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RESUMEN: Este estudio evalua la eliminacion simultanea de acido 2,4-diclorofenoxiacético-acido-2,4-D a
70 ug L' y la disminucién de la viabilidad de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae de muestras reales de
agua subterrdnea que contienen cantidades naturales de hierro en (0.39 mg L) y pH natural (7.31) en un
reactor solar prototipo equipado ademas con una lampara de luz UV-B+A y acoplado a un sistema de filtracion
rapida en arena y cloracion con Ca(OCl).. El equipo fue alimentado eléctricamente mediante una celda
fotovoltaica. Las aguas subterrdneas se les adicioné 70 pg L™ de 2,4-D y con concentraciones de E. coli y K.
pneumoniae de entre 107 - 10° células por mililitro, fueron primero adicionados 10 mg L' de perdxido de
hidrogeno (H,0») y fueron irradiadas con luz solar y/o luz UV-B+A artificial en el reactor solar, posteriormente
se les pasé por un sistema de filtracion por arena. Finalmente, estas aguas fueron cloradas adicionando
Ca(OCl), (obteniendo valores de cloro residual entre 0.2-0.6 mg L) con un tiempo de contacto de 60 min.
Los resultados mostraron que solamente a alta irradiacion solar (150000 J m™?) fue posible degradar del 2,4-D
y la inactivar completamente de las cepas bacterianas inoculadas en el agua subterranea. Por otro lado, no se
encontro una presencia importante de THMs luego del proceso de cloracion. Se sugiere que la adicion de H,O»
a 10 mg.L"' y la irradiacion con luz UV-B+A artificial o solar ayuda a mejorar diferentes procesos abioticos
naturales foto-inducidos entre ellos fotocataliticos y foto-Fenton, los cuales generan principalmente formas
reactivas de oxigeno (FROs) que podrian ser responsables tanto de la inactivacion de las bacterias como de la
eliminacion del 2,4-D de las aguas subterraneas naturales, disminuyendo la adicion de cantidades sustanciales
de quimicos a las muestras de agua.

INTRODUCCION

Cerca del 30% de las comunidades rurales en Latinoamérica utilizan aguas subterraneas para abastecerse de
agua de bebida (UNEP-GEO, 2010). Desafortunadamente, la mayoria de estas comunidades no cuentan con
instalaciones sanitarias ni tratamientos de desinfeccion adecuados y su actividad econdémica principal esta
frecuentemente asociada a la produccion agricola donde los agroquimicos, a veces mal manejados, se utilizan

con frecuencia. Por lo tanto, la calidad microbiologica y quimica de los acuiferos podria verse amenazada por
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los agroquimicos y bacterias patogenas. La cloracion (Cl) es un método eficaz para producir agua potable, ya
que reducen el riesgo agudo de manera eficiente al desactivar un amplio espectro de células bacterianas. Sin
embargo, no siempre esta disponible en comunidades rurales remotas y pequefias en paises en desarrollo.
Ademas, si estas aguas de pozo ya estan contaminadas con pesticidas y/o aguas residuales domésticas, la
aplicacion de cloro a la produccion de agua potable podria ser insegura ya que habria un riesgo sustancial de
producir trihalometanos (THM) (Nikolaou et al. 2004; Bond et al. 2011; Hao et al., 2017), Por otro lado, la
filtracion de arena es un proceso muy conocido y sencillo para disminuir el riesgo de adquirir enfermedades
transmitidas por el agua (Bilardi et al. 2013; Urfer 2017) en el agua potable. Sin embargo, no es adecuado para
eliminar contaminantes quimicos y no presenta un efecto residual como la cloracion, lo que podria permitir un
nuevo crecimiento de bacterias. De esta manera, el desarrollo de sistemas de produccion de agua potable
novedosos y simples que puedan aplicarse facilmente en comunidades rurales y otorgar una alta calidad
quimica y microbioldgica es un tema critico.

La presencia en aguas superficiales de aniones tales como los Nitratos (NOz),, Nitritos (NOs)", de materia
organica disuelta en forma de acidos humicos, de hierro coloidal y disuelto hace posible que bajo irradiacion
solar se generen de manera natural diferentes procesos foto-inducidos que lideran a la formacion de radicales
OH- altamente oxidantes, los cuales pueden ser explotados en la remociéon de contaminantes y en la
inactivacion de microorganismos (Millero et al., 1989; Nakatina et al., 2007; Vione et al., 2014) sin necesidad
de adicionar sustancias quimicas al agua. Gutierrez-Zapata y colaboradores han reportado que la adicion de
10 mg L' de peréxido de hidrogeno (H,0:) en aguas subterraneas puede mejorar estos procesos naturales foto-
inducidos logrando una rapida degradacion de agroquimicos y la inactivacion de microorganismos a escala de
laboratorio. Ademas, al parecer la presencia de aniones como el fluoruro y carbonatos en estas aguas, pueden
gjercer un efecto positivo en estos procesos.

