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RESUMEN

La presente Tesis Doctoral se centra en la aplicacion de la fotocatalisis
heterogénea para la eliminacion de microorganismos presentes en el aire.
Especificamente, se estudi6 el empleo de radiacion UV y diéxido de titanio
soportado sobre placas de vidrio para inactivar esporos de Bacillus subtilis, siendo

estas estructuras bioldgicas las mas resistentes para su eliminacion.

En primer lugar, se disefi6 y construyé un dispositivo experimental para
irradiar esporos depositados sobre superficies. El mismo proporciona una zona de
iluminacién uniforme para la inactivacién fotocatalitica, posee un compartimento
que aisla las muestras de la potencial contaminacién ambiental, y mantiene

constantes la temperatura y la humedad relativa.

Para modelar la cinética de inactivacion fotocatalitica de B. subtilis, se propuso
un esquema simplificado, del cual se derivé una expresién cinética. Dado que la
inactivacion depende de la radiacion UV absorbida por las peliculas de TiO, el
campo de radiacion se model6 mediante un software CFD (fluidodindmica
computacional, por sus siglas en inglés). Los parametros cinéticos del modelo se

obtuvieron a partir de datos experimentales.

Ademés, se caracterizaron y compararon diferentes recubrimientos de TiO»,
utilizando catalizadores sintetizados en el laboratorio, y catalizadores comerciales.
Para comparar objetivamente el desempefio de los recubrimientos, se calcularon dos
tipos de eficiencia: la eficiencia foténica y la eficiencia cudntica de inactivacion.

Dichos parametros tienen en cuenta la radiacién incidente y la radiacion absorbida
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sobre la superficie del catalizador, respectivamente. El célculo de los parametros de
eficiencia representa una valiosa herramienta para comparar diferentes sistemas
cataliticos. Por otro lado, la eficiencia cuantica permite dilucidar algunos aspectos del
mecanismo fotocatalitico, porque muestra cuan eficientemente la radiacién absorbida
es empleada para inactivar microorganismos. También, puede ayudar a disefiar
mejores recubrimientos, ya que los resultados pueden evidenciar problemas con el

contacto con las bacterias, o la absorcion de la radiacién, por ejemplo.

Con el objeto de aumentar la eficiencia de la inactiviacién de esporos, se estudié
la utilizaciéon de fotocatalizadores dopados con plata, la cual posee una reconocida
actividad antibacteriana. Se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos previamente,
donde el recubrimiento con mayor eficiencia resultoé ser el TiO2 Degussa P-25 con 2
capas. Por tanto, a este recubrimiento se le depositaron diferentes concentraciones de

Agy se ensay0 su actividad para inactivar esporos.
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INTRODUCCION

En este capitulo se presenta un marco general referente a los microorganismos presentes
en el aire, la formacion de bioaerosoles y sus caracteristicas principales. Se consideran algunos
aspectos relacionados con la presencia de bacterias esporuladas en el ambiente, y su resistencia

a diferentes factores adversos.

También se consideran caracteristicas importantes asociadas con la descontaminacion
del aire, y se detallan algunas de las tecnologias disponibles comercialmente en la actualidad

para la eliminacion de los microorganismos contaminantes.

Se presentan ademds algunas consideraciones generales acerca de la fotocatdlisis
heterogénea, y la utilizacion de esta tecnologia para la inactivacion de microorganismos

presentes en el aire.

Finalmente se enuncian los objetivos de esta Tesis.




CAPITULO 1

1.1 MICROORGANISMOS Y MEDIO AMBIENTE

1.1.1 MICROORGANISMOS EN EL AIRE Y FORMACION DE BIOAEROSOLES

Los microorganismos que se encuentran dispersos en el aire poseen una
considerable importancia biolégica y econémica. Numerosas enfermedades del
hombre, los animales y plantas, tanto viricas como bacterianas o fungicas, se
transmiten por la atmoésfera y a menudo se producen brotes epidémicos. Los
microorganismos presentes en el aire también pueden contaminar los alimentos y

materiales organicos (cuero, textiles, papel) produciendo su alteracion.

La atmoésfera no tiene una microbiota autdéctona, pero es un medio para la
dispersion rapida y global de muchos tipos de microorganismos. Estos
microorganismos pueden ser transportados rdpidamente, en forma de bioaerosoles, a
través de grandes distancias con el movimiento del aire, el cual representa el mejor
camino de dispersion. Algunos microorganismos han creado adaptaciones
especializadas que favorecen su supervivencia y su dispersiéon en la atmésfera. El
transporte se realiza sobre particulas de polvo, fragmentos de hojas secas, piel, fibras
de la ropa, en gotas de agua o en gotas de saliva eliminadas al toser, estornudar o

hablar.

A menudo, tanto los esporos como los microorganismos vegetativos entran en
la atmodsfera como bioaerosoles, que pueden formarse por muchas causas: lluvia,
movimiento del agua en los rios y mar, tratamiento de aguas residuales, aspersores
de riego, aire acondicionado o secreciones respiratorias del hombre y de los animales.

Esta Gltima es muy importante en la dispersion de bacterias patdgenas y virus
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animales. Los microorganismos también pueden encontrarse en el aire sobre

particulas de polvo o en el suelo.

1.1.2 MICROORGANISMOS PRESENTES, TIEMPO DE PERMANENCIA EN EL

AIRE Y SUPERVIVENCIA

El aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos,
especialmente bacterias y hongos. La presencia de uno u otro tipo depende del
origen, de la direccién e intensidad de las corrientes de aire y de la supervivencia del

microorganismo.

Algunos microorganismos se encuentran en forma de células vegetativas, pero
lo mas frecuente son las formas esporuladas, ya que los esporos son metabdlicamente
menos activos y sobreviven mejor en la atmodsfera porque soportan la desecacion.
Estas formas esporuladas las producen bacterias, hongos, algas, liquenes y algunos
protozoos. En el aire se aislan frecuentemente bacterias esporuladas de los géneros

Bacillus y Clostridium principalmente (Underwood, 1992).

El tiempo que permanecen los microorganismos en el aire depende de la forma
y tamafio del microorganismo, y de la existencia y potencia de las corrientes aéreas
que los sostengan y los eleven. Son factores adversos los obstaculos, que al oponerse
a los vientos, disminuyen su velocidad y su potencia de arrastre, y las

precipitaciones, que arrastran al suelo las particulas suspendidas.
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La sedimentacion de los microorganismos por gravedad sélo es importante en
el aire en calma. Generalmente, hay demasiadas turbulencias para que esto suceda,
excepto en zonas de vegetacion densa, donde la velocidad del viento disminuye, o en
condiciones estables durante la noche, cuando la capa laminar limitante alcanza

varios metros de altura.

Las condiciones fisico-quimicas de la atmdsfera no favorecen el crecimiento ni
la supervivencia de los microorganismos por lo que la mayoria solo pueden

sobrevivir en ella durante un breve periodo de tiempo.

La supervivencia de las bacterias es variable, debido a su diversidad estructural
y metabolica. En general, las bacterias Gram positivas son mas resistentes que las
Gram negativas ya que su pared celular es més gruesa. Por ejemplo, en aire seco
algunas especies de Bacillus y Clostridium son capaces de sobrevivir mas de 200 afios,

Mycobacterium un mes y Salmonella sélo diez minutos (Potts, 1994).

Los esporos son las formas de vida con mayor supervivencia y tienen varias
propiedades que contribuyen a su capacidad para sobrevivir en la atmosfera,
principalmente su bajo metabolismo, por lo que no requieren nutrientes externos ni
agua para mantenerse durante largos periodos de tiempo. Ademads poseen otras

adaptaciones que aumentan su capacidad de sobrevivir en este ambiente.

Los principales factores que intervienen en la supervivencia de los
microorganismos son: humedad relativa, temperatura, oxigeno, materia organica y

radiaciones. Sus efectos se detallan a continuacién:
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HUMEDAD RELATIVA: Es el factor mas importante. Cuando la humedad

relativa del aire decrece, disminuye el agua disponible para los microorganismos, lo

que causa deshidratacién y por tanto la inactivacion de muchos de ellos.

TEMPERATURA: Estd muy relacionada con la humedad relativa, por lo que es

dificil separar los efectos que producen ambas. La temperatura en la troposfera varia
de 40° C cerca de la superficie, a -80° C en las capas altas, alcanzandose temperaturas
de congelacion entre 3-5 Km. La congelacion no destruye los microorganismos pero

no pueden multiplicarse.

OXIGENO: Se ha observado una correlacion negativa entre la concentracién de
oxigeno y la viabilidad, que aumenta con la deshidratacién y el tiempo de
exposicion. La causa de la inactivacion podria ser la presencia de los radicales libres

de oxigeno.

MATERIA ORGANICA: La atmésfera contiene muy poca concentracién de

materia orgdnica y, en la mayoria de los casos, es insuficiente para permitir el
crecimiento heterotréfico. El agua disponible es escasa, por lo que incluso el

crecimiento de microorganismos autoétrofos esta limitado.

RADIACIONES: La inactivacion que producen en los microorganismos

depende de la longitud de onda e intensidad de la radiacion. Las radiaciones de
longitud de onda corta (rayos X, rayos y) contienen mds energia, son ionizantes y
alteran o destruyen el ADN de los microorganismos. Otros factores, como la
humedad relativa, concentracion de oxigeno y la presencia de otros gases, influyen

en el efecto que producen las radiaciones sobre los microorganismos. La forma de
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interaccion es poco conocida, pero la desecacién y congelacion pueden proteger a los

organismos de las radiaciones.

La exposicién a radiaciones de corta longitud de onda, como la luz ultravioleta,
es la principal causa de pérdida de viabilidad de los microorganismos que entran en
la atmodsfera. Las radiaciones ultravioletas aumentan con la altura, debido a una
menor absorcion por el ozono de las mismas, lo que causa mutaciones y la muerte de
los microorganismos. Algunos se protegen de los efectos letales de la radiacion por
los pigmentos que producen, asi como por el polvo y las gotas de saliva y moco,

debido al escaso poder de penetracion de la luz ultravioleta.

En la estratosfera hay una capa con una gran concentracién de ozono que mata
a los microorganismos, pero al mismo tiempo, actta absorbiendo la radiacion
ultravioleta. Por todas estas razones, la estratosfera constituye una barrera para los

microorganismos vivos procedentes de la troposfera (Atlas y Bartha, 2002).

1.1.3 BACTERIAS FORMADORAS DE ESPOROS

Una serie de bacterias gram-positivas son capaces de formar una estructura
especial inactiva muy resistente llamada endosporo. Los endosporos se desarrollan
dentro de las células bacterianas vegetativas de varios géneros: Bacillus y Clostridium
(bacilos), Sporosarcina (cocos), y otros. Estas estructuras son criptobiéticas, refractivas,
mas complejas que la célula vegetativa, no contienen ni producen ATP,

extraordinariamente resistentes a las tensiones ambientales tales como calor,
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radiacién ultravioleta, radiacién gamma, los desinfectantes quimicos, y la desecacion

(Logan y De Vos, 2009).

Debido a su resistencia y el hecho de que varias especies de bacterias
formadoras de endosporos son patégenos peligrosos, los endosporos presentan gran
importancia practica en alimentos, industria, y la microbiologia médica. Para
eliminar los endosporos se debe utilizar la esterilizacién por autoclaves, para asi

obtener estériles muchos materiales.

Los endosporos presentan también considerable interés teérico. Dado que las
bacterias fabrican estas complicadas estructuras de una manera muy organizada en
un periodo de unas pocas horas, la formacién de esporos es muy adecuado para la
investigacion sobre la construcciéon de complejas estructuras biolégicas. En el medio
ambiente, los endosporos ayudan en la supervivencia cuando la humedad y los

nutrientes son escasos.

Los endosporos pueden ser examinados con microscopio tanto 6ptico como
electrénico. Debido a que los esporos son impermeables a la mayoria de los
colorantes, a menudo son vistos como areas sin color en bacterias tratadas con azul
de metileno y otros colorantes simples; son empleadas tinciones especiales de
esporos para hacerlos claramente visible. La posicién de los esporos en la célula
madre o esporangio con frecuencia difiere entre especies, por lo que es de valor
considerable en la identificaciéon. Los esporos pueden estar ubicados en el centro,

cerca de un extremo (subterminal), o en un extremo (terminal) (Prescott y col., 2002).
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1.1.4 FORMACION Y ESTRUCTURA DEL ENDOSPORO BACTERIANO

La esporulaciéon consiste en la produccion del endosporo, una estructura
quiescente, extremadamente resistente y en estado latente. Dicha estructura, bajo
condiciones favorables, puede germinar y transformarse nuevamente en una célula
vegetativa. Existen diferencias estructurales importantes entre el esporo y la célula
vegetativa que le da origen, por lo cual este proceso implica una serie compleja de

eventos de diferenciaciéon celular.

La esporulacién se produce cuando finaliza la fase de crecimiento exponencial
de la célula, como consecuencia de la presencia de un ambiente adverso para el
crecimiento, como puede ser la limitacion de uno o mas nutrientes esenciales.
Durante este proceso, cesa la sintesis de algunas proteinas implicadas en las
funciones vegetativas de la célula, y al mismo tiempo se activa la sintesis de

proteinas especificas del esporo.

La formacion de esporos es un proceso complejo y puede ser dividido en siete

etapas, esquematizadas en la Figura 1.1 (Prescott y col., 2002).

El proceso comienza con la condensacion de un cromosoma recién duplicado,
formando un filamento axial de ADN que se localiza en la region central de la célula

(etapa ).

Este filamento comienza a desplazarse hacia un polo de la célula, donde se da
lugar a la formacién de un septo transversal, y se produce la divisiéon celular

asimétrica entre la célula madre y la célula mas pequefia destinada a convertirse en
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esporo. Se produce asi un plegado hacia el interior de la membrana celular para

encerrar una parte del ADN y producir el tabique del preesporo (etapa II).

A continuacién, la membrana celular de la célula madre engloba
completamente a la célula mas pequefia, dando lugar a un cuerpo rodeado por dos
membranas concéntricas, que queda incluido en el citoplasma de la célula que le dio
origen. La formacién de este cuerpo, denominado preesporo, marca el punto donde la
diferenciacion se vuelve irreversible. Ademads, se frena la maquinaria de sintesis de la
célula (ADN, ARN y proteinas) para activar la produccién de moléculas importantes

para las siguientes fases del proceso (etapa III).

Posteriormente, comienza la formaciéon de las estructuras constituyentes del
esporo. Asi, se produce una rdpida deposicion de péptidoglicano entre las
membranas internas y externas del esporo, lo que posteriormente constituird la
corteza, junto con la acumulacién de Ca?* y acido dipicolinico en el niicleo. También
comienza la sintesis de las proteinas de la cubierta del esporo, se conforma el
exosporio y continda la acumulaciéon de Ca?* y de acido dipicolinico. En estas fases,
el esporo adquiere refringencia y resistencia frente a agentes quimicos y frente a las

radiaciones (etapas IV y V).

A continuacién se completa la estructura de la cubierta concluyendo la
formacion del esporo maduro. Es en este paso donde el esporo adquiere la resistencia

al calor (etapa VI).

Finalmente, el esporo maduro, altamente deshidratado e inactivo

metabolicamente, es liberado de la célula primordial ya que las enzimas liticas

10
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destruyen el esporangio por autolisis, y permanecerd en ese estado hasta que se

produzca un cambio en las condiciones ambientales, de modo que se promueva su

germinacion (etapa VII). La esporulacién sélo requiere aproximadamente 10 horas

en Bacillus megaterium (Prescott y col., 2002).

Division celular

Exosporio
Cubierta
Corteza
Ncleo

VI
Finalizacion de la sintesis
de la cubierta, aumento de
la refractibilidad y la
resistencia al calor

Exosporio

v
Sintesis de
la cubierta
v

\ Corteza Formacion

de la corteza

Formacion del
filamento axial

Membrana

Englobamiento [{/

Fiira 1.1. Eventos iue dan luiar a la formaci6n del esioro (Prescott i col., 2002i

plasmatica ADN

11
Formacion
del septo

111

del preesporo

Los endosporos bacterianos poseen una estructura compleja constituida por

varias capas (Fig. 1.2), las cuales se describen a continuacion:

11
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EXOSPORIOQ: Es la capa mas externa; su naturaleza es principalmente proteica,
aunque también posee cantidades importantes de lipidos y carbohidratos. El
exosporio no estd presente en todas las especies (Shehata y Collins, 1972; Buchanan y

col., 1994).

CUBIERTA: Es una estructura proteica de mdultiples capas que encierra al
esporo, se encuentra debajo del exosporio, y estd compuesta por al menos 25 especies
de polipéptidos (Driks, 1999). Esta estructura posee grupos disulfuro, y constituye el
50-80% del contenido proteico total. Las proteinas constituyentes son insolubles,
salvo que se reduzcan los grupos S-S; estas capas son impermeables y con alto grado
de entrecruzamiento. Esta compleja estructura lo protege al esporo de agentes
nocivos; interviene en la resistencia quimica y enzimética, principalmente como
barrera de permeabilidad de dichos compuestos (Driks, 1999; McDonnell y Russell,

1999; Riesenman y Nicholson, 2000; Russell, 1990).

CORTEZA: Es una capa del esporo que posee estructura y caracteristicas tinicas
que estan, en general, conservadas en un gran namero de bacterias formadoras de
esporos (Atrih y Foster, 2001; Meador-Parton y Popham, 2000). Dicha estructura es
una gruesa capa de peptidoglicano, ubicada por debajo de la cubierta del esporo, que
representa alrededor del 10% del peso seco total del esporo. La cubierta de
peptidoglicanos consiste en dos capas, la pared celular primordial interna y la corteza
exterior (Atrih y col., 1996, 1998). La pared primordial interna difiere de la corteza
exterior en cuanto a que dicha pared retiene la estructura de la pared celular de la
célula vegetativa, presenta mayor grado de entrecruzamiento y resiste mas durante

la germinacion. La corteza estd comprometida en el mantenimiento de la resistencia

12
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al calor (Ellar, 1978; Atrih y col., 1996).

NUCLEO O PROTOPLASTO: Es una estructura donde la célula vegetativa

contiene todos los componentes metabdlicos necesarios para su crecimiento,
reproduccién y mantenimiento, pero es metabdlicamente inactivo. Posee todo el
material genético y pequefias cantidades de cada elemento de la maquinaria
encargada de la sintesis proteica: ribosomas, ARNt, factores proteicos y enzimas
complementarias, nucleosidos monofosfatos y difosfatos (no ARNm ni nucleosidos
trifosfatos por ser inestables). No contiene practicamente aminoacidos ni las enzimas

encargadas de su biosintesis.

En el esporo durmiente, el ntcleo estd deshidratado, lo cual seria un factor
importante en la resistencia al calor (Gerhardt y Marquis, 1989; Marquis y col., 1994).
El ntcleo ademdas contiene una alta concentraciéon de minerales, principalmente
calcio (Ca?*), manganeso (Mn?*) y magnesio (Mg?*), los cuales estdn unidos a un
componente especifico del esporo, el acido dipicolinico. También, dentro del ntcleo
hay una alta concentracién de pequefias proteinas acido-solubles (SASPs). Estas
proteinas se forman durante el proceso de esporulaciéon y tienen la funcién, entre
otras, de unirse estrechamente al ADN del ntcleo y protegerlo del dafio potencial de
la radiacién ultravioleta, la desecacion y el calor seco; por otro lado, también sirven
como fuente de carbono y energia para el desarrollo de una nueva célula vegetativa,
ya que se degradan durante la germinacion. Estas proteinas comprenden

aproximadamente el 5% de las proteinas totales del esporo maduro (Setlow, 1994).

13
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Exosporio

Cubierta

Corteza

Ncleo

ADN

Figura 1.2. Seccién del esporo de B. subtilis

Un esporo es capaz de permanecer en estado de latencia durante muchos afios,
hasta encontrar las condiciones 6ptimas para su reactivacion. Sin embargo, una vez
iniciada la activacion, la conversion a célula vegetativa es relativamente rapida. La
germinacién implica una serie de reacciones quimicas y degradativas que concluyen
con la interrupcion del estado durmiente y la pérdida de las propiedades

caracteristicas del esporo.

La transformacion de esporos inactivos en células vegetativas activas se
produce en tres etapas: (1) la activacion, (2) la germinacion, y (3) el crecimiento. A
menudo un endosporo no germinara con éxito, incluso en un medio rico en

nutrientes, a menos que haya sido activado.

La activacion es un proceso reversible que prepara a los esporos para la

germinacion y por lo general resulta de tratamientos como el calentamiento. Le sigue

14
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la germinacion, la ruptura del estado latente de la espora. Este proceso se caracteriza
por la hinchazén del esporo, la ruptura o la absorcién de la cubierta del esporo, la
pérdida de resistencia al calor y otros factores de estrés, pérdida de refractibilidad,
liberaciéon de los componentes del esporo, y aumento de la actividad metabdlica.
Muchos metabolitos normales o nutrientes (por ejemplo, aminoécidos y aztcares)
pueden provocar la germinaciéon después de la activacion. La germinacion es seguida
por la tercera etapa, el crecimiento. El protoplasto sintetiza nuevos componentes, se
desprende de los restos de la cubierta del esporo, y se desarrolla de nuevo en una

bacteria activa.

