unidades logaritmicas | Desviacion Reduccion
INICIAL 3.69 0.36 -0.01
E. coli Desp. fotocat. 3.25 0.00 -0.44
Desp. Electrol. 3.00 0.00 -0.69
INICIAL 5.81 0.16 -0.02
Enterococos Desp. fotocat. 3.58 0.50 -2.22
Desp. Electrol. 3.00 0.00 -2.81
Tabla XXVII. Eliminacidn de cafeina mediante electrdlisis + fotocatdlisis de muestras tomadas el 05/06/18.
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
INICIAL 0.246 2.656
+45 mg/l 2.426 47.843
Tras electdlisis 2.394 47.169
Tras
fotocatalisis 2.243 25.357
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Tabla XXVIII. Eliminacidn de cafeina mediante fotocatdlisis + electrdlisis de muestras tomadas el 11/07/18.
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
INICIAL 0.307 3.920
+ 45 mg/| 2.548 50.372
Tras
fotocatalisis 2.278 27.705
Tras electolisis 2.245 27.100
VILIV Eliminacion de cafeina mediante procesos electroquimicos

A continuacién se presentan en la Tabla XXVII los resultados obtenidos de la aplicacion de
procesos electroquimicos en muestras de solucidn salina fortificada con cafeina.

Tabla XXIX. Eliminacion de cafeina mediante procesos electroquimicos en muestra de solucién salina.
400 mg CI7/I
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
+45 mg/| 2.258 44.361
Tras tto. 2.124 41.583
200 mg CI/I
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
+45 mg/| 2.190 42.951
Tras tto. 2.148 42.081
150 mg ClI/I
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
+ 45 mg/I| 2.188 42.910
Tras tto. 2.164 42.412
100 mg CI'/I
ABSORBANCIA | CONCENTRACION (mg/1)
+ 45 mg/I| 2.295 45.117
Tras tto. 2.283 44.879
VILV. Modelizacion cinética

En las Figuras XIlI-XV se representan los valores experimentales observados de inactivacion
de Escherichia coliy Enterococcus sp. frente a los valores estimados por los distintos modelos,
en aguas de salida de depuradora. Cuanto mas se acerquen estos datos a una linea recta,
mejor es el ajuste.

XXVii



Hom E. coli Hom Enterococos
I T T A\ fal
6 4 2 010430k | 4 2 R /I y =1,0174x
"~ | R2=0,957 / " | R?=0,9934
) & Seriesl /‘ 1 € Seriesl
3 / 4,9
2 2 .
) / —— Lineal
@ v 25 (Series1)
* 5 / 3
/
A 3,5
Figura XIlI. Valores estimados frente a los valores observados en tratamiento de electrdlisis en aguas de
salida de depuradora. Modelo de Hom.
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Figura XIV. Valores estimados frente a los valores observados en tratamiento de electrdlisis en aguas de
salida de depuradora. Modelo de Weibull.
Bifasica E. coli Bifasica Enterococos
-6 -4 2 /0 y=1,0194x 4 -2 y = 0,8323x
| R2=0,9648 ’ R?=0,8776
¢ Seriesl & 1
5
/ - & - & Seriesl
3— ——Lineal =
/ . (Series1) 4 “ | ——Lineal
)/ 4 25 (Series1)
5 2
4 ¢ >
6 3,5
Figura XV. Valores estimados frente a los valores observados en tratamiento de electrdlisis en aguas de

salida de depuradora. Modelo Bifdsico.

XXviii




En las Figuras XVI y XVII se representa el ajuste de los distintos modelos matematicos a los
datos experimentales observados durante los tratamientos de inactivacion de Escherichia coli y
Enterococcus sp., en agua de salida de depuradora.
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y--x—\- ---x Bifasica
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Log (Nt/NO)

Tiempo tratamiento (min)

Figura XVI. Ajuste de los tres modelos matemadticos a la curva de inactivacion de E. coli en agua de salida de

depuradora.
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Figura XVII. Ajuste de los tres modelos matemadticos a la curva de inactivacion de Enterococcus sp. en agua
de salida de depuradora.
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