En esta trabajo se evaluo a escala piloto un prototipo que consta de un reactor solar con un colector cilindrico
parabolico-CPC equipado con una ldmpara de luz UV-B+A acoplado a un filtro rapido en arena y un sistema
de cloracion en la remocion simultanea de un herbicida, el 4cido 2,4-diclorofenoxidcetico (2,4-D, 70 ug L) y
la inactivacion de dos cepas de enterobacterias: Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae de muestras reales
de agua subterrdnea a través de la adicion de 10 mg L de H>O bajo irradiacién solar natural alta (temporada
de bajas precipitaciones y baja (temporada de altas precipitaciones). Ademas, se evalu6 la generacion de

trihalometanos luego del proceso de cloracion.

METODOLOGIA

Reactor solar prototipo acoplado a filtracion por arena y cloracion

Ubicacion: Este trabajo se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia

Ambiental y en el Laboratorio de Quimica Ambiental del programa académico de Ingenieria Sanitaria y
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Ambiental. El equipo CPC modificado esta ubicado en la plataforma solar del Laboratorio de Catalisis del
programa académico de ingenieria Quimica de la universidad del valle, sede Meléndez (Santiago de Cali,

Colombia).

Muestra de Agua: La seleccion de las muestras a tratar se determind seglin estudios previos realizados por
Mejia (2014), donde se evaluo el agua subterranea de diferentes pozos ubicados en el corregimiento “El Tiple”
cerca del municipio de Candelaria (suroeste de Colombia), lo que permiti6 establecer la caracterizacion
fisicoquimica y microbioldgica de esta fuente de agua. Se uso una muestra de un pozo localizado en las
coordenadas 3°21°03.38” N, 76°26°24.51” S. El agua subterranea se almacen6 a una temperatura entre (2—4°C)
en botellas de vidrio color ambar. Las caracteristicas fisicoquimicas de estas muestras son reportadas en la

tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos identificados en muestras de agua subterranea

Parametro Valor
pH 7.31
Hierro total (mg L-1) 0.39
Bicarbonato (mg mL-1) 235
Fosfato (mg L-1) 0.24
Fluoruro (mg mL-1) 1.23
Cloruro (mg L-1) 25
Nitrato (mg L-1) 1.77
Conductividad (uS cm-1) 245
Carbono organico Disuelto (COD) (mg L-1) 1.13
Turbiedad (NTU) 1.02

Cepas Bacterianas: Para el estudio se utilizaron cepas de referencia ATCC;, Escherichia coli (E. coli K 12),

Klebsiella pneumoniae (K. Prneumoniae).

La viabilidad celular: E. coli K12 (ATCC 23716) y K. pneumoniae (ATCCBAA-1705) se evalué usando
recuento directo de células viables mediante hibridacion fluorescente in situ (DVC-FISH). Las muestras se
incubaron en la oscuridad durante 18 horas a 37 °© C + 2 ° C en una solucién nutritiva de caldo, extracto de
levadura y 4cido nalidixico (40 mg mL™") (Gutiérrez-Zapata et al., 2017a). El limite de deteccién de DVC-
FISH fue de 30 células mL™" para E. coli y K. pneumoniae. La cuantificacion de las células se realizé con un
microscopio de epifluorescencia Nikon-90i (filtro Cy3), utilizando el software NIS-element AR. Cada muestra

se midio por triplicado y se inform¢é su promedio.

Determinacion de 2,4-D y trihalometanos (THM): Las concentraciones de 2,4-D y su subproducto principal
de degradacion 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) se controlaron por HPLC siguiendo el método descrito
anteriormente (Gutiérrez-Zapata et al., 2017b, 2017c). Las concentraciones de 2,4-D y 2,4-diclorofenol (2,4-
DCP) fueron seguidas por HPLC (LC20AT-Shimadzu) usando como fase movil acetonitrilo (55%), solucion
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acuosa de acido acético a pH 3,0 (30% ) y agua Milli-Q (15%) y una columna de HPLC C-18 Nucleosil 100-
5. Se us6 un flujo isocratico de 0,8 ml min™ y un detector UV a 280 nm. La limpieza de la extraccion en fase
solida con C-18 se realizé previamente (activacion y elucion con acetato de etilo). Los limites de cuantificacion

(LOQ) de los métodos cromatograficos fueron 6 ug L'y 5 ug L' para 2,4-D y 2,4-DCP, respectivamente.

Ademas, la presencia de THMs se determind mediante cromatografia de gases utilizando un cromatografo de
gases Shimadzu GC-14 equipado con un detector de captura de electrones (ECD). El gas portador fue N» (58-
60 psi) y se utilizoé una columna semicapilar AT-1 (30 m de longitud e i.d 0.53 mm). Se usaron dos rampas de
temperatura, la primera inicial a 6 °© C min' hasta alcanzar finalmente 95 ° C y una segunda de 40 ° C min™
hasta alcanzar 220 © C. Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 200 y 250 ° C, respectivamente.