1.1.5 RESISTENCIA A DIFERENTES FACTORES ADVERSOS

Como se mencion6 anteriormente, los endosporos bacterianos son resistentes a
una gran variedad de factores medioambientales. En especial, los esporos de B.
subtilis son resistentes a factores como la presencia de agentes quimicos téxicos, la
desecacion, la baja y alta presion, las temperaturas extremas y el alto nivel de

radiacion ionizante y radiacién UV (Nicholson y col., 2000).

Estos factores de resistencia de los endosporos de B. subtilis son temas muy
estudiados en la actualidad, ya que son las causas por las que estas especies generan,

entre otros, los problemas socioeconémicos mencionados previamente.

Por un lado, la resistencia al calor es uno de los factores mas estudiados y de

mayor importancia, ya que esta resistencia es el pardmetro de control en la mayoria
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de los procesos de esterilizacion. Esta resistencia depende de variados factores, como
ciertas estructuras y caracteristicas del esporo, que son fundamentales en dicha
resistencia. Ademads, influyen mucho las caracteristicas del ntacleo (Driks y Setlow,
1999) y de la corteza (Imae y Strominger, 1976). También, el contenido de minerales
(Atrih y Foster, 2001; Bender y Marquis, 1985; Marquis y Bender, 1985; Slepecky y
Foster, 1959) y acido dipicolinico (Nicholson y col., 2000; Paidhungat y col., 2000)

afectan dicha resistencia.

Asimismo, la resistencia a la radiaciéon UV, es una caracteristica en estudio

actualmente, que se detalla a continuacion.

RESISTENCIA A LA RADIACION UV

En general, los endosporos de B. subtilis son entre 5 y 50 veces mas resistentes a
la radiacién UV que sus correspondientes células vegetativas (Setlow, 2001). Esta alta
resistencia ha sido atribuida a diversas propiedades estructurales especificas de los

esporos, tales como:

O La estructura modificada del ADN, causada por la presencia de las SASPs
(pequenas proteinas acido-solubles) unidas al ADN (Setlow, 2001). Estas proteinas
saturan el cromosoma del esporo al unirse alrededor de la doble hélice,
principalmente por interacciéon con la medula del ADN. De esta manera cambia la

conformacién del ADN y se vuelve mas resistente a la accion de nucleasas.

O La reparacion del ADN por una via alterna especifica (Munakata y Rupert,

1972).
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O La acumulacion de acido dipicolinico y de Ca?* quelado en el ntucleo del esporo
durmiente, formando aproximadamente el 10% del peso total seco del esporo

(Slieman y Nicholson, 2001).

Ademés, el endosporo muestra un amplio espectro de pigmentacion (Barnett y
col., 1983; Hoti y Balaraman, 1993; Liu y col.,, 1993; Mitchell y col., 1986). Los
resultados sugieren que el desarrollo de pigmentos enddgenos constituye una
ventaja evolutiva que protegen a los esporos contra la nociva radiacion UV-A

ambiental (Moeller y col., 2005).

1.1.6 METODOS DE INVESTIGACION DE LOS MICROORGANISMOS

El estudio de los microorganismos del aire depende de las técnicas
desarrolladas para la toma de muestras. Actualmente, existen una gran cantidad de
métodos e instrumentos para detectar los microbios del aire, de los que se citan los

mas ttiles y usuales.

Las técnicas utilizadas son diversas, de las cuales, la sedimentacion, filtracion, el
impacto sobre distintas superficies sélidas y el burbujeo en medios liquidos, son las

mas importantes (Buttner y col., 1997).

TECNICA DE SEDIMENTACION POR GRAVEDAD: El método de

sedimentaciéon en placa Petri ha sido el mds ampliamente utilizado. Las placas con
medio de cultivo estéril permanecen abiertas durante determinados periodos de

tiempo, permitiendo la sedimentacion de los microorganismos. Este método es
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sencillo y econémico. Tiene la ventaja de que se pueden identificar de los cultivos los
microorganismos viables, pero su interpretaciéon es dificil porque no pueden
relacionarse con el volumen de aire muestreado. La deposiciéon varia con el tamafio y
forma de los microorganismos, la velocidad y la turbulencia del aire. El método no es
cualitativa ni cuantitativamente exacto y detecta principalmente los microorganismos
que mas persisten en el aire, no detectandose, sin embargo, los microorganismos mas

pequenios.

FILTRACION: La filtracién se realiza a través de un material poroso. Los filtros
recogen los microorganismos por sedimentacién, impacto, difusién o atraccion
electrostatica, dependiendo del tipo. Los filtros de membrana mas utilizados son los

de diametro de poro desde 0,01 a 10 pm, segtin la naturaleza de los bioaerosoles.

Para realizar la filtracién se han disefiado aparatos portatiles con una bomba de
vacio y un flujo de aire de 1 a 50 litros por minuto (Millipore). Entre los problemas
que se destacan, encontramos la pérdida de viabilidad de las células vegetativas
debido a la desecacién durante el muestreo. En las muestras obtenidas en los filtros
de membrana se pueden estudiar los microorganismos por microscopia o por cultivo,
colocando los filtros en medios de cultivo sélidos, para determinar el ntimero de

colonias.

IMPACTO SOBRE SUPERFICIES SOLIDAS: Esta técnica es la mas usada en la

actualidad. Los microorganismos se separan de la corriente de aire utilizando la
inercia para forzar su sedimentacién sobre las superficies sélidas. El proceso de

impacto depende de las propiedades de inercia de la particula (tamafio, densidad y

18



CAPITULO 1

velocidad) y de las propiedades fisicas del aparato, tales como las dimensiones de la

boquilla y el recorrido del flujo de aire.

Se han disefiado una gran variedad de aparatos que difieren por el namero de
boquillas o impactores, y por el tamafio, asi como el niimero de pasos o etapas por
las que pasa el aire. En la mayoria de ellos, los microorganismos quedan retenidos
sobre un medio de cultivo solido contenido en placas de Petri, en tiras de pléstico y
en placas de contacto. Después de la incubacién, podemos hacer el recuento e
identificacion de los microorganismos. Basados en estas técnicas, actualmente existen
en el mercado aparatos facilmente transportables que se alimentan con pilas para

tomar muestras de campo. El flujo de aire varia en los distintos aparatos.

BURBUJEO EN LIQUIDOS: El fundamento es similar al impacto sobre medios
solidos y la fuerza de inercia es esencial para separar los microorganismos
contenidos en el aire y que se depositen en el medio liquido. El flujo de aire puede
ser de 12,5 6 20 litros por minuto. Este método también requiere una bomba de vacio.
Estos dispositivos, también llamados de “trampa liquida”, hacen pasar el aire
mediante un aspirador, a través de liquidos (generalmente soluciones tampoén
diluidas) que retienen los microorganismos. Este liquido puede sembrarse en placa
para determinar el ntimero de microorganismos, examinarse microscépicamente
(May y Harper, 1957) o analizarlo con ensayos bioquimicos para determinar
endotoxinas (LAL), sondas genéticas, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

inmunoensayo y por citometria de flujo (Buttner y col., 1997).
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No existe un método de muestreo de aire ideal para todas las necesidades, por
lo que para elegir uno deberemos considerar qué queremos investigar y qué
informacion necesitamos; es decir, deberemos determinar previamente si nos interesa
saber el namero total de microorganismos o s6lo el de viables, si deseamos
identificarlos y cultivarlos o s6lo observar su morfologia microscépicamente, si

queremos detectar todos los presentes o solo los patégenos, etc.

1.1.7 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR EL AIRE

Gran numero de infecciones humanas y animales se trasmiten por el aire y
causan enfermedad, principalmente, en el aparato respiratorio. Las enfermedades
respiratorias tienen una gran importancia socio-econémica ya que se trasmiten
facilmente a través de las actividades normales del hombre, son las mas frecuentes en
la comunidad y el motivo mas importante de absentismo laboral y escolar. No hay
que olvidar que una persona, a lo largo de su vida, respira varios millones de m3 de

aire, gran parte del cual contiene microorganismos.

Se calcula que se inhalan al dia una media de diez mil microorganismos, pero el
hombre posee eficaces mecanismos de defensa para evitar que invadan el aparato
respiratorio. Sin embargo, el control de estas enfermedades es dificil porque los
individuos que las padecen suelen seguir realizando sus actividades cotidianas y
ademads, en algunas de ellas, no se dispone de agentes terapéuticos ni vacunas
eficaces. Se caracterizan por su tendencia a causar epidemias, siendo mas frecuentes

durante el otofio y el invierno, cuando las personas se retinen en recintos cerrados.
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Los microorganismos causales se trasmiten por las secreciones de la nariz y la
garganta y son diseminados por la tos, los estornudos y la conversaciéon pudiendo

alcanzar una velocidad de 300 km/h (de la Rosa y col., 2002).

Una persona puede expulsar una media de 500 particulas en la tos y de 1.800 a
20.000 en un estornudo, de los cuales la mitad son menores de 10 pm. El tamafio de
las particulas tiene una gran importancia, las mas pequefias penetran mejor y las mas
grandes tienen mayor supervivencia. La mayoria de los virus y muchas bacterias que
causan infecciones respiratorias se encuentran en gotas grandes de 20 pm ya que si

son pequefias se evaporan y se inactivan por desecacion.

Conviene recordar que la trasmisién aérea de enfermedades no es exclusiva de
microorganismos que salen de las vias respiratorias. En algunos casos se forman
bioaerosoles procedentes de animales y sus productos que se resuspenden en el aire

y pueden ser inhaladas (de la Rosa y col., 2002).

1.2 DESCONTAMINACION DE AIRE

Debido a los inconvenientes ocasionados por la presencia de bioaerosoles, es
evidente la necesidad de eliminar los microorganismos presentes en el aire de las
areas de trabajo y los &mbitos de la vida cotidiana de los seres vivos. Se describen a
continuacién algunas de las tecnologias disponibles comercialmente en la actualidad

para la eliminacién de dichos microorganismos.
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1.2.1 FILTROS DE AIRE

Se emplean en general para remover del aire particulas de polvo, polen, esporos
fangicos, acaros del polvo y otros alergenos. También permiten remover gran
cantidad de bacterias. En estos procesos se utiliza un filtro como medio de
separacion, en el cual las particulas sélidas quedan retenidas y no son liberadas al
aire nuevamente. No obstante, las particulas retenidas en el filtro no son degradadas,
quedando inmovilizadas en dicho medio, que luego necesita un tratamiento

posterior para hacer efectiva la eliminacion del microorganismo.

1.2.2 FILTROS DE AIRE CON CARBON ACTIVADO

Estos filtros se utilizan para capturar vapores quimicos, gases, humo de
cigarrillo, y olores en general. Estos equipos constan de filtros que poseen sistemas
de poros con tamafio molecular. Estos poros son altamente adsorbentes debido a que

forman una fuerte unién quimica con los contaminantes mencionados.

Estos sistemas resultan muy eficientes para capturar los compuestos quimicos
mencionados, los cuales son muy molestos y toxicos para los seres vivos. Sin
embargo, no resultan suficientemente efectivos para retener muchos de los

microorganismos presentes en el aire.

22



CAPITULO 1

1.2.3 IONIZADORES DE AIRE

Mediante el uso de esta tecnologia se pueden remover, en general, las particulas
presentes en el aire, incluyendo particulas ultra finas, con un tamafio menor a 0,01
pm. También permiten retener virus y bacterias, y neutralizar humo de cigarrillo y

vapores quimicos.

En los equipos ionizadores de aire se generan iones que polarizan las particulas
de polvo presentes en el aire, creando una atracciéon magnética entre ellas. Como
resultado, dichas particulas colapsan, formando agregados que resultan muy

grandes para mantenerse en el aire, por lo que sedimentan.

Esta tecnologia permite capturar una amplia variedad de particulas. Sin
embargo, al igual que los filtros de aire, no permite inactivar los microorganismos

retenidos.

1.2.4 ESTERILIZADORES UV
Estos procesos permiten la destruccién efectiva de diversos microorganismos,

incluyendo gérmenes, virus, bacterias y fungis (incluyendo mohos).

Los esterilizadores UV poseen ldmparas germicidas que emiten radiacion UV-

C, en los cuales se produce la degradacion de los contaminantes al ser irradiados.

Esta tecnologia es muy eficiente, ya que tiene un amplio rango de accioén sobre

los microorganismos y permite inactivarlos. Sin embargo, los esterilizadores UV no
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son eficientes para la inactivacién de esporos. Ademéds, la radiaciéon empleada en esos

equipos resulta muy nociva para el hombre si incide sobre la piel.

1.2.5 GENERADORES DE OZONO

Estos equipos permiten la destruccion de ciertos compuestos 'y
microorganismos, incluyendo bacterias y los agentes quimicos causantes de olores,

tales como los compuestos que resultan del humo del cigarrillo.

Mediante esta tecnologia se genera un ambiente con un elevado contenido del
gas ozono, el cual es un fuerte oxidante, lo que permite la descomposicién de los

contaminantes mencionados.

Una de las desventajas que presentan estos equipos reside en los efectos

adversos que produce en el hombre cuando el ozono es inhalado.

1.2.6 TECNOLOGIAS ACOPLADAS

Existen en el mercado dispositivos que acoplan diferentes tecnologias, para
obtener una mayor eficiencia en la eliminacién de microorganismos del aire. Se
detalla a continuacién, y a modo de ejemplo, el “Purificador de Aire AP-307" (Fig.
1.3-a), marca VITAION® (http://www.vitaion.com/purificadores-de-aire/ap-

307.html). El fabricante anuncia que destruye los agentes causantes de alergias, tales
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como bacterias, hongos, virus, polen, dcaros, polvo y compuestos organicos volatiles.

Y dispone en su interior de las tecnologias detalladas en la Figura 1.3-b.

Si bien estas tecnologias resultan eficientes en ciertas condiciones y, ademads, se

pueden complementar unas con otras para efectivizar la eliminaciéon de los

microorganismos o compuestos quimicos, como se observa en el dltimo ejemplo, no

resultan efectivas en todas las situaciones donde es necesaria la eliminacién de

contaminantes. O, como se detall6 previamente, algunas de estas metodologias s6lo

permiten retener los contaminantes, no los destruyen, por lo cual requieren un

mantenimiento, o recambio de filtros y otros elementos del dispositivo.
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Ademés, la variedad de microorganismos sobre los que actdan en algunas
ocasiones no es muy diversa, y no siempre contemplan a los esporos como estructura

posible de eliminar.

Por tanto, muchas de las situaciones criticas donde es necesaria la eliminacién
de contaminantes no pueden ser resueltas mediante el uso de las tecnologias
disponibles, por lo que es necesario el desarrollo de nuevos procesos para la

eliminacion de los bioaerosoles.

1.3 FOTOCATALISIS

1.3.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Las tecnologias o procesos avanzados de oxidacién se basan en procesos
fisicoquimicos capaces de producir cambios fundamentales en la estructura quimica
de los contaminantes. Estos procesos generalmente involucran la generaciéon de
especies de alto poder oxidante, principalmente el radical hidroxilo (*OH). Este
radical puede ser generado por medios fotoquimicos o por otras formas de energia, y
posee alta efectividad para la oxidacion de materia organica. Dentro de esta
clasificaciéon encontramos los procesos no fotoquimicos y procesos fotoquimicos. En
esta ultima sub-clasificacién se hallan los siguientes procesos: oxidacién de agua sub-
critica y super-critica, procesos fotoquimicos, fotdlisis del agua con radiaciéon
ultravioleta de vacio (UVV), UV/HO,, UV/Os;, foto-fenton y relacionadas, y

fotocatalisis heterogénea.
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En particular, los procesos fotocataliticos se aplican para eliminar
contaminantes presentes tanto en medio acuoso como en medio gaseoso. Las ventajas
del uso de estas nuevas tecnologias sobre los métodos convencionales se detallan a

continuacion:

O Permiten degradar quimicamente un gran ndmero de contaminantes, y en
algunos casos permiten la mineralizacion completa de los mismos. Los
contaminantes son destruidos, no solo cambian de fase como en el caso de los

procesos de filtracién o adsorciéon con carbon activado.

O No se generan subproductos a partir de los contaminantes degradados, que
luego necesiten un tratamiento extra; notar que el mismo proceso fotocatalitico

puede degradar los subproductos generados.

O Eliminan compuestos atin en muy bajas concentraciones.

O En el caso de tratamiento de aguas, mejoran las propiedades organolépticas del

agua tratada.

O Eliminan efectos sobre la salud de desinfectantes y oxidantes residuales, como

el cloro.

O Admiten la utilizacién de fotocatalizadores econdémicos, inocuos y de gran

disponibilidad, tal como el 6xido de titanio (TiOy).

O Permiten una facil adaptacién a diferentes condiciones operativas.
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O Se emplean para el tratamiento de mezclas complejas de contaminantes

peligrosos, ya que se aprovecha la caracteristica de escasa o nula selectividad

O Se utilizan para eliminar contaminantes no-biodegradables y/o biocidas, para

los cuales los tratamientos biol6gicos resultan ineficientes.

Los procesos involucrados permiten obtener una elevada velocidad de reaccién,
principalmente por la gran produccién de radicales hidroxilo (*OH), el cual es un
agente fuertemente oxidante. Este radical puede degradar practicamente a todos los
compuestos organicos, con una velocidad mucho més elevada que otros oxidantes,

como el O3 (Domenech y col., 2004).

1.3.2 FOTOCATALISIS HETEROGENEA

La fotocatalisis heterogénea es un proceso en el cual un semiconductor absorbe
energia radiante en forma de luz UV. La absorcién de fotones (Fig. 1.4) promueve los
electrones de la banda de valencia (de menor energia) a la banda de conduccién (de
mayor energia). Por cada electron (ep.) movido se produce un hueco (h,) en la
banda de valencia. Los pares hy,/ep. fotogenerados son portadores libres con cargas
opuestas, que pueden migrar a la superficie del semiconductor y reaccionar con las
especies adsorbidas o, en ausencia de un campo eléctrico, recombinarse rapidamente
(en tiempos del orden de los 30 nanosegundos) liberando el exceso de energia

principalmente como calor, y en algunos casos con emisién de fotones.

El evento de recombinacion puede ocurrir tanto en la superficie del
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semiconductor como en el seno del mismo. En presencia de un campo eléctrico, o de
aceptores de electrones, como el ozono o el oxigeno, la recombinacién puede ser

parcialmente suprimida.

Los aceptores de carga atrapados en estados superficiales pueden sobrevivir
tiempos suficientemente largos como para reaccionar con moléculas de agua u otras
sustancias cercanas a la superficie del semiconductor. Sobre esta base se sustentan los

procesos de uso practico como la fotocatalisis heterogénea.

Los h{, son altamente oxidantes y los ep. son moderadamente reductores.
Entonces, en presencia de especies adsorbidas en la superficie del semiconductor y

bajo iluminacién, ocurren simultdneamente reacciones de oxidacion y reduccion.

Banda de

Conduccién \4 Reduccion
Banda de Oxidacion
Valencia

Foton
uv

Figura 1.4. Esquema de la excitaciéon del semiconductor por la absorcién
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Los hy, generados pueden reaccionar con las especies adsorbidas, aunque
habitualmente son capturados por moléculas de agua (H2O) o grupos OH-

superficiales, formando radicales *OH:
h;, +H,0 - "OH+H" (1.1)
h{ +OH — "OH (1.2)

Los radicales *OH son altamente reactivos, y permiten degradar muchos
compuestos inorganicos y la mayoria de los compuestos organicos. Con respecto a
esto ultimo, a través de reacciones de captura de iones hidrégeno o de adicion a
dobles ligaduras o a anillos aromaticos, causan la oxidacién de sustratos con la
formacion de radicales libres. A su vez, estos radicales reaccionan rapidamente con el
oxigeno disuelto, fragmentdndose hasta alcanzar la mineralizacion completa. Se ha
demostrado ampliamente la efectividad de los procesos fotocataliticos para degradar

gran variedad de compuestos organicos.

Por otro lado, los e, reducen al O adsorbido o disuelto para formar radical

superoxido (O, ) disminuyendo de esta forma la probabilidad de recombinacién del

+ - .
par h; -e..:

O, +e — O, (1.3)

Ademés este radical puede reaccionar con diversas especies. Al mismo tiempo,

los e, pueden reaccionar con otras especies oxidantes presentes en el sistema.
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Los procesos reductivos estan vinculados con la disponibilidad de e, en la

superficie del semiconductor. En medios aerdbicos, tal como ocurre en procesos

fotocataliticos medioambientales, el O2 adsorbido es la principal especie aceptora.

Los primeros pasos en la degradacion de compuestos organicos implican su

oxidacion mediante h; o a través de su reaccion con radicales *OH, formados en

general en la reaccién catodica.

Finalmente, lo que se obtiene es la catdlisis de la reaccién entre un oxidante,
como puede ser el O2 o el H2O, y la materia organica, como pueden ser los

componentes de un microorganismo, como se observa en la siguiente reaccion:

Semiconductor

Microorganismo + O, ———————CO, + H,0 + Acidos Minerales (1.4)

1.3.3 PARAMETROS QUE INFLUYEN EN LA FOTOCATALISIS

Los factores que se detallan a continuacion afectan la eficiencia global de los
procesos fotocataliticos en forma cualitativa o cuantitativa, por lo que son

determinantes en el disefio de reactores.

pH: Es un parametro determinante para las reacciones fotocataliticas que se
producen en medio acuoso, ya que modifica el estado superficial de las moléculas

adsorbidas dependiendo si el pH es acido o basico.

CATALIZADOR: Los materiales que se pueden utilizar como fotocatalizadores

son semiconductores tales como TiO,, ZnO, CdS, 6xidos de hierro, WQOs, ZnS, etc.
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Estos 6xidos son, en general, econémicos, y de gran disponibilidad. Ademas, los
Oxidos metélicos son los fotocatalizadores més estudiados. Particularmente, el TiO»
es el mas utilizado, ya que posee una gran estabilidad quimica, y permite trabajar en
un amplio rango de pH cuando se trabaja con soluciones acuosas. Finalmente, la
anatasa, una de las formas cristalinas del TiO,, permite obtener las mejores

actividades fotocataliticas.

TEMPERATURA: La velocidad de las reacciones fotocataliticas no se modifica

apreciablemente con la variacion de la temperatura del sistema.

HUMEDAD: La disponibilidad de moléculas de agua en fase gas en la
superficie del fotocatalizador influye fuertemente sobre la velocidad de reaccién, ya
que las moléculas de H2O adsorbidas seran las aceptoras de h; generados, que
formaran posteriormente los radicales *OH, encargados de la oxidacion de los

compuestos organicos (ver reacciones 1.1y 1.4).

INTENSIDAD DE LA RADIACION: Debido a que los fotones actiian como

“reactivos” en la reacciones fotocataliticas, la eficiencia de dichos procesos depende
de forma directa del nivel de irradiacion del catalizador; es decir, hasta un cierto
nivel de irradiacién, cuanto mayor sea la intensidad de radiacién, mayor sera la

absorcion de fotones, y mayor la actividad fotocatalitica.

DISENO DEL REACTOR: Los pardmetros derivados del disefio y del tipo de

reactor juegan un papel importante en la eficiencia final del proceso. La geometria
del reactor debe garantizar un contacto intimo entre el fotocatalizador y los reactivos,

expuestos a un nivel de radiacién apropiado para que se produzcan las reacciones
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fotocataliticas.

NATURALEZA Y CONCENTRACION DEL CONTAMINANTE: La velocidad

de las reacciones fotocataliticas depende de la naturaleza del compuesto a eliminar.
Por ejemplo, los compuestos clorados reaccionan rapidamente, mientras que los
compuestos mas complejos, como los pesticidas, reaccionan mas lentamente. Mas
aun, cuando se quiere eliminar microorganismos, la velocidad de reaccién de los

compuestos que forman las capas externas de los mismos resulta mucho menor.

1.3.4 MATERIALES SOPORTADOS

La disposicién del fotocatalizador influye de manera sustancial en la eficiencia
del proceso, ya que resulta indispensable que la superficie del catalizador se
encuentre adecuadamente irradiada. Para reactores fotocataliticos en fase gas es
posible utilizar catalizadores como TiO2 soportados sobre sustratos fijos. Si bien este
proceso trae aparejado algunos problemas, sus ventajas son evidentes en el

tratamiento de gases. Deben considerarse los siguientes aspectos:

O La adherencia del TiO; al soporte debe ser muy buena.

O La interaccion del soporte con el catalizador debe producir una disminucién

minima de la actividad del catalizador.

O La interaccién del soporte con el catalizador debe asegurar la estabilidad de la

microestructura y estructura cristalina del TiOx.
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Se puede agrupar a los distintos materiales soportados en dos grandes grupos:
fotocatalizadores dispersos en una matriz que le sirve de soporte y fotocatalizadores

en forma de recubrimientos, capas o peliculas.

FOTOCATALIZADORES EN FORMA DE PELICULAS: Para el tratamiento de gases

y aguas, y para reacciones de fotoelectrocatalisis, se emplean peliculas de TiO2 sobre
sustratos inertes. Dependiendo de la aplicacion y del tipo de sustrato, se utilizan

distintos métodos para preparar dichas peliculas.

SOPORTES: Los soportes mas estudiados se basan en derivados del SiO», tanto
vidrios de distinta clase como silice fundida o cuarzo. El uso de estos sustratos se
debe a su bajo costo y a su elevada transparencia a la luz UV. El vidrio de
borosilicato es transparente a la radiacion UV-A, por lo que puede usarse como

soporte del fotocatalizador y para las ventanas de los reactores fotocataliticos.

Otros tipos de soportes que también se han usado son metales (acero
inoxidable, aluminio, titanio), cerdmicos (principalmente azulejos y baldosas),

zeolitas y plasticos.

El éxito de estos recubrimientos fijados a soportes de vidrio de borosilicato se
basa en la gran adherencia entre el TiO; y el vidrio. Esta adherencia se atribuye a
reacciones de sinterizado entre las particulas del catalizador y el vidrio durante el
tratamiento térmico. Otro factor de éxito de estos soportes esta relacionado con la
ausencia de iones sodio (Na*) en la estructura del vidrio, ya que la presencia de este

ion inhibe las reacciones fotocataliticas.
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1.4 FOTOCATALISIS Y MICROORGANISMOS

1.4.1 INACTIVACION DE MICROORGANISMOS POR FOTOCATALISIS

La inactivacion fotocatalitica de microorganismos en medio acuoso fue
demostrada inicialmente por Matsunaga y col. (1985). En relacién a la desinfeccién
fotocatalitica en fase gas, las primeras publicaciones existentes son mds recientes.
Goswami y col. (1995) reportaron por primera vez el desarrollo de un reactor basado
en procesos fotocataliticos para inactivar completamente contaminantes biol6gicos
del aire como Serratia marcescens. Desde entonces, la inactivacion fotocatalitica de
bioaerosoles ha sido objeto de estudio de numerosas publicaciones (Goswami y col.,
1997; Jacoby y col., 1998; Goswami y col., 1999; Masaki y col., 1999; Greist y col., 2002;
Sato y col., 2003; Kiihn y col., 2003; Kim y col., 2003; Vohra y col., 2006; Erkan y col.,
2006; Grinshpun y col., 2007; Pal y col., 2008; Paschoalino y col., 2008; Yao y col.,
2011; Guo y col, 2012; Sanchez y col, 2012). Mas adn, se han desarrollado
catalizadores dopados con diferentes metales que aumentan considerablemente la
velocidad de inactivacion de los microorganismos en estudio (Le y col., 2011;

Srisitthiratkul y col., 2011).

El uso de procesos fotocataliticos para degradar esporos inmovilizados sobre
superficies recubiertas con TiO> fue reportado primero por Wolfrum y col. (2002).
Los autores reportaron que la completa mineralizacién de bacterias, y esporos
bacterianos y fangicos se puede obtener sobre superficies recubiertas con TiO:
Degussa P-25 e irradiados con luz UV-A. Posteriormente, se han publicado varios

estudios sobre la aplicacion de la fotocatdlisis para inactivar las bacterias que forman
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esporos sobre superficies recubiertas de TiO> (Lin y Li, 2003; Pal y col., 2005; Vohra y
col.,, 2005; Zhao y col.,, 2009; Chuaybamroong y col., 2010; Kozlova y col., 2010;

Prasad y col., 2011).

Para el disefio y optimizacion de reactores fotocataliticos destinados a la
eliminacién de microorganismos, resulta indispensable el conocimiento de las

expresiones cinéticas que describan la velocidad de inactivaciéon de los mismos.

A pesar de los numerosos articulos cientificos dedicados a los mecanismos y
modelado del proceso de fotocatdlisis para propdsitos de desinfeccion, recientemente
compilados en trabajos cientificos de revision (Dalrymple y col., 2010; Chong y col.,
2010; Foster y col., 2011), s6lo un pequefio ntimero de ellos presentan modelos
cinéticos que describen la inactivacion fotocatalitica de microorganismos
inmovilizados y los relacionan con las variables de operacién pertinentes, tales como
la concentracién de microorganismos, flujo de radiacién en la superficie catalitica y el

tiempo de exposiciéon y de residencia.

Como parte de los estudios de la cinética de inactivaciéon de microorganismos
en fase gaseosa, es posible nombrar al trabajo de Pal y col. (2005), concerniente a la
eliminacion de E. coli, B. subtilis, y Microbacterium sp. Ademas, Sato y col. (2003)
desarrollaron un modelo que describe la cinética de inactivacion fotocatalitica de E.

coli inmovilizada sobre placas de cuarzo recubiertas con TiOx.

Ademads, pocos estudios se han dedicado a evaluar el desempeno de los
sistemas cataliticos mediante pardmetros de eficiencia (de Lasa y col., 2005; Marugan

y col., 2008; Briggiler Marcé y col., 2011). La evaluacién precisa de la actividad de
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inactivacion de diferentes soportes es esencial para seleccionar el mejor catalizador y
mejorar el disefio de sistemas de desinfeccion. Los pardmetros de eficiencia
relacionan la velocidad de inactivacion de microorganismos con la energia que llega
a la superficie del catalizador (eficiencia foténica) o la energia absorbida por el
catalizador (eficiencia cudntica), permitiendo la comparaciéon de los resultados
obtenidos bajo diferentes condiciones experimentales. Utilizando un enfoque
ligeramente diferente, Faure y col. (2011) estudiaron la inactivacién de E. coli sobre
diferentes soportes de TiO2 y compararon su actividad calculando la proporcién de
fotones efectivamente absorbidos por el catalizador mediante una simulacién de

Monte Carlo.

1.42 MODELADO DE LA INACTIVACION FOTOCATALITICA DE

MICROORGANISMOS

El desarrollo de herramientas matemdticas y modelos cinéticos relacionados
con la inactivacion de los microorganismos presentes en el aire es un campo de
interés, ya que este tipo de desarrollos permiten el modelado y simulacién de foto-
biorreactores orientados a la descontaminacién de aire, y posibilitan los cambios de

escala de reactores de laboratorio para disefiar reactores comerciales de mayor escala.

Para la obtencion de la cinética de inactivacion fotocatalitica de un
microorganismo, es posible recurrir a una metodologia simplificada que simule los
procesos que tendrian lugar en los reactores fotocataliticos continuos, los cuales

resultan muy complejos debido a la cantidad de variables involucradas en tales
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condiciones. Por este motivo, en la mayoria de los trabajos se estudia la inactivaciéon
fotocatalitica inmovilizando las bacterias en estudio sobre placas recubiertas con el
fotocatalizador que luego son irradiadas, en lugar de estudiar la cinética de
inactivacion en geometrias més complejas, tal como un reactor fotocatalitico

continuo.

1.4.3 ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LA PLATA

Los mecanismos que subyacen a la actividad antibacteriana de la plata no estan
aun completamente dilucidados. Un trabajo de revisién reciente (Marambio-Jones y
Hoek, 2010) describe en detalle las caracteristicas antibacterianas de los iones plata y
de las nanoparticulas de plata. Los principales mecanismos de toxicidad propuestos

(Fig. 1.5) son los siguientes:

O Dafio directo sobre la membrana celular: Las nanoparticulas de Ag pueden
unirse a la membrana celular de la bacteria, causando cambios estructurales o
dafios funcionales. La membrana incluye muchas proteinas que contienen
azufre, que podrian ser los sitios preferenciales para la unién de las particulas
de Ag debido a la afinidad de la Ag con el azufre. Los iones plata también se
unen a las proteinas de transporte, provocando la fuga de protones, e
induciendo el colapso de la fuerza motriz de protones (Dibrov y col., 2002; Holt
y Bard, 2005; Lok y col., 2006). Asimismo, la plata inhibe la absorcién de fosfato

y causa la salida del fosfato intracelular (Schreurs y Rosenberg, 1982).
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O Dafios en el ADN y en la respiracion celular. La Ag es un aglutinante fuerte de
acidos nucleicos, y puede formar complejos con el ADN y ARN. Tal formacién
de complejos puede conducir a la condensaciéon del ADN y pérdida de la
capacidad de replicacion. Ademds, se ha reportado que Ag* aumenta las
frecuencias de mutacion del ADN durante la reacciéon en cadena de la
polimerasa (Yang y col., 2009). La actividad de enzimas respiratorias también
puede inactivarse debido a la unién de la Ag con los grupos tiol en dichas

proteinas, causando el desacoplamiento de la respiracién de la sintesis de ATP.

O Generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO): La plata puede catalizar
reacciones con el oxigeno que conducen a un exceso de produccion de radicales

libres, en particular, las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Cui y col., 2013).

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son subproductos naturales del
metabolismo de los organismos que respiran. Los niveles pequefios pueden ser
controlados por las defensas antioxidantes de las células tales como la proporcion
glutation/ glutation disulfuro (GSH/GSSG). Sin embargo, el exceso de produccién de
ERO puede producir estrés oxidativo (Nel y col., 2006). La generacién adicional de
radicales libres puede atacar a los lipidos de membrana y conducir a una ruptura de
la membrana, alterar la funcién mitocondrial o causar dafios en el ADN (Mendis y

col., 2005).

Estudios realizados en células eucariotas sugieren que las nanoparticulas de
plata inhiben la defensa antioxidante mediante la interaccién directa con GSH,

uniéndose a GSH reductasa u otra enzima de mantenimiento de GSH (Carlson y col.,
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2008). Esto podria disminuir la relacion GSH/GSSG vy, posteriormente, aumentar
ERO en la célula. Los iones de plata pueden ser responsables de la generacion de
ERO por servir como aceptores de electrones. En las células bacterianas, los iones de
plata inducirfan la generacién de ERO al alterar las enzimas de la cadena respiratoria
a través de interacciones directas con los grupos tiol de estas enzimas o de las
enzimas eliminadoras de radicales superdxido tales como las superéxido dismutasas
(Park y col., 2009). La generaciéon de ERO a partir de iones plata y nanoparticulas de
plata también puede ser inducida fotocataliticamente, sin embargo, no se han
reportado correlaciones entre toxicidad bacteriana y concentracion de ERO

fotocataliticas (Choi y Hu, 2008).

: @ Nanoparticula de plata

LY
“ROS b L

—— @\_," Rl @ Ilondeplata

Proteina de membrana

Figura 1.5. Posibles mecanismos para la actividad antibacteriana de la
lata: (1) alteracion de la estructura y funcionamiento de la membrana,
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1.4.4 INTERPRETACION MICROBIOLOGICA DE LA RESISTENCIA
FOTOQUIMICA Y LA VULNERABILIDAD FOTOCATALITICA DE LOS

ESPOROS

Los endosporos bacterianos generalmente son resistentes a la radiacion UV,
incluso a longitudes de onda corta de alta energia, tales como la radiaciéon UV-B y
UV-C (Moeller y col., 2005). La extremadamente alta resistencia de esporos a la
inactivacion fotoquimica puramente por UV-A ha sido explicada considerando
varias de sus caracteristicas distintivas, estrechamente relacionadas con su

composiciéon quimica, morfologia y estructura (Atrih y Foster, 2002).

Por otro lado, la vulnerabilidad de esporos al ataque fotocatalitico puede
explicarse teniendo en cuenta las caracteristicas del proceso fotocatalitico junto con la
estructura del esporo. En términos generales, los procesos fotocataliticos se basan en
la accién de compuestos intermediarios altamente oxidantes, de corta duracién, que
se generan cuando un semiconductor (por ejemplo, TiO2) es activado por la radiacion
ultravioleta. En particular, radicales *OH son altamente reactivos ya que son capaces
de capturar electrones féacilmente provenientes de compuestos orgénicos,
provocando su oxidacién. Desde esta perspectiva, la pérdida de viabilidad de
esporos por la fotocatdlisis podria explicarse por un complejo mecanismo que
comienza cuando se degrada su cubierta (coat) protectora externa, principalmente
por el ataque oxidativo combinado de radicales *OH y "huecos" positivos (h*) cerca
la superficie del catalizador. Aunque la degradaciéon de la cubierta exterior del
esporo no es necesariamente mortal, ya que todavia mantiene su capacidad de

germinar, una vez que se elimina la cubierta protectora, en la medida de dejar que
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los radicales libres alcancen el protoplasto y su membrana, entonces es muy probable
que ocurran eventos letales (Fujishima y col., 2000). Lin y Li (2003) informaron que el
tiempo para inactivar el 90% de B. subtilis sobre TiO; irradiada con 0,74 mW cm2 fue
2,15 h. Zhao y col. (2009) indicaron también que la inactivacién de esporos a baja
radiacion UV-A (3 mW cm?) fue debido principalmente a la fotocatélisis, y el
coeficiente de inactivaciéon con TiO: bajo irradiacién UV-A fue tres veces la tasa de
UV-A solo. Encontré que la tasa de inactivaciéon fotocatalitica fue no lineal con

respecto a la radiacién UV-A, exhibiendo un méximo de 3 mW cm-2.

Por otro lado, una forma eficaz de mejorar la cinética de la fotocatalisis es la
adicion de metales de transicién al TiO». La introduccion de los iones metalicos en
especial plata (Ag) en la red cristalina de TiO2 ha mostrado una mejora significativa
en la actividad fotocatalitica de TiO2 para la degradacion de diferentes

microorganismos (Marambio-Jones y Hoek, 2010).

Aunque existe una amplia bibliografia sobre el uso de TiO2 dopado con Ag para
la degradacion fotocatalitica de microorganismos en fase acuosa (Guin y col., 2007;
Skorb y col., 2008; Akhavan, 2009; van Grieken y col., 2009; Lin y col., 2010; Shanga y
col,, 2010; Wu y col., 2010; Ashkarran y col., 2011; Sontakke y col., 2011; Hou y col.,
2012; Bokarea y col., 2013), su aplicacion para la desinfeccién fotocatalitica en fase
gaseosa no se ha estudiado extensamente (Vohra y col., 2005; Yoon y col., 2008; Zhao

y col., 2010).

Los iones Ag* dopados acttian como una trampa de electrones en el proceso de

fotocatalisis. Esto reduce la recombinacién entre electrones y huecos, y por lo tanto
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resulta en un aumento de la disponibilidad de los huecos. El efecto sinérgico de los
iones Ag* dopados, y radicales altamente oxidantes generados por el proceso de
fotocatélisis de TiO,, puede dar lugar a una velocidad mejorada de la destrucciéon
microbiana (Vohra y col., 2005). En este sentido, Vohra y col. (2005) informaron que
el 99% de los esporos de B. cereus expuestos a 50 mW cm? de UV-A sobre TiO:
durante 24 h fue inactivado, y 100% de los esporos de B. cereus expuestos a 50 mW
cm? de UV-A dopado con Ag fue inactivado durante 4 h. Asimismo, Yoon y col.
(2008) estudiaron el efecto antimicrobiano de las particulas de Ag depositadas sobre
un filtro de fibra de cabén activado (FCA). La inhibicién de B. subtilis se llev6 a cabo
en aproximadamente 10 min. Comparativamente, E. coli fue completamente inhibida
después de 60 minutos. Le y col. (2011) estudiaron la eliminacién fotocatalitica de
Bacillus atrophaeus bajo diferentes temperaturas de calcinacion, diferentes velocidades
de revestimiento por inmersion, y proporciones de TiO», SiO», y Ag para identificar
las condiciones Optimas para la desinfeccién de superficies. Se encontré6 que las
condiciones 6ptimas para las muestras de un TiO2/ Ag son 250 °C de temperatura de
calcinaciéon y una velocidad de recubrimiento por inmersiéon de 2,25 mm s
Obtuvieron una disminucién de 6 6rdenes de magnitud en 30 minutos para el

microorganismo en estudio.

43



INTRODUCCION

1.4.5 PRINCIPAL AGENTE OXIDANTE

Hay una amplia gama de hipétesis en la literatura sobre cuéles especies son
responsables de la degradacion de los microorganismos en los procesos
fotocataliticos, desarrollados para la desinfeccién en agua (Horie y col., 1998; Blake y
col,, 1999; Maness y col., 1999) y en aire (Pal y col., 2005; Vohra y col., 2005). Aunque
todos los autores coinciden en que el principal oxidante es el radical *OH, muy pocos
identifican cudl es el responsable de la inactivacion de los microorganismos. Tanto
Suny col. (2003) como Cho y col. (2005) trabajaron con Escherichia coli en desinfeccion
de agua, y ellos destacan explicitamente las especie h* y *OH como los responsables

de la inactivacion de este microorganismo.
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1.5 OBJETIVOS DE LA TESIS

La presente Tesis doctoral se centra en la aplicacion de la fotocatélisis
heterogénea para la eliminacion de microorganismos presentes en el aire, los cuales
causan diversas enfermedades y problemas socioeconémicos. Especificamente, se
estudio la aplicacién de radiaciéon UV-A y diéxido de titanio soportado para inactivar
esporos de Bacillus subtilis, siendo estas estructuras bioldgicas las mds resistentes
para su eliminacién. A grandes rasgos, los aportes de la tesis tratan sobre los

siguientes aspectos:

o DISENO Y CONSTRUCCION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL. Se
disefié y construyé un dispositivo experimental que simula la situacion real de
irradiar esporos que se encuentran secos en la atmoésfera, o depositados sobre
alguna superficie. El mismo proporciona una zona de iluminacién uniforme
para la inactivacién fotocatalitica, posee un compartimento que mantiene las
muestras aisladas de la contaminacion ambiental propia del lugar donde se
realizan los ensayos experimentales, y mantiene constantes la temperatura y la
humedad relativa, siendo esta tltima una variable esencial para una actividad

fotocatalitica constante en el tiempo.
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o ESTUDIO CINETICO. A partir de un modelo simplificado se obtuvo un
esquema cinético de la inactivacién fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis,
empleando diéxido de titanio soportado sobre placas de vidrio, y validando

dicho esquema con ensayos experimentales.

o ESTUDIO DE EFICIENCIA DE DIFERENTES TECNICAS DE SINTESIS DE
DIOXIDO DE TITANIO. Se estudiaron y compararon diferentes
recubrimientos de TiO», utilizando catalizadores sintetizados en el laboratorio,
y catalizadores comerciales. Se calcularon eficiencias fotocataliticas que tienen
en cuenta la radiacién incidente y la radiacién absorbida sobre la superficie del

catalizador.

O APLICACION DE FOTOCATALIZADORES DOPADOS. Para la obtencién
de una mayor velocidad de inactivacién, se estudié la utilizacion de
fotocatalizadores de TiO» dopados con plata, la cual posee una reconocida

actividad antibacteriana.
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DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe el dispositivo experimental, disefiado y construido para
estudiar la inactivacion fotocatalitica de esporos secos de Bacillus subtilis dispersos sobre
peliculas de TiO; e irradiados con diferentes niveles de radiacion UV-A (2,44-0,29 mW cm2).
Dicho dispositivo simula la situacion real de irradiar esporos que se encuentran secos en la

atmosfera, o depositados sobre alguna superficie.

También se detalla la metodologia para la inmovilizacion del catalizador sobre las placas

de vidrio por la técnica de “dip-coating”.

Ademds, se describe la técnica utilizada para la obtencion de la suspension de esporos de
Bacillus subtilis, el procedimiento empleado para irradiar las muestras de esporos, y la técnica

de recuento de los esporos viables luego de haber sido irradiados.
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2.1. DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

El reactor fotocatalitico empleado en esta Tesis se esquematiza en la Figura 2.1.

Este se compone de un sistema de emisiéon de radiacion UV, un compartimento de

irradiacion y un soporte para sostener placas de vidrio de borosilicato con las

muestras de esporos mientras son irradiados. Ademas, se muestra una imagen de la

vista superior de dicho dispositivo (Fig. 2.2).

Sistema
emisor de
radiacion

uv
(a)

Compartimento
de Irradiacion

(b)

|

Placa de Petri

Lamparas UV

Muestras

R—

Vidrio de
borosilicato

Soporte para
las muestras

(©)
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Figura 2.2. Fotografia de la vista superior del dispositivo

Se detallan a continuacién los elementos constitutivos mas relevantes del

dispositivo experimental:

SISTEMA DE EMISION DE RADIACION UV (Fig. 2.1 a): consiste en una
estructura metdlica que posee en la parte superior siete lamparas fluorescentes
tubulares de vapor de mercurio a baja presion, tipo luz negra (Philips TL 4W /08 F4
T5/BLB), ubicadas en forma paralela y horizontal. El cuerpo de este tipo de lamparas
estd formado por un tubo de vidrio de color azul oscuro, permeable a la radiaciéon

UV de onda larga, pero opaco a la radiacion visible. La energia proveniente de la
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descarga eléctrica de los electrodos ubicados en los extremos de la lampara es
convertida en radiaciéon UV en una capa de material fluorescente, la cual esta
inmovilizada sobre las paredes internas del tubo. La longitud de onda de emisién de
esta clase de lamparas parte desde 300 nm y llega hasta 420 nm, presentando una
emision maxima a 350 nm. El espectro de emision de las lamparas se muestra en la
Figura 2.3. Cada lampara estd separada entre si por una distancia de 1,2 cm y se
encuentran a una distancia de 4,65 cm del soporte donde se colocan las muestras de
esporos. Se construy6 ademas un tablero eléctrico donde se colocaron las reactancias,

los arrancadores y los interruptores de cada ldmpara.

COMPARTIMENTO DE IRRADIACION (Fig. 2.1 b): consiste en una caja
rectangular metalica con una placa de vidrio de borosilicato extraible deslizante. Para
simplificar el modelo de radiaciéon y minimizar la reflexién, las paredes internas de
este compartimento fueron cubiertas con pintura negra opaca. La radiacion UV
generada por el sistema de emision entra a éste compartimento a través de la cubierta
de vidrio, que también impide la contaminacién de las muestras de esporos durante
la irradiacién. A fin de asegurar una atmoésfera con alta humedad relativa, necesaria
para obtener una actividad fotocatalitica de TiO. sostenible en el tiempo, se incluyo
una placa de Petri conteniendo agua destilada estéril en el compartimento de
irradiaciéon. Durante todas las corridas experimentales, la temperatura y la humedad
relativa dentro del compartimento de irradiaciéon se midieron con un
termohigrometro (Mannix PTH8708 termo higrometro TH Pen). Aunque el reactor
fotocatalitico disefiado no tiene un control automatico de humedad y temperatura,

ambas condiciones permanecieron aproximadamente constantes durante los ensayos
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experimentales (Tabla 2.1). Este compartimento, previo a cada ensayo de

inactivacion, se esteriliz6 en estufa durante 2 horas a 160 °C.

Tabla 2.1. Temperatura y humedad dentro del compartimento de irradiacion.

Esporos irradiados sin TiO» Esporos irradiados con TiO;
Tiempo (2,44 mW cm-?) (2,44 mW cm-2)
(M) Temperatura [°C] Humedad [%] Temperatura [°C] Humedad [%]
6 29,7 78,7 32,5 75,3
12 30,8 72,3 34,2 78,9
24 29,8 70,1 31,3 82,7
36 33,7 77,5 32,4 78,8
48 31,5 78,6 33,6 81,0

SOPORTE PARA LAS MUESTRAS (Fig. 2.1 c): las placas fotocataliticas con
las muestras de esporos se ubicaron horizontalmente en la zona central del
compartimento de irradiacién, donde el flujo de radiacién fue casi uniforme, sobre
un soporte de vidrio de 15 cm de largo, 4,5 cm de alto y 9 cm de ancho. Las muestras,
apoyadas sobre el soporte, se encontraban a 4,65 cm de distancia de las lamparas UV.
Este soporte, previo a cada ensayo de inactivacion, se esteriliz6é en autoclave durante

15 min a 121 °C.

FILTROS OPTICOS: se utilizaron filtros 6pticos para obtener diferentes
magnitudes del flujo de radiacién, los cuales se colocaron sobre el vidrio de
borosilicato del compartimento de inactivacion. Para tal fin, se utilizaron ldminas de
base de poliéster de 0,1 mm de espesor, transparentes a la radiacién UV-A, las cuales

fueron impresas con diferentes tonalidades de gris generadas mediante el programa
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de disefio gréfico Corel Draw. Estos filtros fueron disefiados de tal forma de
proporcionar una transmitancia efectiva de 37,1 %, 25,7%, y 12,5%, los cuales
corresponden a una radiaciéon incidente de 0,90, 063 y 029 mW cm?

respectivamente. Las caracteristicas Opticas de estos filtros neutros se muestran en la

Figura 2.3.
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Figura 2.3. Emision espectral de las ldmparas (—) y transmitancia de los
filtros neutros (- - -), de las placas de vidrio de borosilicato (----), y de las
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2.2. ACONDICIONAMIENTO DE LAS PLACAS FOTOCATALITICAS

Las placas fotocataliticas utilizadas fueron fragmentos de vidrio de borosilicato
de 2 cm x 2 cm. Previo a la inmovilizacién de TiO», las placas de vidrio fueron
lavadas con una solucién que contenia 20 g de hidroxido de potasio, 250 mL de
alcohol isopropilico y 250 mL de agua ultrapura. Las placas se mantuvieron en
contacto con la solucién de lavado por 24 horas y luego 2 h bajo ultrasonido (equipo
Ultrasonik 300). Posteriormente, fueron calentadas durante 8 h a 500 °C para eliminar

cualquier rastro de material organico que adn pudiera quedar en la superficie.

La eleccion del vidrio de borosilicato como soporte se debié a su alta
transmitancia en la region UV-A del espectro de emisiéon de las lamparas (Fig. 2.3).
Ademads, este tipo de vidrio tolera altas temperaturas, mayores a los 500 °C,

propiedad necesaria para realizar el recubrimiento con el catalizador de TiO».

2.3. OBTENCION DE LOS RECUBRIMIENTOS DE TiO»

El TiO2 puede presentarse como fase amorfa, o como fase cristalina anatasa,
rutilo y broquita (Fig. 2.4), siendo la fase rutilo la mas estable a temperatura
ambiente. En las tres formas, los atomos de titanio (Ti**) estdn coordinados a seis
atomos de oxigeno (O%), formando TiOs octaédricos. La anatasa se compone de
vértices de intercambio octaédricos que forma planos (0 0 1) (Fig. 2.4a) que resulta en
una estructura tetragonal. En el rutilo el octaedro comparte bordes en planos (0 0 1)
para dar una estructura tetragonal (Fig. 2.4b), y en brookita tanto los bordes como las

esquinas son compartidos para dar una estructura ortorrémbica (Fig. 2.4c). Para
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reacciones fotocataliticas, la fase que presenta mayor reactividad es la anatasa. La
formacion de estas fases depende del material depositado, el método de deposicién y
la temperatura de calcinaciéon. En particular, las peliculas de TiO2 pueden
transformarse de amorfo a anatasa y de anatasa a rutilo por calcinaciéon. Las
propiedades de la pelicula estdn relacionadas con la fase cristalina, el tamano del

cristal, y la densidad de la misma.

Figura 2.4. Estructura cristalina de anatasa (a), rutilo (b) y brookita (c).

En la presente Tesis, las peliculas de TiO. depositadas sobre las placas de vidrio
de borosilicato fueron realizadas mediante la técnica de “dip-coating”. Este método
consiste basicamente en sumergir la pieza a recubrir en la solucién que contiene el

catalizador sintetizado, y luego retirarla a una velocidad controlada. Se emplearon
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diversos procedimientos para obtener la solucién con el catalizador, pero en todos
los casos se utiliz6 el “dip-coating” para recubrir las placas. Esta técnica se seleccion6
debido a su mayor simplicidad en comparacién con otras técnicas mas difundidas
para realizar recubrimientos superficiales, como “spin-coating”, “spray-gel”, o

electroforesis, entre otros.

Con este fin, se construy6 una cubeta de vidrio con un eje en la parte superior
accionado con un motor de bajas rpm (Fig. 2.5). En el eje se enrolla un hilo que sujeta
las placas fotocataliticas. Esto permite lograr una velocidad baja y uniforme de

remocion de la pieza a recubrir.

Placas a
recubrir

Figura 2.5. Esquema del equipo construido para

" 7

En la Figura 2.6 se muestran las etapas involucradas en la obtencién de los

recubrimientos por la técnica de “dip-coating”. El primer paso consiste en sumergir
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la placa a recubrir (paso 1), luego de un determinado tiempo se extrae a una
velocidad determinada (paso 2), y comienza el proceso de deposiciéon y drenaje (paso
3). Casi en forma simultdnea a la extraccién de la placa se inicia el proceso de
evaporacion (paso 4), y por ultimo, una vez extraida la pieza recubierta, contindan

ambos procesos, evaporaciéon y drenaje (paso 5).

Las propiedades de las peliculas obtenidas estdn condicionadas por el proceso
fisico empleado, la estructura del precursor y las condiciones de deposicion. Durante
el proceso fisico intervienen las fuerzas de arrastre viscoso, las fuerzas inerciales de la
capa limite, la velocidad de evaporacion, los gradientes de tensién superficial y la

fuerza de gravedad.

“DIP-COATING”

H

1) Inmersién 2) Extraccion 3) Deposiciéon y

drenaje

4) Evaporacion 5) Drenaje

P : ‘" : : 7
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En este trabajo, todas las peliculas de TiO: fueron depositadas por la técnica de
“dip-coating” con una velocidad de retirada de 3 cm min' a temperatura ambiente
(25 °C). Las placas fueron luego secadas en estufa y finalmente calcinadas para
aumentar la adherencia del recubrimiento y para inducir la formacién de la fase
anatasa. Las temperaturas utilizadas en la etapa de secado y calcinacién variaron

segtn el catalizador estudiado en cada caso (ver Capitulos 3, 4y 5).

2.4. ESPOROS DE Bacillus subtilis

2.4.1.CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE

El género Bacillus comprende bacilos Gram positivos (+), aerobios y anaerobios
facultativos, catalasa positivos, quimioheterétrofos, méviles con flagelos (peritricos)
que se caracterizan por la capacidad de formar endosporas. Ademas, todos
presentan forma de bastén, y sus medidas varian entre de 1-2,7 pm de largo por 0,3-
22 pm de ancho. Las especies presentan gran heterogeneidad metabdlica y
nutricional. Son contaminantes de naturaleza ubicua, y habitan en el suelo, agua y
polvo de aire. Ademas, algunas especies pueden ser parte de la flora normal del

hombre y los animales (Logan y De Vos, 2009).

Dentro del género Bacillus, se encuentran especies de gran importancia en
distintas areas, como B. anthracis, B. subtilis, B. thuringiensis, B. cereus. Por ejemplo, a
nivel industrial, son relevantes en la produccién de antibiéticos, o proteinas téxicas
para insectos, entre otras aplicaciones. También son importantes en el area de la

salud, ya que algunas especies pueden generar enfermedades de transmision
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alimentaria, y ademds producen enfermedades tanto en los animales como en las

plantas o en el hombre.

Como se mencioné previamente, dentro de este género, se encuentra la especie
Bacillus subtilis, la cual se considera la especie tipo del género, y se ha adoptado
extensamente como un microorganismo modelo para estudios de laboratorio. Bacillus
subtilis es una bacteria Gram positiva, Catalasa-positiva, aerobia, comtinmente
encontrada en el suelo. Tiene la habilidad para formar una resistente endospora

protectora, permitendo al organismo tolerar condiciones ambientalmente extremas.

B. subtilis no es considerado patégeno humano. Puede contaminar los alimentos
pero raramente causa intoxicacién alimenticia. Sus esporos pueden sobrevivir el
calentamiento extremo, que a menudo es usado para cocinar el alimento, y es

responsable de causar la fibrosidad en el pan deteriorado.

Se ha visto que B. subtilis es muy manejable para la manipulacién genética, y ha
sido, por lo tanto, extensamente adoptado como un organismo modelo para estudios
de laboratorio, sobre todo de esporulacién, que es un ejemplo simplificado de la
diferenciacion celular. Como un organismo modelo de laboratorio B. subtilis a
menudo es usado como el equivalente Gram positivo de Escherichia coli, un bacilo

Gram negativo ampliamente estudiado.
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2.4.2.COSECHA DE ESPOROS

Por los motivos expuestos en la seccion anterior, en este trabajo de Tesis se
adoptaron como microorganismos modelo los esporos de Bacillus subtilis (cepa ATCC

6633).

Primeramente, la cepa mencionada fue sometida a pruebas bioquimicas de
identificaciéon. Las pruebas realizadas y los resultados obtenidos se detallan en la

Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Pruebas bioquimicas de identificacion.

Prueba Resultado
Catalasa ®
Citrato S)
Crecimiento en NaCl 7% (>72 h) @
Hidrolisis del Almidén (>24 h) @
Proteinasas (>24 h) @
ANS ®
Reaccion de Voges - Proskauer (>24 h) @ (pH=5,5)
Reaccion de Voges - Proskauer (>72 h) @ (pH=6,0)

Para la obtenciéon de suspensiones de esporos en agua destilada se utiliz6 la
técnica propuesta por Shehata y Collins (1972). Para la inoculaciéon del
microorganismo se empleé una botella Roux. Este tipo de botella tiene una forma
especifica (Fig. 2.7) que proporciona una elevada superficie de contacto entre el
medio de cultivo y el oxigeno disponible, lo que permite obtener altas

concentraciones del microorganismo inoculado. A esta botella se le agrega el medio
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de cultivo y se la utiliza en forma horizontal, con tapén de algodén para permitir el

ingreso de aire a la misma.

El medio de esporulacion utilizado consisti6 en agar nutritivo (laboratorios
Merck) con 0,05% MnSOs y 0,05% MgSOs. Tanto el MnSO4 como el MgSOs generan
en el medio de cultivo un ambiente adverso para el crecimiento del microorganismo,
por lo que se espera obtener esporos de B. subtilis. 200 mL del mencionado medio de
cultivo, previamente esterilizado en autoclave 15 minutos a 121 °C, se agregaron a la
botella. Luego, la misma se coloc6 en forma horizontal para que el medio solidifique,
y por ultimo se inocul6 con 5 mL de un repique de células vegetativas de B. subtilis
en Caldo Nutritivo incubado 24 h a 30 °C. La botella fue incubada a 30 °C durante un
periodo de 10 dias. A continuacion, los esporos y células vegetativas obtenidas

fueron recuperados por lavado de la superficie del medio de esporulacién con
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solucion fisiolégica. Después de esto, los esporos recuperados se centrifugaron tres
veces durante 15 minutos a 3500 rpm con la misma solucién. La suspensién se
mantuvo a 30 °C durante 48-72 h para inducir la lisis de las células vegetativas. A
continuacién, las células vegetativas y los esporos fueron lavados nuevamente
conforme a las instrucciones descriptas anteriormente. Este método se repitio tres
veces para lavar las células. La suspensiéon de esporos fue suspendida en agua

destilada estéril y conservada a 4 °C durante 2 meses.

A fin de conocer la concentraciéon de esporos obtenidos en la cosecha, se le
realizé un recuento en placa. Para ello, se tom6 una alicuota de la suspension de
esporos y se la sometié a un choque térmico (80 °C durante 10 minutos). Este
procedimiento se realiza para eliminar cualquier célula vegetativa que pudiera estar
presente en la muestra. Seguidamente, se realiz6 un recuento en placa por vertido

(Fig 2.8). A continuacion se detalla brevemente la técnica mencionada.

A la muestra original se le realizan primeramente diluciones seriadas para
reducir la poblaciéon microbiana, suficiente como para obtener colonias separadas
cuando se plaquea (Fig 2.8). Luego, 1 mL de las muestras diluidas se vuelca en placas
de cultivo estériles junto con agar fundido a ebullicion y luego enfriado a
aproximadamente 45 °C. Después de que el agar ha solidificado, cada célula se fija en
su lugar y forma una colonia individual. Las placas que contengan entre 30 y 300
colonias serdn contadas. El ntimero total de colonias es igual al ntmero de

microorganismos viables en la muestra diluida.
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Muestra a

1mL ser contada
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2.4.3.IRRADIACION DE LAS MUESTRAS DE ESPOROS
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Antes de iniciar los experimentos de irradiacién, alicuotas de 1 mL de la
suspension de esporos fueron mantenidos a 80 °C durante 10 minutos (choque
térmico) para eliminar las células vegetativas remanentes. Después de esto, alicuotas
de 10 pL de la suspensién de esporos se esparcieron para cubrir una superficie de 1,5
cm X 1,5 cm tanto en placas de vidrio recubierta con peliculas de TiO> como en
placas de vidrio sin catalizador. Después, las placas se mantuvieron a 30 °C durante
un periodo de 1 hora a fin de secar las muestras de esporos. A continuacién, las
placas secas se introdujeron en el compartimento de irradiacién, en el cual fueron
expuestas a un nivel determinado de irradiacion durante diferentes tiempos. Una vez
transcurrido el tiempo de irradiacién programado para cada muestra, se retiraron las

correspondientes placas de vidrio y se contaron los esporos viables restantes.

2.4.4.RECUENTO DE LOS ESPOROS VIABLES

El recuento de esporos viables en placas recubiertas de TiO: y sin catalizador
fue realizado de acuerdo a la siguiente técnica (Fig. 2.9). En primer lugar, se coloc6
una placa con la muestra de esporos en un tubo Falcon con 10 mL de solucién de
extraccion estéril (0,1% de peptona en agua destilada estéril). A continuacién, la
muestra de esporos fue raspada suavemente usando una pequefia espatula estéril
para separar las esporas de la superficie de la placa. Realizando esta metodologia de
raspado, se logré separar de la placa de vidrio tanto la muestra de esporos como el
catalizador depositado sobre la misma. El tubo Falcon que contiene la placa de

vidrio, la espatula y la solucién de extraccion fueron agitados a 200 rpm durante 15
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minutos. Alicuotas de 1 mL de la suspensién resultante se vertieron en las placas de
Petri para realizar el recuento en placa por vertido. Luego las placas fueron
incubadas durante 48 horas a 30 °C y, por ultimo, se contaron las unidades
formadoras de colonia (UFC). Cuando fue necesario, las soluciones de extraccion
fueron convenientemente diluidas con una solucién de peptona 0,1% antes del paso
de cuantificacién para obtener 30 a 300 UFC por placa. Las pruebas se repitieron dos
veces para cada condicion experimental estudiada, y cada repeticion se hizo por
duplicado. En experimentos preliminares, se evalu6 la eficiencia de lavado para la

recuperacion de esporos y el valor obtenido fue superior al 90%.

—> —> —>
Placa con Tubo Falcon con 10 La placa irradiada Agitacion a 200 rpm
esporos mL de solucién de se raspa con una durante 15 minutos
irradiada extraccién y la placa espatula estéril

irradiada

Figura 2.9: Esquema del procedimiento para el recuento de los esporos viables
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ESTUDIO CINETICO

En este capitulo se muestran los resultados experimentales de la inactivacion
fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis dispersos sobre peliculas de TiO: e irradiados con

diferentes niveles de radiacion UV-A (2,44-0,29 mW cm2).

Ademds, se propone un esquema de reaccion simplificado para la inactivacion
fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis. A partir del esquema propuesto, se derivé en una
expresion cinética para la inactivacion fotocatalitica de esporos, la cual muestra una
dependencia explicita con la absorcion de radiacion. Los pardmetros cinéticos del modelo

fueron estimados a partir de datos experimentales mediante el empleo de un algoritmo de

optimizacion.

Finalmente, se comparan los datos experimentales con los resultados del modelo.
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3.1. SINTESIS DEL CATALIZADOR DE TiO;

Para la obtencién del catalizador de TiO; se llevé a cabo una sintesis bajo la
técnica Sol-Gel. En términos generales, esta técnica consiste en generar una
suspension de particulas, en este caso de TiO,, de tamafio controlado a partir de
reacciones de hidroélisis/condensacion de sales, alcoxidos u organometalicos, para
luego inmovilizarlos en la superficie a recubrir. Mediante esta técnica es posible
obtener peliculas delgadas y de espesor muy uniforme. Permite ademds ejercer un
elevado control de la pureza de los reactivos, del grado de homogeneidad de la
mezcla de precursores, y de la microestructura de los recubrimientos (uniformidad y
distribuciéon de tamafos de particulas). Ademads, se requiere equipamiento simple y

econdmico, y posibilita la preparacién de recubrimientos a temperaturas bajas.

La secuencia de reacciones que tienen lugar a partir de alcoxidos comienza por
la hidroélisis de los mismos. Estas reacciones pueden continuar hasta eliminarse
completamente los grupos alcoxido. Posteriormente, o de forma simultanea con las
reacciones de hidrélisis, pueden producirse reacciones de condensacion, las cuales
pueden dar lugar a la formacién de cadenas. También pueden producirse reacciones
de condensacién entre alcoxidos no hidrolizados. En el caso de los alcoxidos de
titanio, las reacciones de hidrdlisis son muy rdpidas, mucho més que las de
condensaciéon y se producen en condiciones descontroladas, formando grandes
aglomerados con grupos alcoxidos sin hidrolizar en zonas donde no puede acceder el
agua. Si se mantiene esta suspension en las condiciones apropiadas, se pueden

disgregar los aglomerados para obtener un sol estable.
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Para la obtencién de los resultados expuestos en este capitulo, el catalizador de
TiO2 se obtuvo a través de una técnica de Sol-Gel que usa tetraisopropdxido de
titanio como precursor (Yamazaki-Nishida y col., 1993). La hidrolisis del tetra-
isopropéxido de titanio se llevé a cabo en medio acuoso y pH acido. Para esto, un
volumen de 415 mL de agua ultrapura fue mezclado con 4,5 mL de acido nitrico
concentrado (Anedra, 65%), y luego 35 mL de isopropdxido de titanio (Aldrich, 97%)
fueron afiadidos a esta mezcla. Bajo tales condiciones, la hidrolisis del precursor
procedié enérgicamente, de forma descontrolada y vigorosa, produciendo grandes
trozos de TiOz hidratado. La dispersién de las particulas formadas se logré agitando
la suspensién durante un periodo de 10 h a 80 °C, hasta que se obtuvo un sol claro de
nano-particulas de TiO.. En la Figura 3.1 se representa en forma esquematica el

procedimiento empleado.

35 mL Ti(i-O Pr),

|

LIRSS LIS

b

Z 2

TESY

]
415 mL H,O + Agitacion Sol claro
4.5 mL HNO; 10 horas a 80 °C

Figura 3.1. Procedimiento empleado para la preparacion del TiO;

Luego de realizar el recubrimiento de las placas de vidrio mediante la técnica

de “dip coating”, las mismas fueron secadas en estufa a 80 °C y finalmente
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calentadas a 200 °C durante 6 horas para aumentar la adherencia del recubrimiento y

para inducir a la formacién de la fase anatasa.

3.2. RESULTADOS EXPERIMENTALES

A continuacién se muestran los resultados de la inactivacion fotocatalitica de
esporos B. subtilis, la cual se evalu¢ al irradiar los esporos secos en contacto con TiO»,
y de la inactivacién fotoquimica, la cual se determiné al irradiar los esporos secos
sobre vidrio sin recubrir (en ausencia de TiO,). Para estos ensayos se utilizé el
dispositivo experimental descripto en el Capitulo 2. Los esporos que permanecieron
viables después de la irradiacion se expresan como [N], que representa las unidades

formadoras de colonia por centimetro cuadrado (UFC cm?) (Fig. 3.2).

R

Inmovilizacion Secado de las Irradiacién Lavado de las Determinacion
de esporos muestras muestras de las UFC
(30°C-1 h)

Figura 3.2. Representacion esquematica del procedimiento experimental para el

e —— e —
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La Figura 3.3 muestra los resultados experimentales obtenidos cuando muestras
de esporos sobre placas recubiertas de TiO, y sobre placas sin recubrir fueron
expuestas a la radiacion UV-A (2,44 mW cm?) durante diferentes periodos de
tiempo. En la misma figura se trazan lineas de tendencia para facilitar la observacién

de la reduccion de la viabilidad de esporos.

Whe - & - g _ ]

& ]
105 3 \ 1

4
10 \ﬂ> ]

O Sin TiOs

<\> COH \TiOZ L L L L

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo [h]

[N] [UFC em™]

w

10

Figura 3.3. Curvas de inactivacién para diferentes tiempos de
irradiacion de esporos irradiados con 2,44 mW cm-=2 de
radiacion incidente. (O,$) Valores experimentales

Cuando los esporos de B. subtilis fueron irradiados sobre superficies de TiO, su
viabilidad disminuy¢ significativamente y aumento el grado de inactivacion con el
tiempo de irradiacion. Después de 24 horas de irradiacion continua, la fraccion de

esporos viables fue cercana al 0,12%. Cuando las muestras fueron irradiadas durante
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un periodo mas largo de tiempo, el nimero de esporos viables fue inferior al limite
de deteccion del procedimiento de cuantificaciéon (6,7 x 102 UFC cm2). Sin embargo,
cuando la irradiaciéon de los esporos se llevé a cabo en las mismas condiciones
experimentales, pero con los esporos de B. subtilis esparcidos sobre placas de vidrio
sin TiO, la inactivacién fue notablemente inferior (Fig. 3.3). Después de 48 horas de
irradiaciéon continua, la fracciéon de esporos viables fue cercana al 31%, mostrando
que bajo las condiciones experimentales empleadas, la inactivacién puramente
fotoquimica no fue significativa en comparacién con la inactivacién fotocatalitica. La
magnitud de la reduccién de esporos irradiados sobre vidrio de borosilicato (sin
TiO) en las condiciones mencionadas fue de 0,47 después de 48 horas de irradiaciéon
continua, mientras que aquellos irradiados sobre peliculas de TiO: fue superior a 3
después de 24 horas de irradiacion continua. Estos resultados confirman que, bajo las
condiciones de empleadas, los esporos de B. subtilis son mucho més vulnerables a la

inactivacion fotocatalitica que a la inactivacién fotoquimica.

Para todos los niveles de radiaciéon ensayados, la viabilidad de los esporos
esparcidos sobre peliculas de TiO. disminuy6 significativamente con el tiempo de
exposicion, tal como lo muestra la Tabla 3.1. Con respecto al efecto del nivel de
irradiaciéon sobre la velocidad de inactivacién, los resultados experimentales
demuestran que cuanto mas intenso es el flujo de radiacion alcanzado sobre la placa,
mas rapida resulta la inactivacion de esporos. Més adelante se analizara la relaciéon
entre la velocidad de inactivacion y el flujo de radiacién, utilizando el modelo

cinético.
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Tabla 3.1. Inactivacién de esporos esparcidos sobre peliculas
de TiO, empleando diferentes niveles de radiacién incidente

N [UFC cm-2]

Tiempo
[h]

Flujo de radiacién incidente [mW cm-2]

2,44 0,90 0,63 0,29

0 3,67 X 106 1,19 X 107 1,73 X 100 2,43 X 1096
6 1,04 X 106 2,00 X 106 8,83 X 105 8,67 X 105
12 1,36 X 10> 9,22 X 105 3,23 X 105 5,65 X 10°
24 4,33 X 108 2,56 X 105 7,65 X 104 1,73 X 10°
36 -—-- 3,20 X 104 - 8,80 X 10#

48 - 7,33 X 108 2,00 X 103 2,43 X 104

3.3. ESQUEMA SIMPLIFICADO DE INACTIVACION FOTOCATALITICA

Se propone un esquema simplificado para el complejo proceso de inactivaciéon
fotocatalitica de esporos de B. subtilis. La secuencia de pasos de reaccién y sus
expresiones cinéticas correspondientes se muestran en la Tabla 3.2. El primer paso
corresponde a la activacion del semiconductor por la absorcién de fotones de la
radiacion ultravioleta (reaccién 1) con la energia suficiente para promover electrones
de la banda de energia de valencia a la banda de energia de conduccién, generando
una carga positiva o hueco h* en la banda de valencia. La velocidad de este paso
inicial es proporcional a la velocidad local a la cual los fotones son absorbidos en la
pelicula fotocatalitica. La constante de proporcionalidad ® es el rendimiento cuéntico
primario. Durante su tiempo de vida, el h* foto-generado puede interactuar con las
moléculas de agua adsorbidas en la superficie de catalizador para producir radicales

*‘OH (reaccién 2), mientras que los electrones libres (e) pueden transferirse al
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oxigeno molecular adsorbido generando radicales -O, (reaccion 3). Ademads, los
radicales *OH pueden reaccionar entre si para formar HxO> (reacciéon 4). Sin
embargo, esto requiere que dos radicales *OH colisionen entre si durante su corto
tiempo de vida, lo cual es muy poco probable. Como consecuencia de esto, podemos
suponer que la reacciéon 4 progresard a un ritmo muy lento y la concentraciéon de
H>O» serd despreciable. A fin de simplificar el modelo, se asume que los esporos
estdn compuestos en su estructura de una dnica cubierta, la cual incluye la cubierta
interior y exterior, y la corteza del esporo. Los h* foto-generados pueden interactuar
directamente con los compuestos de la cubierta del esporo (reaccién 5). Aunque no se
considera que el hueco sea la especie reactiva mas importante en la inactivacion de
los esporos, esta reaccion es probable que se produzca y puede trabajar en conjunto
con la oxidacién principal llevada a cabo por los radicales “OH. El paso 6 representa
la degradacion progresiva de los compuestos de la cubierta del esporo en su punto
de contacto con la superficie fotocatalitica debido a la accién de los radicales *“OH, la
cual no causa lesiones letales al esporo. El paso 7 representa la pérdida de viabilidad
del esporo originada por los radicales *OH, para obtener los esporos inactivos, que
podria ocasionarse por la pérdida de integridad de la cubierta, o por dafios en el
nidcleo, o ambos procesos juntos. En este modelo propuesto, se supone que los
esporos inactivos difieren de los activos s6lo en su capacidad para germinar. El
altimo paso es la recombinacién de h* y e~ (reaccién 8) con liberacién simultanea de

energia.

Al comienzo del proceso, todos los esporos en la superficie fotocatalitica estan

intactos, pero después de que comienza la irradiacion, los compuestos organicos de
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la cubierta del esporo se oxidan progresivamente. Asimismo, el ntcleo comienza a
ser oxidado. El dafio en la cubierta y en el nicleo es acumulativo, y los esporos
inicialmente intactos evolucionan a través de estados donde aumenta el grado de
degradacion. Cuando este dafio alcanza un nivel que no puede ser reparado o
invertido por los esporos durante la germinacion, entonces el esporo es inactivo.
Finalmente, de acuerdo a los resultados de Wolfrum y col. (2002), los esporos
podrian ser mineralizados completamente. Teniendo en cuenta los niveles de
radiacion y los tiempos de exposicion adoptados en este trabajo de Tesis, no se

espera que se produzca la mineralizacién en nuestras condiciones experimentales.

Tabla 3.2. Esquema de reaccién

N° Etapa de reaccién Velocidad de la etapa de reaccion
(1) TiO, + hv > TiO, + h* + e~ r; = ®e?s

() h*+H;0(q4s) > OH+ HT ry = ky [h*][H20]aqs

() e +0;-0; r3 = k3 [e7][0;]

(4:) 2-0H - H202 Iy = 2k4 [ OH]2

(5) h* + Compuestos Superficiales » Productos  rz = kg [h*][CS]
(6) - OH + Compuestos Superficiales - Productos rg = kg [- OH][CS]
(7) - OH + Esporos Viables — Esporos Inactivos r; = Kk; [+ OH][N]

(8) h* +e™ — Energia Térmica rg = kg [h*][e”]
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3.4. DERIVACION DE LA EXPRESION CINETICA PARA LA INACTIVACION
FOTOCATALITICA DE ESPOROS
Aplicando la aproximacion de micro-estado estacionario local (6 velocidad neta

de formacion nula) para los huecos (h*) y electrones (e”) (Tabla 3.2), obtenemos

h

r,=r-1,-5-r,=0e” -k, [h*][l—gO]ﬁds ~k, [h*][SC]—k8 [h+] [e‘] ~0 (3.1)

ro=1-1,-1,=0e" -k,[O,] [e’] —kq [h*][e’} ~0 (3.2)

Luego, la concentraciéon de huecos y electrones puede expresarse como

ok [Oz]ads 4k, ®e™

[h]- 2k, {\/H k,[0,],,. (&, [H,0],, +k5[CS]) 1} (3.3)
(ke [H,0],, +k;[CS]) 4kDe”

[e J - 5 k8 L\/l + k3 [02 ]ads (k2 [Hzo]ads +k5 [CS]) _1} (3.4)

Si la aproximaciéon de micro-estado estacionario local se supone también para

los radicales *OH, tenemos
Top =5 —1,—T —1, ~0 (3.5)
roy =k, [ ' ][H,0] -2k, [-OH] —k, [-OH][CS]-k, [OH][N]~0 (3.6)

En la ecuacion (3.6) puede suponerse que las reacciones de terminacién radical-
radical (reaccion 4 en Tabla 3.2) son despreciables en comparacién con la

degradacion fotocatalitica. Por lo tanto, obtenemos:
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K [H,0],, k,[O,] 4k, De™
[OH]= 2Kk (ko [CS]+K, [N])[\/1+ K [0,],,. (k,[H,0], +k;[CS]) - (5.7)

Los compuestos superficiales (es decir, [CS]) representan todos los compuestos
quimicos que conforman la cubierta del esporo en contacto directo con la pelicula de
TiO,. Estos compuestos actuardn como “scavengers” (agentes neutralizantes o
atrapantes) de los radicales *OH, reduciendo la disponibilidad de *OH para
reaccionar con los objetivos vitales del esporo, y protegiendo de esta manera al
esporo de ser inactivado. La completa mineralizacion de estos compuestos
superficiales es muy poco probable bajo las condiciones utilizadas, y por lo tanto, no
se esperan variaciones sustanciales de su concentraciéon. Por esta razén, la
concentracion de los compuestos superficiales se considerd constante para propoésitos

del modelado.

Ademaés, si consideramos que la concentracién de agua y oxigeno adsorbidos se

mantienen constantes durante el proceso de irradiacién, podemos definir las

constantes cinéticas K;, K, y K;:

K —
[-OH]=m( 1+Koe 1) (3.8)

donde:

. kk,[O H,O
K1 — 2 3[ 2]acls[ 2 ]ads (38_a)
2k k,[CS]

41,

Ko k[0, ] (kz [H,0],,, +ks [CS]) &)
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K3 — (38-C)

La velocidad de degradaciéon de los esporos se supone proporcional a la

concentracioén de esporos y a la concentracién de radicales [*OH] (reaccién (7)):

% _ &, [OH][N] (3.9)

Sustituyendo la ecuacion (3.8) en la ecuacion (3.9), y reorganizando la expresion

resultante, se obtiene:

dglj] _ K [N] (m_l) (3.10)

(1+K,[N])

donde:
K1 = k7K; (3.10-a)

La ecuacion (3.10) se puede integrar facilmente, y se obtiene:

[N]= [No]exp{K3 ([No] _[N]) -K, (\/Kz +e’” _sz)t} (3.11)

donde:
K, = KNK'2 (3.11-a)
1
K,=— (3.11-b)
KZ

El conjunto final de pardmetros cinéticos a determinar es {Ki, K, Ks}.
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3.5. MODELO DEL CAMPO DE RADIACION

La absorcién de fotones en las peliculas de TiO2 es el paso inicial de las
reacciones fotocataliticas, y la cinética de estos procesos depende de la Velocidad
Superficial Local de Absorcion de Fotones (Local Superficial Rate of Photon
Absorption, LSRPA o e?s) (Imoberdorf y col., 2005). Debido a que los valores de e2s
no pueden medirse experimentalmente, se disefi6 un modelo de campo de radiacion
que tiene en cuenta la emision de radiacién de las ldamparas, su propagacion en el
compartimento de irradiacion, su atenuacién en el vidrio de borosilicato en la parte
superior de este compartimento y, por altimo, la absorcién de fotones en la pelicula
de TiO2. Los efectos que fueron considerados en el modelo de radiaciéon son

representados esquematicamente en la Figura 3.4.

O O O O O }o
L

te

s
t r®
o4 }@

Figura 3.4. Efectos fisicos considerados en el modelo de radiacién: (1)
emision de radiacién UV de las lamparas, (2) atenuacion parcial de la
radiacion en el vidrio de borosilicato, (3) absorcién de radiacion en la
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Para la generacion de la malla, el volumen del compartimento de irradiacién se
definié como un paralelepipedo, del cual los volimenes de las lamparas, definidos
como cilindros, fueron restados (Fig. 3.5). A fin de simplificar los célculos, se omitio
el vidrio de borosilicato que separa el interior del compartimento de irradiacién con
UV, pero el efecto de atenuacion que produce sobre el flujo de radiacion fue
incorporado en un paso posterior. Las dimensiones y configuracién se definieron de
manera de reproducir el dispositivo experimental. El compartimento de irradiaciéon
fue dividido en aproximadamente 1,5 x 10° células tetraédricas utilizando el

generador de mallas Gambit.

Para calcular la absorcion de fotones en la pelicula de catalizador, se resolvié la
ecuacion de transferencia radiativa (RTE, Radiative Transfer Equation) mediante el
método de la ordenada discreta (DOM) utilizando el Software Fluent (Fluent 6.3). Se

consideraron las siguientes condiciones de contorno:

(i) para describir las lamparas, se definié6 una entrada neta de flujo de energia
radiante isotrépica en las superficies cilindricas. El flujo de radiacion en la superficie

de la lampara fue evaluado como:

P ff ,lamp
__ effjlam 3.12
qlamp 2 P R L ( )

lamp lamp

donde qump es el flujo de radiacién en la superficie de la lampara, Pefflamp es la
otencia de emisién efectiva la las lamparas, Riamp es el radio de la lampara, y Liamp €s
p p

el largo de la lampara.
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(i) para describir las paredes negras del compartimento de irradiacién (descripto en

la seccion experimental), se seleccioné la propiedad opaca para las paredes externas.

CO00000D

Figura 3.5. Malla usada para describir el compartimento de irradiacion y

Las direcciones de propagacién de la radiaciéon fueron discretizadas en 10
divisiones para los angulos azimutal y polar. La RTE se puede independizar de la
ecuacion de transferencia de energia térmica considerando el sistema como
isotérmico. Para garantizar la convergencia de la solucién numérica, se utilizé un

nimero de iteraciones de 1,0 x 10%. Los valores del flujo de radiacion incidente
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calculado en los distintos nodos del plano donde se encontraban las muestras de
esporos, que cubre todo el compartimento de irradiaciéon (21 x 24 cm), estan
representados en la Figura 3.6 como una graduacion de grises, donde las zonas mas
oscuras corresponden a las regiones menos iluminadas. Para propositos de
validacién, los valores de predicciéon del flujo de radiacién local obtenida con
simulaciones CFD fueron comparados con resultados experimentales. Para esto, se
realizaron mediciones locales del flujo incidente en diferentes posiciones en un plano
utilizando un radiémetro (IL 1700 - SEDO05 - WBS 320). Estas mediciones se llevaron
a cabo colocando el sensor del radiémetro frente al sistema emisor de energia, en
distintos nodos de una malla virtual plana situada a una distancia de 4,5 cm desde el
plano que contiene el eje de las lamparas. La concordancia entre los resultados

simulados y experimentales fue satisfactoria, con un error relativo promedio de 11%.

Al comparar el flujo de radiacion local en diferentes lugares del compartimento
de irradiacion, se observaron variaciones significativas. Teniendo en cuenta la
totalidad del drea del compartimento de irradiacién, el flujo méximo predicho de
energia radiante en su centro es 62% méds grande que el flujo minimo, en las esquinas.
La falta de uniformidad en el nivel de irradiaciéon de las muestras de esporos es
indeseable, porque las muestras situadas en las regiones menos iluminadas no
exhibirian la misma actividad fotocatalitica que las muestras situadas en las regiones
mas iluminadas. Para evitar estas dificultades, se utilizé una superficie de irradiaciéon
de menor tamafio que el de la seccion transversal completa del compartimento de
irradiacion. Para asegurar que toda la superficie fotocatalitica sea activa en cada

ensayo experimental, se utiliz6 sélo la superficie mas iluminada (9 x 12 cm), situada

82



ESTUDIO CINETICO

en la zona central del compartimento de irradiacién (Fig. 3.6). El flujo de radiaciéon
neta incidente promedio obtenido fue de 2,44 mW cm2. El criterio para esta decision
fue que, a fin de asegurar una LSRPA razonablemente uniforme sobre la pelicula
activa, una diferencia tolerable entre el sitio mas iluminado y el menos iluminado

debia ser menor del 17%.

A fin de considerar la atenuacién de la radiacion producida por la absorciéon del
vidrio de borosilicato, dicha absorcion de la radiacién fue descontada del flujo de
radiacién calculado porque, como se ha mencionado, este efecto no fue considerado
en el modelo CFD. La radiacion atenuada que llega realmente a las peliculas de TiO2

puede calcularse a partir de:

q'(x)=q° (z)ew(—{m,g)w eg) (3.13)

donde ¢'(x) es la radiacién efectiva que llega al recubrimiento de TiO q°(x)

representa el flujo de radiacién obtenido de la simulacion con CFD, <leg >k es el

lamp

coeficiente se absorcién del vidrio de borosilicato, y eg es el espesor de la placa de

vidrio. El producto de <Kk,g >k e, fue obtenido por mediciones espectrofotométricas

mp

de la transmitancia de las placas de vidrio sin catalizador (Fig. 2.3).

Estableciendo los balances de energia radiativa local en términos de flujos de
energia local (Fig. 3.4), el LSRPA fue calculado en cada punto de la pelicula catalitica

que recubre las placas de vidrio (Imoberdorf y col., 2005):

e (x)=q'(x)-q'(x) (3.14)
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Figura 3.6: Flujo de energia radiante en una seccion transversal del
compartimento de irradiacion representado por una graduacion de grises. El

En la ecuaciéon (3.14), qi(x) representa el flujo radiante local que llega a la
superficie catalitica y q'(x) es el flujo de energia radiante local que se transmite a

través de las peliculas de TiO». g(x) puede calcularse como:
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(3.15)

donde «, es el coeficiente de absorcion de la pelicula de TiO2 y e, representa el

espesor de la pelicula. Finalmente, introduciendo (3.15) en (3.14), se obtiene la

expresion para calcular la velocidad superficial local de absorcién de fotones:

e (x)=q' (5)[1 - exp(—<1<x,f>klamP e )} (3.16)

3.6. CALCULO DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Los pardmetros cinéticos de la ecuacion 3.11 fueron ajustados empleando el
conjunto completo de resultados experimentales. La funciéon objetivo (FO) a ser
minimizada fue definida como la suma del cuadrado de las diferencias entre cada
valor experimental de la concentraciéon de esporos viables y el correspondiente valor
calculado con las expresiones cinéticas, dividido por la desviacién estandar del valor
experimental:

(NLy,[NLeo )
ul expi mod,i

FO(K,,K,,K,)= (3.17)

2
i=1 G;

El conjunto valores de los parametros cinéticos (K1, K, K3) que minimizé la FO
fue considerado el mejor ajuste. Para encontrar este conjunto de valores, se utiliz6 el
algoritmo genético (AG). En términos generales, el AG es un algoritmo de bisqueda
heuristica adaptable inspirado en la evolucién, selecciéon natural y genética. Este

método de minimizacién fue seleccionado porque es capaz de encontrar el minimo

85



CAPITULO 3

absoluto de una determinada FO en lugar de sus minimos locales, como ocurre en
algunos de los métodos alternativos. En la Figura 3.7 se muestra un esquema
simplificado del algoritmo empleado. El primer paso consistié en la generacién al
azar de la primera poblacién de 100 individuos (es decir, un grupo de valores de los
parametros cinéticos Ki, Kz y K3). Usando los resultados experimentales y los valores
predichos del conjunto completo de condiciones de operacion estudiadas, se calculé
la aptitud (es decir, la funcién objetivo) de cada individuo (es decir, de cada valor del
pardmetro cinético). Los individuos mas aptos, aquellos que proporcionan el menor
valor de la FO, fueron seleccionados para sobrevivir y se utilizaron para calcular la
proxima generaciéon. La préxima generacion fue calculada cambiando el grupo
seleccionado de pardmetros por migracion, entrecruzamiento y mutaciéon al azar.
Luego, la FO fue evaluada para la poblacién completa de grupos de pardmetros. Este
proceso iterativo se repitié hasta la convergencia de los pardmetros hacia aquellos
que minimizan la FO. En la Tabla 3.3 se muestran los valores de los pardmetros

obtenidos con el AG para la ecuacion (3.11).

Tabla 3.3. Pardmetros cinéticos

Parametro Valor Unidades
K 123,76 cm Einstein-1/2 h-1/2
K> 2,53 x 109 Einstein h-1 cm-=2
Ks 1,95 x 1027 cm2 CFU-!
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De la Tabla 3.3, es posible concluir que los términos afectados por Kz y Ks

pueden ser despreciados en la ecuacion (3.11). Entonces, la ecuacion cinética final es:

[N]=[N, Jexp(-K,Vet)

(3.18)

Se observa que velocidad de inactivacién tiene una dependencia con la raiz

cuadrada de la radiacién absorbida por la pelicula del fotocatalizador (e?s).

Valores de
tiempo y eas

Adopcioén de la
primera poblacion

i:

Diseno
experimental

Resultados
experimentales

Modelo cinético

:

Resultados del
modelado

Préxima generacion

T

A

!

Evaluacion de la
aptitud de la generacién

\4

Z ([N]exp,i _[N]mod.i)2
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Migracién

A

T

A

Entrecruzamiento

A

Mutaciéon
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Seleccion de la
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Reproduccién

!

1

Resultados

Figura 3.7. Diagrama esquematico del algoritmo genético empleado para
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Las curvas de inactivaciéon de los esporos de Bacillus subtilis y los valores
obtenidos por el modelo (ecuaciéon (3.18)), para los diferentes valores de flujo de
radiacion incidente estudiados, se muestran en la Figura 3.7. Se obtuvo una
concordancia satisfactoria entre los datos experimentales y las predicciones del

modelo.
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Figura 3.8. Curvas de inactivacion de esporos para diferentes valores de flujo de radiaciéon
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Asimismo, la Figura 3.8 compara los resultados experimentales con los

predichos por el modelo cinético, para todos los datos experimentales obtenidos en

este trabajo (Zacarias y col., 2010).
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Figura 3.9. Comparacion entre las predicciones del modelo
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EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE DIFERENTES RECUBRIMIENTOS DE TiO,

En este capitulo se compara el rendimiento de diferentes recubrimientos de TiO, para la
inactivacion fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis secos dispersados sobre peliculas de
TiO3 bajo radiacion UV-A. Se ensayaron tres clases de recubrimientos de TiOz con diferente

niimero de capas.

A través de mediciones de transmitancia y reflectancia difusa de los recubrimientos, se
calculé la fraccion de energia efectivamente absorbida por las peliculas fotocataliticas.
Ademds, se determind la cantidad de TiO depositado en las placas de vidrio de borosilicato y

se obtuvieron fotografias de las mismas con microscopio electronico.

Finalmente, para comparar objetivamente el rendimiento de los recubrimientos, se
calcularon dos tipos de eficiencias: la eficiencia fotonica y la eficiencia cudntica de

inactivacion.
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4.1. MODIFICACION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

Los experimentos fotocataliticos fueron llevados a cabo en el reactor detallado
en la Seccidn 2.1. Sin embargo, a este dispositivo se le realizaron leves mejoras para
poder medir de forma maés apropiada la temperatura y la humedad relativa. También
se mejoro el sistema de cierre del compartimento de irradiacién, permitiendo que

dichas variables se mantengan mas estables.

Dentro del compartimento de irradiacion se hicieron mediciones locales del
flujo de radiacion incidente en diferentes posiciones en un plano mediante un
radiémetro (ILT 1700, International Light Technologies), de la misma forma en que
fuera descripto en la Seccion 3.5. Solo la superficie mas iluminada, situada en la zona
central del compartimento de irradiacion, fue empleada para los experimentos. El
flujo de radiacion neto incidente promedio obtenido fue de 1,89 mW cm?, lo que
equivale a 2,01 x 105 Einstein cm2 h1 0 1,21 x 10 fotén cm?2 h'l. La conversiéon de
contenido de energia (mW cm2) al contenido de fotones (Einstein cm-2 h') se realizé
con la ecuaciéon de Planck, considerando el espectro total de emisién de las lamparas

(Fig. 2.3):

E=hc/A

donde: h es la constante de Planck (6,626 x 103 W s2), ¢ es la velocidad de la luz
(2,998 x 108 m s1), A es la longitud de onda (m). 1 Einstein= 1 mol (6,022 x 10%) de

fotones.

Por otro lado, una soluciéon saturada de sulfato de amonio fue incluida en el

compartimento de irradiacién para asegurar un ambiente con una elevada y
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constante humedad relativa, necesarias para obtener una sostenible actividad
fotocatalitica de TiO2. A lo largo de los experimentos, la humedad y la temperatura
dentro del compartimento de irradiaciéon se mantuvieron constantes en 70% y 40 °C,
respectivamente. Un termohigrémetro (Oakton Thermohygrometer Kit) acoplado al

equipo fue empleado para medir estas variables.

4.2. PREPARACION DE LOS CATALIZADORES

La inactivacién fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis se ensay6 sobre tres
diferentes recubrimientos de TiO.. El primero (TiO2 Degussa P-25) usa wuna
suspension de 150 g L1 de TiO2 Degussa P-25 (Evonik Degussa) en agua ultrapura
(Osmoion Ultrapure Water, Apema) a un valor de pH de 1,5 (ajustado con HNO3). La
cantidad necesaria de catalizador fue dispersada en agua ultrapura al pH indicado y

luego sonicada durante 2 h (van Grieken y col., 2009).

La segunda técnica (TiO2 Sol-Gel) es la detallada en la Seccién 2.2. Consiste en
un método Sol-Gel que utiliza tetra-isopropéxido de titanio como precursor

(Yamazaki-Nishida y col., 1993).

El tercer recubrimiento (Sol-Gel/Degussa P-25) fue obtenido por una técnica
mixta de TiO2 Sol-Gel/Degussa P-25 (Keshmiri y col., 2004). Primero, el etanol
desnaturalizado (85% de etanol + 15% metanol) se mezcl6 con agua ultrapura y HCl
concentrado (36,5%). El alcohol fue utilizado como solvente para prevenir la

hidrélisis rapida del alcoxido de titanio. El HCI fue empleado en este proceso para
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controlar la velocidad de condensacién y evitar una répida gelificacion del sol. Tras
unos minutos de agitacion, se afiadié a la mezcla el tetra-isopropdxido de titanio
(Sigma Aldrich, 97%). La hidrdlisis se llevé a cabo agregando gota a gota el precursor
a la solucion preparada, mientras se agitaba. Esta mezcla se agité6 durante 2 horas.

Después de este periodo, se agrego el TiO2 Degussa P-25 y se agit6 durante 12 h.

4.3. OBTENCION DE LOS RECUBRIMIENTOS DE TiO»

Para las tres técnicas de recubrimiento estudiadas, la inmovilizacién de TiO;
sobre las placas de vidrio se realiz6 mediante la técnica de dip-coating descripta en la
Seccién 2.3. Sin embargo, después de realizado el recubrimiento correspondiente,
cada catalizador fue tratado en forma diferente. Para los recubrimientos con TiO>
Degussa P-25, las placas fueron secadas en horno a 110 °C durante 24 horas y luego
calentadas a 500 ° C por 2 h, con una velocidad de calentamiento de 5 °C min-1. Para
el recubrimiento de TiO2 Sol-Gel, las placas fueron secadas en hornoa 80 °C por 1 hy
luego calentadas a 200 °C durante 6 horas. Finalmente, para el recubrimiento de TiO2
Sol-Gel/Degussa P-25, las placas fueron secadas a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 h y luego calentadas a 500 ° C por 2 h, con una velocidad de calentamiento

de 11 °C min-.

Para obtener dos o tres capas de catalizador sobre las placas de vidrio, después
de los pasos de secado y calcinacién, la capa siguiente se realizé repitiendo el

procedimiento empleado para depositar la primera capa. En particular, no fue
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posible obtener una tercera capa con la técnica Sol-Gel/Degussa P-25 debido a las

pobres propiedades de adherencia de la pelicula resultante.

44. CARACTERIZACION DE LAS PLACAS FOTOCATALITICAS

441.DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE CATALIZADOR

INMOVILIZADO SOBRE LAS PLACAS DE VIDRIO

La cantidad de TiO> depositado en las placas de vidrio de borosilicato se midi6é
mediante un procedimiento espectrofotométrico, adaptado de Jackson y col. (1991),
que implica la digestion del catalizador seguido por una deteccién colorimétrica. La
solucion utilizada para disolver el TiO2 (Soluciéon A) fue preparada mezclando 10 g
de (NH4)2SO4 en 25 mL de H2SO4 concentrado. Cada vidrio recubierto fue colocado
en un recipiente conteniendo 4 mL de la solucién A. El vidrio recubierto con TiO2
sumergido en la Solucion A fue llevado a ebullicion hasta que el TiO; se disolvié
completamente (aproximadamente 1 h). A continuacion fue enfriado vy
posteriormente se agregaron 6 mL de agua ultrapura. Todo el liquido fue transferido
cuantitativamente a un matraz aforado de 25 mlL, el cual se enrasé con una solucién
de 5/95 % v /v de HoSO4 concentrado/H>O. A 10 mL de esta solucién se le afiadieron
3 gotas de HxOz y se agité. Finalmente, se midi6 la absorbancia de la solucién
coloreada en 410 nm (Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS). Para
determinar la cantidad de TiO: depositado en las placas de vidrio, previamente se
realizé una curva de calibrado agregando diferentes cantidades de TiO> Degussa-P25

a la Solucién A y siguiendo el mismo procedimiento descripto para las placas.
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4.4.2.MEDICIONES DE TRANSMITANCIA Y REFLECTANCIA

Se realizaron mediciones de reflectancia y transmitancia difusa de las placas
recubiertas en un espectrofotémetro Optronic OL serie 750, equipado con una esfera
integradora de reflectancia (OL 740-70). El equipo consiste en una fuente de
iluminacién (ldmparas de deuterio y tungsteno), un monocromador y una esfera
integradora (Fig. 4.1-a). El accesorio de la esfera integradora contiene un sistema de
espejos que dirige el haz de luz a la posicion deseada. La esfera posee dos aperturas
en la pared para realizar las mediciones de reflectancia: el puerto de muestra y el
puerto de comparacién; y un compartimento para las mediciones de transmitancia.

El detector esta situado en la parte superior de la esfera de integracion.

La metodologia empleada para las mediciones de los espectros de reflectancia y
transmitancia es similar a la descripta en Satuf y col. (2005) para obtener las
propiedades 6pticas de TiOz en suspension. Sin embargo, en el presente trabajo, esta
metodologia fue modificada para medir las placas de vidrio de borosilicato sin
recubrimiento y recubiertas con TiO». Las lecturas fueron realizadas en la region UV,

con longitudes de onda comprendidas entre 300 y 400 nm.

Las configuraciones de la esfera integradora para realizar las mediciones se

muestran esquemdaticamente en las Figuras 4.1 b-e.
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Para las mediciones de transmitancia difusa, dos estandares de reflectancia de
PTFE (politetrafluoroetileno) se colocaron en los puertos de comparacion y muestra
de la esfera. La lectura del 100% de transmitancia se obtuvo contra aire (Fig. 4.1-b).
Para medir la transmitancia de la muestra, el vidrio recubierto con el catalizador fue

colocado en el compartimento de la muestra (Fig. 4.1-c)

Para las mediciones de reflectancia difusa, el estaindar de reflectancia PTFE se
utiliz6 como referencia en el puerto de comparacion. La lectura de 100% de
reflectancia se obtuvo mediante la colocacién de otro estandar de PTFE en el puerto
de muestra (Fig. 4.1-d). Para medir la reflectancia de la muestra, el vidrio con el TiO2
fue colocado en el puerto de muestra, y la parte posterior de dicha muestra fue
cubierta por una trampa de luz que absorbe toda la radiaciéon transmitida,

manteniendo el estdindar PTFE en el puerto de comparacion (Fig. 4.1-e).

4.4.3.CALCULO DE LA RADIACION ABSORBIDA

La velocidad superficial de absorcion de fotones por las peliculas cataliticas, € °,

promediada sobre el area irradiada A, puede expresarse como (Briggiler Marcé y

col., 2011):

<e?’S>A :<qf,in>Am _<qf,tr>A" _<qf,rf>Am =<qf,in>A Ot (4.1)

irr T irr

donde ¢, ;, es el flujo radiativo local que alcanza la placa recubierta, g, , es el flujo

radiativo local transmitido a través de la placa catalitica, ¢, , es el flujo radiativo
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local reflejado por la superficie de TiO, y o;es la fracciéon de la energia absorbida

por la pelicula de TiOz. De la ecuacién 4.1, o, puede calcularse como:

(i), ~{80), {80,

i = = 4.2)
<qf’i“ >A~

irr

(sz

Para calcular o, se emple6 el método de radiacion neta (net-radiation method)

(Siegel y Howell, 2002). Este método considera una serie de ventanas paralelas
compuestas por un grupo de m idénticas placas transltcidas y un grupo de n placas
idénticas. De la Figura 4.2, se observa que una cantidad Rm de la energia incidente
unitaria es reflejada en el grupo de m placas, una cantidad Tm es transmitida, y una
cantidad Am es absorbida. Continuando con el proceso de reflexion, absorciéon y
transmisién en las n placas, surgen los términos presentes en la Figura 4.2. Sumando

los términos reflejados y transmitidos para el sistema de m + n placas se obtiene:

R,..=R, +R T?(l+R, R, +R’R’2+..)=R,_+ R, T,

2
1-R,R, *3)

To T, (4.4)

T..=TT@A+R R +R2R*+..)=—"0 "1
1-R,R,

La energia total absorbida serd igual a 1-Rmtn-Tm+n. Si suponemos que m
representa el recubrimiento de TiO», y n la placa de vidrio, entonces las expresiones
matemadticas finales utilizadas para calcular la fraccion de la energia incidente

transmitida (T), reflejada (R) y absorbida (a), estdn dadas por:
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TT
. __f'g 4.5)
1-R(R,
R T’
Ry = i+ I; fR (4.6)
~RR,
o, =1-T, -R; 4.7)

donde £, g y fg representan las propiedades 6pticas de la pelicula de TiO: (film),
vidrio (glass) y pelicula+vidrio (film+glass), respectivamente. Los valores de Trq ¥ Ryg
se obtuvieron mediante medidas espectrofotométricas de transmitancia y reflectancia
difusa de las placas recubiertas, respectivamente. Cabe sefialar que estas cantidades

dependen de la longitud de onda de la radiacién incidente.

/ Rm / Tm2Rn / Tm?Rn?Rm
. . oT, R 2R A, M placas
Am TmRnAm R Ton A
T TmRnRm TmRn?Rin?
B TRy N
n placas
® TmAn TmRaRmAR RnThn An
TmTn TmRaRmTr TmRa2Rm?Th

Figura 4.2: Método de seguimiento de rayos para mdaltiples placas paralelas transmisoras.
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4.5. IRRADIACION DE LAS MUESTRAS Y MEDICION DE LA VIABILIDAD

DE LOS ESPOROS

Se siguié el mismo procedimiento detallado en la Secciéon 2.4.3 y 2.4.4. Las
placas con la alicuota de esporos, luego de ser secadas en estufa, fueron colocadas en
el compartimiento de irradiacién y expuestas a la radiacién UV-A durante diferentes

periodos de tiempo (2, 4, 6 u 8 h).

La disminucién de los esporos viables en funcién del tiempo de irradiacion fue

ajustada con la ecuaciéon exponencial:

N = N, exp(—kt) (4.8)

donde N [UFC cm] es la concentracion de esporos bacterianos viables en el tiempo t

[h], No [UFC cm] la concentracién inicial de esporos, y k [h-1] la constante cinética.

4.6. CALCULO DE LA EFICIENCIA FOTOCATALITICA

Se evaluaron dos tipos de eficiencias de inactivacion fotocatalitica: la eficiencia

foténica m,,, también conocida como eficiencia cuéntica aparente, y la eficiencia

cuantica de inactivacién m,, (o eficiencia absoluta).

Ny Se define como la relacion entre la velocidad inicial de inactivacion

fotocatalitica y el flujo de energia de radiaciéon que alcanza la placa recubierta con

TiOy, en todo el rango de longitudes de onda bajo consideracién:

101



CAPITULO4

_ _(d%t)|t=0

— Lo (4.9)

RO

irr

donde <qf’m> es el flujo de radiacién (promediado en el area) que llega a la placa

Airr

recubierta. El valor de<qf'in >A_ , obtenido experimentalmente usando un radiémetro

irr

(Seccion 4.1), fue de 1,21 x 10 fotén cm2 h-1.

Por otro lado, n,,, puede definirse como el cociente entre la velocidad inicial de

inactivacion fotocatalitica y el flujo de energia de radiaciéon absorbida por la pelicula

recubierta dentro del rango de longitudes de onda utilizado:

_ _(dl%t)|‘=0 _ _(d%t)|t=°
abs <e§"S >A <qf,in >Am Zx: 0y, P,

(4.10)
donde ¢, es la funcién de distribucién normalizada de las longitudes de onda que
alcanzan las placas recubiertas. @, se calcula considerando la emisién espectral de las

lamparas y la absorcion de la radiaciéon del vidrio de borosilicato que separa las

lamparas del compartimiento de irradiacion.
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4.7. RESULTADOS

4.7.1.CARACTERIZACION DE LAS PLACAS FOTOCATALITICAS

4.7.1.1. Determinacion espectrofotométrica de la cantidad de catalizador sobre las

placas

La cantidad de TiO. depositada sobre las placas de vidrio de borosilicato,
medidas por la determinacién espectrofotométrica adaptada de Jackson y col. (1991),

se muestra en la Tabla 4.1, donde cada determinacion se llevé a cabo por triplicado.

Como se esperaba, se observé un aumento gradual en el contenido de TiO: [mg

cm?] con el nimero de capas de recubrimiento.

Tabla 4.1. Cantidad de TiO» depositado en las placas de vidrio
TiOz [mg cm?2?]

Recubrimiento
1 capa 2 capas 3 capas
Degussa P-25 1,26 1,77 2,13
Sol-Gel 0,05 0,11 0,16
Sol-Gel/Degussa 0,58 2,01 ———-

4.7.1.2. Caracterizacion 6ptica

La Figura 4.3 muestra la emision espectral de las lamparas, con un maximo en
350 nm, asi como la transmitancia y reflectancia difusa del vidrio de borosilicato. La

Figura 4.4 presenta los espectros de reflectancia y transmitancia difusa del vidrio de
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borosilicato recubierto con diferente nimero de capas de TiO2 Degussa P-25, Sol-Gel

y Sol-Gel/Degussa.

Se observaron diferentes comportamientos Opticos para cada tipo de

recubrimiento, en relaciéon directa con la cantidad de TiO. depositado sobre cada

muestra. Los recubrimientos de Degussa y Degussa/Sol-Gel presentaron absorciones

significativamente mayores que las muestras de Sol-Gel, especialmente a longitudes

de onda inferiores a 375 nm. Por otro lado, se observé un aumento gradual en la

absorcion de la radiacion con el nimero de capas para los tres tipos de

recubrimientos. Estos resultados experimentales, junto con otras caracteristicas de las

peliculas, se analizan en la Seccién 4.8.
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Figura 4.3. Emision espectral relativa de las lamparas (— - ), y
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De las ecuaciones 4.5 y 4.6, y utilizando los valores experimentales de
transmitancia y reflectancia presentados en las Figuras 4.3 y 4.4, podemos obtener T
y R¢, y luego calcular as (ec. 4.7) entre 300 y 400 nm. La Tabla 4.2 muestra un ejemplo
de los resultados obtenidos a la longitud de onda correspondiente al maximo de
emision de las lamparas (350 nm). La fraccion absorbida (o) es relativamente alta
para los recubrimientos realizados con TiO2 Degussa P-25 y TiOz Sol-Gel/Degussa,

mientras que para el recubrimiento TiO> Sol-Gel dicha fraccién es considerablemente

menor.
Tabla 4.2. Valores calculados de Tt R¢ y o para 350 nm
TiO; Degussa P-25 TiOz Sol-Gel TiOz Sol-Gel/Degussa
lcapa 2capas 3capas 1lcapa 2capas 3capas 1 capa 2 capas
T: 0,002 <0,001 <0,001 0,646 0,615 0,565 0,121 0,005
R 0,091 0,093 0,094 0,091 0,120 0,120 0,045 0,072
ar 0,907 0,907 0,906 0,263 0,265 0,318 0,834 0,923

Para completar la caracterizaciéon de las placas fotocataliticas, se obtuvieron
imagenes de la superficie del recubrimiento con un microscopio electrénico de
barrido (“SEM”: Scanning Electron Microscope, marca JEOL, modelo JSM 35C). La
Figura 4.5 muestra las imagenes correspondientes a los tres recubrimientos
ensayados con dos capas. El recubrimiento obtenido con el método Sol-Gel (Fig. 4.5
a) presenta la superficie mas uniforme. La imagen del catalizador Degussa P-25 (Fig.
4.5 b) revela una superficie mas irregular, donde se observan las regiones oscuras del
vidrio sin recubrir. La superficie mas heterogénea se obtuvo con la técnica mixta (Fig.

4.5 c¢,d), con irregularidades considerables en toda la placa. Esta caracteristica se
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observa mejor en la Figura 4.5 d, a menor aumento. Cabe sefialar que la adherencia

del recubrimiento mixto al soporte fue deficiente.
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4.7.2.RESULTADOS DE INACTIVACION DE ESPOROS

La Figura 4.6 muestra los resultados experimentales y el ajuste utilizando la
ecuacion 4.8 obtenidos en la inactivacién fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis
sobre las placas recubiertas con TiO, Degussa, Sol-Gel y Sol-Gel/Degussa. Las barras
de error representan los intervalos de confianza del 99%. Cabe sefialar que no fueron
observados cambios detectables en la supervivencia de esporos cuando las muestras
fueron mantenidas en la oscuridad o en ausencia de catalizador. Puede observarse
que, cuando los esporos de B. subtilis fueron irradiados sobre superficies de TiO, su
viabilidad disminuy¢ significativamente y aument6 el grado de inactivacién con el
tiempo de irradiacién. Los valores de los pardmetros de la ecuacién 4.8, No y k, para
cada recubrimiento y para cada ntiimero de capas, se muestran en la Tabla 4.3. Por lo
observado en la figura y la tabla mencionadas previamente, se puede advertir que la
mayor velocidad de inactivacién se obtiene con el catalizador Degussa P-25 con dos

capas.

Para observar el efecto de la fotocatalisis sobre la estructura externa del esporo,
se tomaron imagenes “SEM” de los esporos irradiados sobre dos capas del
catalizador Degussa P-25 en diferentes tiempos (Fig. 4.7). Los esporos estan
sefialados con circulos negros, siempre del mismo tamafio para las tres imagenes. Se
observa que a medida que transcurre el tiempo de irradiacion, el tamafio del esporo

se reduce y se pierde la forma inicial ovalada caracteristica del mismo.
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Figura 4.7. Imagenes “SEM” de la inactivacién fotocatalitica
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Tabla 4.3. Parametros estimados de la ecuacion 4.8.

Parametro
No [UFC cm?2] x 105 k [h1]
Recubrimiento
1 capa 2 capas 3 capas lcapa 2capas 3capas
Degussa P-25 2,13 3,20 2,48 0,655 0,767 0,572
Sol-Gel 2,87 2,31 2,18 0,139 0,202 0,225
Sol-Gel/Degussa 1,06 1,85 —— 0,221 0,375 —

4.7.3.EVALUACION DE EFICIENCIAS FOTOCATALITICAS

Para calcular las eficiencias foténicas y cudnticas, se necesita conocer los valores

de las velocidades iniciales de inactivacién (numerador de las ecuaciones 4.9 y 4.10).

Estos valores se calcularon a partir de la pendiente de las curvas de inactivaciéon

(Figura 4.6) y se muestran en la Tabla 4.4. Los valores de la energia absorbida por las

placas recubiertas (denominador de la ecuacién 4.10) también se presentan en dicha

tabla. El denominador de la ecuacion 4.9 (flujo de radiacion incidente) es 1,21 x 101°

foton cm2 h-1.

Tabla 4.4. Velocidad inicial de inactivacién y energia absorbida por cada recubrimiento

—((ji—l: [UFCcm™2h™1]x 1075 (e® ), [fotbn cm™2 h™1] x 107*°
t=0
Recubrimientos lcapa 2capas 3 capas 1 capa 2 capas 3 capas
Degussa P-25 1,400 2,450 1,420 1,050 1,070 1,070
Sol-Gel 0,399 0,467 0,491 0,337 0,341 0,403
Sol-Gel/Degussa 0,234 0,694 ——- 0,994 1,100 —
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Los resultados finales de ambas eficiencias fotocataliticas se resumen en la

Tabla 4.5 para cada recubrimiento estudiado y para las diferentes capas ensayadas.
Debe sefialarse que m,, representa mas claramente la eficiencia de inactivaciéon

fotocatalitica de los esporos bacterianos porque considera no sélo la radiaciéon que

alcanza la placa sino la energia efectivamente absorbida por la pelicula catalitica.

Tabla 4.5. Eficiencias de inactivacion fotocatalitica

Eficiencias Fotocataliticas [UFC foton-]

Napp X 10 Nabs X 10™*
Recubrimientos
1 capa 2 capas 3 capas 1 capa 2 capas 3 capas
Degussa P-25 1,16 2,05 1,18 1,32 2,29 1,33
Sol-Gel 0,33 0,39 0,41 1,18 1,37 1,22
Sol-Gel/Degussa 0,19 0,58 -— 0,24 0,63 —

4.8. DISCUSION

En relacién con el recubrimiento Degussa P-25, un alto porcentaje de la
radiaciéon incidente es absorbido por las placas con 1, 2 y 3 capas, como lo
demuestran los valores de of en la Tabla 4.2 y (¢** ), _ en la Tabla 4.4. Ademas, se
encontré6 un incremento apreciable del TiO. inmovilizado con el aumento del
namero de capas (Tabla 4.1). Cabe sefialar que la mayor velocidad de inactivacion
fue obtenida con dos capas. Debido a que la cantidad de energia absorbida es similar
para las tres muestras del recubrimiento con Degussa P-25, la eficiencia cuantica
también es mayor para la placa con dos capas de TiO2. De hecho, la mayor eficiencia

de todas las muestras estudiadas se obtuvo con el recubrimiento de Degussa con dos
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capas: My, = 2,29 x 10-14 UFC foton! (Tabla 4.5). Entre una y dos capas, se obtuvo un

incremento apreciable en la cantidad de TiO2 inmovilizado (Tabla 4.1). Por lo tanto,
es razonable obtener una mayor inactivacion de los esporos por el aumento en la
cantidad de fotocatalizador disponible para interactuar con los microorganismos.
Con tres capas, aunque la cantidad de catalizador es superior a la obtenida con dos
capas, la velocidad de inactivaciéon es menor, y similar a la encontrada con una capa.
Una posible explicacion puede encontrarse en la rugosidad de la superficie de la
pelicula con tres capas. Los esporos bacterianos podrian quedar atrapados en las
irregularidades del recubrimiento donde la radiacién no puede llegar (Caballero y
col., 2009). Ademas, una excesiva produccion de radicales hidroxilo podria conducir
a la formacién de radicales hidroperdxidos, que son menos efectivos para la
inactivacion de bacterias (Rincon y Pulgarin, 2003). A altas concentraciones de TiO»,
como es el caso de tres capas, las reacciones representadas por las ecuaciones 4.11 y
4.12 podrian contribuir a la disminucion de la inactivaciéon bacteriana. En la ecuaciéon
411, *OH dimeriza para formar H>O,, que a su vez, produce HO>* (ec. 4.12). El
radical hidroperéxido es menos reactivo que el radical hidroxilo y no contribuye

significativamente al proceso oxidativo.

‘OH+*OH - H,0, (4.11)

H,0,+"'0OH—->H,0+HO,’ (4.12)

Asimismo, un aumento en la velocidad de recombinacién de electrones y
huecos producidos por el exceso de particulas cataliticas podria contribuir a la

disminucién de la velocidad de inactivacion (Caballero y col., 2009). Estos resultados

113



CAPITULO4

concuerdan con los obtenidos por van Grieken y col. (2009) para reactores de pared y
de lecho fijo empleados para la inactivacién de suspensiones acuosas de E. coli. La
inmovilizacién de TiO; fue realizada bajo el mismo procedimiento utilizado en el
presente trabajo. Ellos encontraron la maxima actividad con dos capas del
recubrimiento y obtuvieron una clara disminucién de la velocidad de inactivacion

cuando el reactor estaba recubierto con tres capas de catalizador.

En cuanto a los recubrimientos realizados con la técnica de Sol-Gel, se encontr6
un aumento gradual en el contenido de TiOz con el ntimero de capas, dando como
resultado un incremento en la absorcion de la radiacion, velocidad de inactivacién y

eficiencia foténica. Sin embargo, en cuanto a n,,, la muestra con dos capas fue la mas

eficiente; en este caso, puede observarse de la Tabla 4.4 que el aumento de la energia
absorbida por el recubrimiento (denominador de la ecuacion 4.10) es mayor que el
ligero aumento de la velocidad de inactivacién inicial (numerador de la ecuacion 4.
10). Vale la pena destacar que la cantidad de catalizador y el porcentaje de absorciéon
de la radiaciéon de las peliculas obtenidas con Sol-Gel son significativamente
inferiores a los obtenidos con el recubrimiento de Degussa, aunque los valores de la

eficiencia cuantica de inactivacién son similares.

Finalmente, se encontré un incremento significativo en la cantidad de TiO:
inmovilizado con la técnica de Sol-Gel/Degussa entre una y dos capas. Se obtuvo un
aumento en la absorciéon de la radiacion, la velocidad inactivacién y los parametros
de eficiencia con el nimero de capas. La maxima absorcién de todas las muestras
ensayadas se obtuvo con dos capas de la técnica mixta (92%). Observando el espectro

de transmitancia y reflectancia, podemos afirmar que el restante 8% de la radiaciéon
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se pierde por reflexién (la transmitancia de esta muestra es casi nula). Aunque los
recubrimientos obtenidos con la técnica de Sol-Gel/Degussa contienen altas
cantidades de TiO; y absorben un alto porcentaje de la radiacion incidente, las
velocidades de inactivacion fueron similares a las obtenidas con las muestras de Sol-

Gel y los valores de n,,, son los mas bajos en comparaciéon con las otras dos técnicas

de recubrimiento. La explicacion a este comportamiento puede atribuirse al aumento
indeseado de la recombinacién de pares de electrones y huecos, y radicales hidroxilo,
como se expuso anteriormente en el caso de tres capas del recubrimiento Degussa.
Una deficiencia en el contacto de los esporos en la superficie del recubrimiento mixto
también puede explicar los valores de velocidad de inactivacién relativamente bajos
(Faure y col., 2011). Esta posibilidad esté4 respaldada por las imédgenes de “SEM”, que
revelaron irregularidades significativas en la superficie del recubrimiento mixto (Fig.

45c. d).

Los valores de eficiencia obtenidos en este trabajo (Zacarias y col., 2012) pueden
compararse con los reportados por Briggiler Marcé y col. (2011). Ellos estudiaron la
eficiencia de inactivacién fotocatalitica de diez bacteriofagos dispersados en placas
recubiertas de TiO> expuestos a la radiacion UV-A durante diferentes periodos de
tiempo. La mayor eficiencia de inactivacion, obtenida para el bacteriofago J-1, fue de
2,273 x 10712 UFP fotén’l. Este valor de eficiencia es dos 6rdenes de magnitud mas
alto que el encontrado en nuestro trabajo para el recubrimiento TiO> Degussa P-25
con dos capas (Tabla 4.5). Esta variacion puede atribuirse a las diferencias
estructurales entre el bacteriéfago J-1 y el esporo de B. subtilis. En general, las

estructuras de los virus son mucho més simples que las estructuras de un esporo
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bacteriano. Asimismo, Marugan y col. (2008) estudiaron la desinfeccién fotocatalitica
de E. coli en suspensiones acuosas. También encontraron valores de eficiencia
foténica mayores a la obtenida en este trabajo, en el orden de 10-11 UFC fotén™'. En
este caso, el microorganismo modelo era una bacteria vegetativa, siendo mucho

menos complejo que un esporo bacteriano y menos resistente a la inactivacion.
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EFICIENCIAS DE FOTOCATALIZADORES DE TiO, DOPADOS CON PLATA

En este capitulo se compara la velocidad de inactivacion de recubrimientos de TiO;
dopados con diferentes concentraciones de plata (Ag) para la inactivacion fotocatalitica de
esporos de Bacillus subtilis secos dispersados sobre peliculas de TiO; bajo radiacion UV-A. En
base a los resultados obtenidos previamente, se selecciono la técnica de recubrimiento con
mayor eficiencia: TiO, Degussa P-25 con 2 capas. A las placas recubiertas con dicho
catalizador se le depositaron diferentes concentraciones de Ag y se ensayo su actividad para

inactivar esporos.

Asimismo, se determind la fraccion de energia absorbida por los recubrimientos y se

calcularon pardmetros de eficiencia para comparar su rendimiento.
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5.1. EXPERIMENTAL

Los ensayos experimentales fueron llevados a cabo en el reactor fotocatalitico

detallado en la Seccidon 2.1, con las modificaciones mencionadas en la Secciéon 4.1.

5.1.1. PREPARACION DE LOS RECUBRIMIENTOS DOPADOS CON Ag

Se realizaron los recubrimientos con dos capas del catalizador TiO2 Degussa P-

25 (Evonik Degussa) descripto en la Seccién 4.2 y 4.3.

A continuacion, se depositaron diferentes concentraciones de Ag a través de
una técnica de fotodeposicién modificada (van Grieken y col., 2009) sobre las placas
recubiertas con dos capas de TiO.. La incorporaciéon de plata se llevé a cabo
sumergiendo las placas de vidrio recubiertas con TiO2 en soluciones de nitrato de
plata (Merck, AgNO; en HNOs, 0,5 mol/L, 1000 mg/L) con la concentracion
deseada, agregando 2-propanol como compuesto organico de sacrificio, el cual actta
como “scavenger” (agente neutralizante) de los radicales hidroxilo y los huecos
generados. Posteriormente, las placas fueron irradiadas con lamparas de UV-A
(lamparas Philips actinicas BL de 20 W) durante 2 h. Luego, las placas se secaron en
estufa a 100 °C durante 15 minutos. Las placas con el fotocatalizador Ag/TiOz
inmovilizado fueron directamente utilizadas en las pruebas fotocataliticas después

de la etapa de secado.
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5.1.2. CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS CON Ag

La cantidad de plata incorporada a las placas recubiertas fue medida por
espectroscopia de absorciéon atomica (EAA, Perkin Elmer Aanalyst 800). La técnica
analitica para realizar la cuantificacién involucré, en primer lugar, el agregado de
acido nitrico concentrado a las placas recubiertas de Ag/TiO.. Luego, las placas
sumergidas en el 4cido fueron colocadas en equipo de ultrasonido durante 15
minutos. Seguidamente, una alicuota fue filtrada con un filtro de 0,4 pm para
eliminar el catalizador presente en la suspension, y finalmente el liquido filtrado fue
analizado por EAA. Las determinaciones se realizaron por duplicado. La
concentracion de Ag se expresa en porcentaje peso en peso (% p/p) y se refiere a la

masa de Ag en relacion con la masa de TiO2 que contiene cada placa de vidrio.

Ademas, se realizaron mediciones de reflectancia y transmitancia difusa de las
placas recubiertas en un espectrofotémetro Optronic OL serie 750, equipado con una
esfera integradora de reflectancia (OL 740-70). La metodologia empleada fue la

descripta en la Seccién 4.4.2.

Conjuntamente, los calculos de la fraccion de energia absorbida por los
recubrimientos y de los pardmetros de eficiencia, se realizaron segtn lo descripto en

las secciones 4.4.3 y 4.6, respectivamente.
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5.1.3.IRRADIACION DE LAS MUESTRAS Y RECUENTO DE LOS ESPOROS

VIABLES

La formaciéon y cosecha de esporos se realiz6 siguiendo el procedimiento
detallado en la Seccién 2.4.2. Para la irradiacién de las muestras de esporos y
evaluacién de su viabilidad, se sigui6 el procedimiento descripto en la Secciéon 2.4.3
y 2.4.4. Las placas con la alicuota de esporos, luego de ser secadas en estufa, fueron
colocadas en el compartimiento de irradiaciéon y expuestas a la radiacion UV-A

durante diferentes periodos de tiempo (2,4 y 6 h).

Asimismo, la disminucién de la cantidad de esporos viables en funcién del

tiempo de irradiacién fue ajustada con la ecuacién exponencial 4.8 (Seccién 4.5).

5.2. RESULTADOS

5.2.1. CARACTERIZACION DEL RECUBRIMIENTO

La Figura 5.1 presenta los espectros de transmitancia y reflectancia difusa del
vidrio de borosilicato recubierto con dos capas de TiO> Degussa P-25 y con diferentes

concentraciones de Ag depositadas.

En la Figura 5.1-a se observa que, desde 300 nm hasta 325 nm
aproximadamente, el comportamiento es muy similar para todos los recubrimientos
ensayados, mostrando valores de transmitancia practicamente nulos. A longitudes de
onda mayores se observa que, a medida que aumenta el contenido de Ag en las

placas, disminuye la transmitancia de la placa fotocatalitica.
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En la Figura 5.1-b se observa que la reflectancia difusa para todas las muestras

fue muy similar. Se obtuvieron valores crecientes de reflectancia hasta 375 nm, y

luego este valor se mantuvo aproximadamente constante.
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Figura 5.1. Valores experimentales de transmitancia (a
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A partir de las ecuaciones 4.5 y 4.6 (Cap. 4), y utilizando los valores
experimentales de transmitancia y reflectancia presentados en la Figura 5.1, podemos
obtener Tt y Ry, y luego calcular o (ec. 4.7) entre 300 y 400 nm. La Tabla 5.1 muestra
los resultados obtenidos a la longitud de onda correspondiente al maximo de
emision de las lamparas (350 nm). La fracciéon de energia absorbida (o) es alta para

todas las concentraciones de Ag depositadas, variando muy poco entre ellas.

Tabla 5.1. Valores calculados de Ty, Ry, y o para 350 nm
Recubrimiento (% p/p de Ag)

0,35 047 1,09 2,15 3,38
Te 0,047 0,057 0,040 0,041 0,023
R¢ 0,077 0,083 0,083 0,091 0,084
o 0,876 0,860 0,877 0,868 0,893

A fin de completar la caracterizacion, se obtuvieron imagenes SEM de la
superficie de los recubrimientos. La Figura 5.2 muestra la imagen correspondiente al
recubrimiento TiO2 Degussa P-25 con dos capas con 1,09% p/p de Ag. Se observa
una estructura similar a la obtenida para el catalizador TiO> Degussa P-25 con dos
capas (ver Fig. 4.5 b), pero con la presencia de particulas méds luminosas sobre la

superficie, las cuales poseen gran variabilidad de tamafio y forma.
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Figura 5.2. Imagen “SEM” de la superficie del

recubrimiento de TiOi con dos Caias de TiOi i con 1IO9%

Para conocer la composicion de dichas particulas, se realiz6 un Microanalisis de

Rayos X por Sonda de Electrones (EPMA), el cual se efectu6 con el equipo de SEM
mencionado en la Seccién 4.7.1.2, equipado con un sistema dispersivo de energia,
marca EDAX, para realizar analisis quimico elemental por rayos X. Esta técnica
permite detectar aquellos elementos cuyo niimero atémico esté comprendido entre
11 (Sodio) y 92 (Uranio). El andlisis quimico elemental cualitativo se llevé a cabo
tratando el espectro de rayos X con el software del sistema EDAX. Adicionalmente,
se realizé un anélisis semicuantitativo empleando el método teérico comtnmente

denominado SEMIQ, que no requiere del empleo de estandares.

El resultado del anélisis sobre las particulas mencionadas fue el siguiente: la
mayoria estaba compuesta sélo por Titanio. Se hall6 Ag en las particulas de tamafio
mas irregular, pero en baja proporcién (entre 5y 11 % de Ag en relacién al Ti). Por lo

tanto, se puede concluir que la deposiciéon de Ag no fue homogénea, y que puede
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estar presente en particulas de diversos tamafios y formas. El cambio en el aspecto de
la superficie del recubrimiento, en comparacién con la Figura 4.5 b, podria atribuirse
a la técnica realizada para la deposicion de Ag, donde la placa fotocatalitica fue
sumergida en una solucién de nitrato de plata durante 2 horas, mientras era

irradiada con luz UV-A.

5.2.2.RESULTADOS DE INACTIVACION DE ESPOROS

La Figura 5.3 muestra los resultados mds relevantes obtenidos de la
inactivacion fotocatalitica de esporos de Bacillus subtilis sobre las placas recubiertas
con dos capas de TiO> Degussa P-25 y con diferentes concentraciones de Ag
depositadas. Se puede observar que a medida que aumenta el contenido de Ag en la
placa, aumenta la velocidad de inactivaciéon de los esporos. El maximo de
inactivacion se obtuvo con 1,09% p/p de Ag. Las barras de error representan los
intervalos de confianza del 99%. Cabe sefialar que no fueron observados cambios
detectables en la supervivencia de esporos cuando las muestras fueron mantenidas
en la oscuridad. En base a dicho resultado, se descarta una accién bactericida de la

plata sobre los esporos cuando las muestras no son irradiadas.

Ademas, se muestran en la Tabla 5.2 los valores de la constante cinética k de la
ecuacién 4.8 (junto con su error de estimacién, y R?) para cada concentracion de Ag
ensayada. Se observa un aumento de la constante cinética a medida que aumenta el
contenido de Ag, obteniéndose el mayor valor con 1,09% p/p de Ag/TiO.. Sin

embargo, para las dos altimas concentraciones de Ag ensayadas, se observa una leve
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disminucién en el valor de la constante k. Cabe sefialar que, como se muestra en la
Tabla 5.2, el error de estimacion para estas dos tltimas constantes fue relativamente

alto.
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Figura 5.3. Curvas de inactivacién de esporos para las diferentes
concentraciones de Ag depositadas. Valores experimentales: <&,

En la Figura 54 se compara la inactivacion de esporos empleando el
recubrimiento fotocatalitico con y sin agregado de Ag. En el ensayo realizado con
TiOz con 1,09% p/p de Ag se obtuvo, luego de 6 h de irradiacién, una disminucion
mayor a 3 Ordenes de magnitud (de 3,71 X 10° a 1,29 X 10?2 UFC cm?) en la
concentracion de esporos. Cuando se emple6 el recubrimiento sin Ag, la disminucién
fue menor a 2 6rdenes (de 1,84 X 10% a 3,40 X 103 UFC cm2) considerando el mismo

tiempo de irradiacion.
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Tabla 5.2. Parametros estimados de la ecuaciéon 4.8

Parametro
Recubrimiento k [h1]
% p/p de Ag R2
Valor Error
0,35 0,771 0,059 0,960
047 1,011 0,062 0,953
1,09 1,397 0,078 0,976
2,15 1,102 0,112 0,897
3,38 1,219 0,123 0,899
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Figura 5.4. Comparacion de la inactivaciéon con y sin Ag. Valores
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5.2.3.EVALUACION DE LA EFICIENCIA FOTOCATALITICA

Para calcular las eficiencias foténicas y cudnticas, se necesita conocer los valores
de las velocidades iniciales de inactivacién (numerador de las ecuaciones 4.9 y 4.10).
Estos valores se calcularon a partir de la pendiente de las curvas de inactivaciéon
partiendo de una concentracién inicial de esporos de 3,00 X 105 UFC cm?, y se
muestran en la Tabla 5.3. Los valores de la energia absorbida por las placas
recubiertas (denominador de la ecuacién 4.10) también se presentan en dicha tabla.
El denominador de la ecuacién 4.9 (flujo de radiacion incidente) es 1,21 x 109 fotén

cm? hl.

Tabla 5.3. Velocidad inicial de inactivaciéon y energia absorbida por cada recubrimiento

Recubrimientos (% p/p) - (;—I:tzo [UFCcm™2 h™1] (€* ), [foton cm™2 h™1]
0,35 2,31 x 105 9,94 x 1018
0,47 3,03 x 105 9,80 x 1018
1,09 4,19 x 105 1,00 x 1019
2,15 3,31 x 105 1,01 x 1010
3,38 3,66 x 105 1,04 x 101

Los resultados de ambas eficiencias fotocataliticas se resumen en la Tabla 5.4
para las diferentes concentraciones de Ag ensayadas. Se puede observar que el
mayor valor de eficiencia fue obtenido con el recubrimiento que contiene 1,09% p/p

de Ag.
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Tabla 5.4. Eficiencias de inactivacion fotocatalitica

Eficiencias Fotocataliticas [UFC fotén-]

Recubrimientos (% p/p) Napp X 101 Naps X 1014
0,35 1,91 2,33
0,47 2,50 3,09
1,09 3,46 4,18
2,15 2,73 3,27
3,38 3,02 3,53

5.3. DISCUSION

En el desarrollo experimental de este trabajo no se evidenci6 inactivacién de los
esporos cuando la placa fotocatalitica no era irradiada con luz UV; es decir que no se
observ¢ actividad bactericida de la Ag sola sobre los esporos. En base a lo expuesto
en la introduccién de esta Tesis (Seccion 1.4), los mecanismos propuestos para
explicar el efecto bactericida de la plata estin fundamentados en la estructura de una
bacteria vegetativa (Marambio-Jones y Hoek, 2010), la cual posee una disposicion en
su pared celular y membrana plasmatica mucho mds vulnerable a los agentes
externos que la cubierta y la corteza del esporo. Una bacteria vegetativa posee en la
pared celular una capa de peptidoglicano, de espesor variable segtn la especie, y
luego la membrana plasmatica, constituida de una bicapa de fosfolipidos. En
cambio, un esporo bacteriano posee una cubierta compuesta de mdltiples capas
proteicas, una corteza con una gruesa capa de peptidoglicanos, muy entrelazados, y

el niacleo deshidratado, con alta concentraciéon de minerales unidos al &cido
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dipicolinico, y una alta concentracién de pequefias proteinas &cido-solubles que se

unen al ADN y lo protegen.

Por lo anterior, se puede suponer que los esporos no son inactivados por la
presencia solamente de la plata, ya que ésta no podria interaccionar con las proteinas
de membrana, o ingresar a la célula y generar EROs, y afectar el ADN, entre otros
efectos adversos. También podria suponerse que estos efectos ocurren sobre el
esporo, pero a velocidades mucho menores que en bacterias vegetativas, y por lo

tanto no fueron detectadas en los ensayos realizados en este trabajo.

Con respecto a los ensayos fotocataliticos, cabe sefialar que la mayor velocidad
de inactivacién fue obtenida con la muestra que contenia 1,09% p/p de Ag. Debido a
que la cantidad de energia absorbida es similar para las diferentes concentraciones de
plata ensayadas, la eficiencia cuéntica también es mayor para la placa con 1,09% p/p

de Ag (M, = 4,18 x 10-14, Tabla 5.4). Se debe resaltar que este valor es practicamente
el doble que el hallado con dos capas de TiO2 Degussa P-25 sin Ag (1, = 2,29 x 1014,

Tabla 4.5).

Entre las tres concentraciones de Ag mas bajas, se obtuvo un aumento en la
velocidad de inactivacion de los esporos a medida que aumentaba la concentracion
del metal dopado. Sin embargo, en las muestras con 2,15 y 3,38 % p/p de Ag, la

constante cinética disminuy6 levemente.

Las nanoparticulas de plata pueden disolverse generando iones plata y se
sugiere que, in vivo, esta liberacion sea producto de la reaccion de las nanoparticulas

con HxOz (Asharani y col., 2009). Choi y col. (2008) ha reportado otro mecanismo
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posible para la disoluciéon de las nanoparticulas de plata, en el cual la plata es

oxidada en presencia de Ox.

Con respecto a la actividad fotocatalitica de TiO2 dopado con Ag, se propone en
la bibliografia que los iones Ag*, eluidos de las nanoparticulas de plata o
quimisorbidos sobre su superficie, acttan como una trampa de electrones. Esto
reduce la recombinacién entre electrones y huecos, y por lo tanto resulta en un
aumento de la disponibilidad de los huecos. El efecto sinérgico de los iones Ag*, y
radicales altamente oxidantes generados por el proceso de fotocatélisis de TiO,
puede dar lugar a una velocidad mejorada de la destruccion microbiana (Vohra y
col., 2005). Por lo tanto, después de la absorciéon de luz y separacion de cargas, el
electron en la banda de conduccién puede ser efectivamente atrapado por la plata,
mientras que el hueco acttia oxidando la molécula de agua y formando radicales
hidroxilo, sin el riesgo de recombinacién. Ashkarran y col. (2011) afirman que existe
una cantidad 6ptima de plata para atrapar rapidamente electrones, ya que la plata en
exceso puede cubrir el diéxido de titanio y disminuir la absorcion de luz. Ademas, la
plata en exceso puede actuar como un sitio de recombinacién en si y dar como
resultado una disminucién en la eficiencia fotocatalitica. Por su parte, Tran y col.
(2006) describen los motivos por los cuales un elevado contenido de Ag disminuye la
actividad fotocatalitica del TiO> para la mineralizacién de compuestos organicos.
Estos son: (1) una reduccién en el acceso de la radiacién a la superficie de TiO»
debido a la cobertura de la superficie por los depésitos excesivos de plata, (2) el
bloqueo de los sitios activos de TiO. por los depédsitos de metal que son necesarios

para el proceso fotocatalitico; (3) un aumento en las velocidades de recombinacién de
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carga con altas concentraciones de plata, y (4) una inhibicién en el papel del oxigeno
debido a la transferencia de electrones preferencial desde la superficie de TiOz a los

depésitos de plata.

Por lo expuesto anteriormente, se puede suponer que los iones Ag* acttan
como una trampa de electrones cuando comienza el proceso de fotocatalisis,
acelerando la generacion de radicales oxidantes, y por lo tanto aumentando la
velocidad de inactivacién de los esporos. Por otro lado, cuando la corteza y la
cubierta del esporo comienzan a dafarse, son mas vulnerables, por lo que en ese
momento podria actuar también el efecto bactericida de la plata. Asimismo, la
disminucién en la constante cinética para las concentraciones de Ag ensayadas de
215y 3,38 % p/p podria atribuirse a los elevados niveles de Ag presentes, que
generan una disminucién en la actividad fotocatalitica del TiO, tal como se explicé

previamente.
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En la presente tesis doctoral se planteo como objetivo el desarrollo de un
proceso de descontaminacion para la eliminacién de microorganismos presentes en
el aire, los cuales causan diversas enfermedades y problemas socioeconémicos,
empleando una Tecnologia Avanzada de Oxidaciéon basada en una reaccién

fotocatalitica (radiacion UV + TiO») con el catalizador inmovilizado.

Se utilizaron esporos de Bacillus subtilis como contaminante modelo, ya que
representa una de las estructuras biol6gicas mas resistentes para su eliminacién y se

utilizan como estandares de esterilizacion.

Los principales logros y conclusiones de la presente Tesis pueden resumirse de

la siguiente forma:

O Se disefi6 y construy6 un dispositivo experimental que simula la situacién real
de irradiar esporos secos presentes en la atmésfera o depositados sobre alguna

superficie.

O Se evalué la inactivacion fotocatalitica y fotoquimica de esporos de B. subtilis.
Los esporos se esparcieron sobre placas de vidrio de borosilicato sin catalizador
y sobre placas cubiertas con delgadas peliculas de TiOz, y luego fueron
sometidas a diferentes niveles de irradiacion UV-A (2.44-0.29 mW cm2) durante

distintos tiempos (0, 6, 12, 24, 36, 48 horas).

O Los resultados experimentales mostraron una reduccion significativa de la

viabilidad de los esporos inmovilizados en las placas cubiertas de TiO> después
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del periodo de irradiaciéon (3 6rdenes de magnitud después de 24 horas bajo
244 mW cm? de irradiaciéon continua), confirmando la viabilidad de la

inactivacion fotocatalitica de esporos como una tecnologia de desinfeccion.

O La viabilidad de los esporos depositados sobre placas de vidrio de borosilicato
sin catalizador no mostr6é cambios significativos después de ser sometido a la
irradiacion UV-A (0,47 6érdenes de magnitud después de 48 horas bajo 2.44 mW
cm? de irradiacién continua), descartando la posibilidad de inactivacion de

esporos puramente fotoquimica bajo las condiciones de trabajo utilizadas.

O Se desarrolld6 un modelo detallado del campo de radiacién que permite el
calculo de la velocidad superficial local de absorcion de fotones (LSRPA) en

cualquier punto de la pelicula de TiOx.

O Se derivé un modelo cinético para representar el proceso de inactivacion de
esporos a partir de un esquema de reaccién simplificado. Se obtuvo asi una
expresion cinética que permite el calculo de la velocidad de inactivaciéon de
esporos e incorpora explicitamente el efecto de la absorciéon de radiacién. Los
resultados predichos con el modelo cinético ajustaron satisfactoriamente los
resultados experimentales para diferentes tiempos de exposicion y flujos de

irradiacion.

O Con el fin de lograr una mayor velocidad de inactivacién, se estudiaron y
compararon diferentes recubrimientos de TiO, utilizando catalizadores
sintetizados en el laboratorio y catalizadores comerciales. Para comparar

objetivamente el rendimiento de los recubrimientos, se calcularon dos tipos de
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eficiencias: la eficiencia foténica y la eficiencia cuantica de inactivacién, las
cuales tienen en cuenta la radiacién incidente y la radiacion absorbida sobre la

superficie del catalizador.

La mayor eficiencia de todas las muestras probadas se obtuvo con el
recubrimiento de TiO> Degussa P-25 con dos capas. El célculo de los parametros
de eficiencia representa una valiosa herramienta para comparar diferentes
sistemas cataliticos. Ademas, la eficiencia cudntica permite dilucidar algunos
aspectos del mecanismo fotocatalitico, porque muestra cuan eficientemente la
radiacion absorbida es empleada para inactivar microorganismos. También,
puede ayudar a disefiar mejores recubrimientos, ya que los resultados pueden
evidenciar problemas con el contacto de las bacterias con el recubrimiento, o la

absorcion de la radiacién, por ejemplo.

Se evalud y comparé la velocidad de inactivacion de recubrimientos de TiO>
dopados con diferentes concentraciones de plata, la cual posee una reconocida
actividad antibacteriana. Al recubrimiento TiO, Degussa P-25 con 2 capas se le
depositaron diferentes concentraciones de Ag y se ensay6 su actividad para
inactivar esporos. Los resultados experimentales mostraron que existe una
concentraciéon o6ptima de Ag que aumenta notablemente la velocidad de
inactivacion de los esporos. La mayor velocidad de inactivacién y eficiencia se
obtuvo con el recubrimiento de TiO2 Degussa P-25 con dos capas con 1.09% p/p

Ag/TiOx.
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COMO POSIBLES TEMAS PARA DESARROLLAR EN EL FUTURO, SE

PROPONEN:

O Disefiar y construir un fotorreactor de pared catalitica con diéxido de titanio
soportado para la desinfecciéon de una corriente gaseosa, en particular, aplicado

a la inactivacion de bacterias esporuladas de Bacillus subtilis.

O Contar con un sistema que cree una atmosfera de concentracion conocida del
contaminante. A partir de una suspension liquida del microorganismo en
estudio, se generarian microgotas de un tamafio determinado, debido a que es

la forma en que los bioaerosoles se encuentran en la naturaleza.

O Desarrollar y validar experimentalmente un modelo que simule el proceso de
inactivacion de microorganismos en el reactor disefiado, con especial
importancia al modelado del campo de radiacién en las superficies cataliticas

del reactor.

O Estudiar la influencia de distintas condiciones experimentales sobre la
velocidad de inactivacion microbiolégica, tales como caudal de aire,
concentracion del microorganismo contaminante en la entrada del reactor,

humedad relativa, flujo de radiacién UV incidente, entre otras.

O Realizar ensayos con muestras reales de aire contaminado.
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ATCC

CS;

€er

ea,s

h+

K;
Liamp
N

No
‘OH
-0y
Pett tamp
PTFE
qlamp
qi

qO

qt

U in

qf,tr

area, cm?2

American Type Culture Collection
compuestos superficiales del esporo
espesor del vidrio de borosilicato, cm
espesor del recubrimiento de TiO,, cm

velocidad superficial local de absorcion de fotones (Local Superficial Rate of

Photon Absorption (LSRPA)) (Einstein h”' cm2 o fotén cm-2 h)

“huecos” positivos

pardmetros cinéticos, unidades dependiendo del paso de reacciéon
pardmetros cinéticos globales, unidades dependiendo del paso de reacciéon
largo de la lampara, cm

concentracién de esporos viables, CFU cm-2

concentracion inicial de esporos viables, CFU cm-2

radical hidroxido

radical superéxido

potencia de emision efectiva de las lamparas, mW
poli-[tetrafluoroetileno]

flujo de radiacién en la superficie de las lamparas, mW cm2

flujo de radiacién efectivo que alcanza el recubrimiento de TiO,, mW cm-2
flujo de radiacion obtenido por simulacién con CDF, mW c¢m-2

flujo de radiacién efectivo que es transmitido a través del recubrimiento de

TiO,, mW cm-?

flujo de radiacion local que llega al recubrimiento catalitico de TiO» (photon

cm2 ht)

flujo de radiacion local que es transmitido a través del recubrimiento catalitico

de TiO; (photon cm-2 h-1)
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Rlamp

TiOz

UFC

flujo de radiacion local que es reflejado a través del recubrimiento catalitico

de TiO; (photon cm-2 h-1)
velocidad de reacciéon, mol s1 cm=2
reflectancia (dimensionless)

radio de la lampara, cm

tiempo, h

transmitancia (dimensionless)
diéxido de titanio

Unidades Formadoras de Colonias

Letras griegas

Ol

u

(N

D

<K%9>
(10

xlamp

}‘Iamp

Subindices

A

abs

app

Airr

fraccién de energia absorbida por el recubrimiento de TiO; (adimensional)

eficiencia de inactivacion fotocatalitica (UFC fotén-?)

funcién de distribucion de las longitudes de onda que alcanzan el

recubrimiento catalitico de TiO, (adimensional)

rendimiento cuantico principal

coeficiente de absorciéon del vidrio de borosilicato, cm-!

coeficiente de absorcion del recubrimiento de TiO,, cm!

relativo a una especifica longitud de onda

denota la eficiencia cuadntica de inactivacion

denota la eficiencia foténica (o eficiencia cuantica aparente)
relativo a la zona irradiada

relativa a una propiedad de la pelicula de TiO>
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fg relativa a una propiedad de la pelicula de TiO; + vidrio

relativa a una propiedad de la placa de vidrio de borosilicato sin

recubrimiento

Simbolos especiales

< > promedio

[1 concentracién
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