El método cromatografico condujo a un limite de cuantificacion (LOQ) de 1 ug L™

Prototipo CPC + Acople (Filtro y tanque de contacto de cloro): El sistema incluye un reactor colector
parabolico (CPC) compuesto de 30 L (SPh) equipado con lamparas UV-B+A+visibles (LPh) y acoplado con
filtro de arena rapido (RSF) y un tanque de cloracion (Cl). Se bombearon 30 L de agua con una bomba
centrifuga de acople magnético a través del sistema, pasando primero por el reactor CPC y luego al sistema
RSF y Cl respectivamente. La bomba centrifuga y la lampara UV-B +A+ visible se accionaron eléctricamente
mediante una celda fotovoltaica (mddulo de energia solar AMPA ASM-250P24 con dimensiones de 1485 x
668 x 35 mm) con una potencia maxima de 250 W y una tensiéon maxima de circuito abierto del sistema 2000
V DC. También se utiliz6 un inversor INTI IIP 24600 (potencia maxima de 1200 W; voltaje de entrada y salida
24V-DC y 110-AC respectivamente).

Los experimentos se realizaron utilizando un colector parabolico compuesto (CPC) bajo radiacion solar y/o
UV-B + A + irradiacion visible (SPh y LPh) en ausencia o en presencia de 10 mg L' de H,O, (SPh+H,0, y
LPh+H>0,). El CPC se fabrico con tubos de vidrio Pyrex® (32 mm o.d.) colocados sobre una superficie
reflectante que consiste en una aleacion de aluminio anodizado (99.85%) Almeco™ con una reflectancia total
del 86% e inclinada a 3 °, correspondiente a la latitud del sitio de ubicacion (Cali, Colombia), con un volumen
irradiado de 10.77 L. Se utilizo un caudal de 30 L min-1. Los experimentos se realizaron en Cali Colombia

(coordenadas: 3.22'38.27 "N, 76.31'56.97" W).

Se acopld una lampara visible de 14 W UV-B + A + (ReptiGlo 10.0 PT2169 Exo-Terra Lighting Germany) al
reactor CPC. Esta lampara iluminé un volumen de 1,36 L y exhibe un espectro de emision entre 280 nm a 700
nm, con un maximo de UV-B en 310 nm, UV-A en 365 nm y Vis en 430 nm y 540 nm. Las intensidades de
UV-B y UV-A se midieron utilizando un foto-radiémetro UV A Delta OHM constituido por sondas UV-B
(280-315) y UV-A (315-400 nm) a 0,6 cm, que corresponde al radio del reactor. Las intensidades de UV-B y
UV-A fueron 0.74 y 6.47 W m™ respectivamente.
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El sistema RSF estaba constituido por un tubo de PVC (I.D. 0.232 m y una longitud de 1.4 m) que se llend con
antracita y arena de cuarzo siguiendo las recomendaciones de Spellman (2009). La tasa de filtracion fue de

0,01l ms?, logrando un total de 21 ciclos en 30 minutos de tratamiento.

El tratamiento de cloracion se realizoé con hipoclorito de calcio (Ca (OCIl) 2). La demanda de cloro (CD) se
determind mediante el método estandar 2350B. Se us6 Ca (OCl) 2 a una concentracion que oscila entre 4.0-
6.1 mg L-1 (cloro residual entre 0.2 y 0.6 mg Cl L-1) con un tiempo de contacto de 60 min. El cloro residual

se evaluo utilizando los kits HI 38017 (HANNA).

Figura 1. Diagrama esquematico del sistema de tratamiento: (1) tanque de almacenamiento y de contacto de

Cloro; (2) Colector Cilindrico parabodlico + Lampara UVA, UVB; (3) Acople unidad de filtracion.

Ensayos en Condiciones de Alta Radiacion, Eficiencia de desinfeccion y degradacion del 2,4-D; Acople
prototipo CPC + Columna de filtracion + Tanque de Contacto de cloro

A las muestras de agua subterranea real se les adicion6 2,4-D en una concentracion inicial de 70ug L' y de E.
coli y K. pneumoniae de 10°-107 células por mililitro. El agua primero se pasé a través del reactor CPC +
Lampara UV(A+B),Vis adicionando 10 mg L' de H,O,, posteriormente al sistema de filtracién, y finalmente
en el tanque de almacenamiento se adiciond Ca(OCl), (obteniendo valores de cloro residual entre 0.2-0.6 mg

L-1) para un tiempo de contacto de 60 min.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 2a muestra cdmo se comport6 la viabilidad de las bacterias (seguida por DVC-FISH) E. coli y K.
pneumoniae después de ser sometidas a una concentracién de cloro residual de 0.5 mg L' durante un tiempo
de contacto de 60 min (adicion de Ca(ClO),) 6.5 mg L™). E. coli y K. pneumoniae presentaron una caida de la
viabilidad de 5 y 4 logs respectivamente. Los resultados de la filtracion rapida en arena (Fil) (Figura 2b)
mostraron una reduccion de la viabilidad de 3 y 2 log para E. coli y K. pneumoniae respectivamente después
de 30 min de tratamiento. La combinacion de ambos tratamientos (Figura 2¢), mostré un efecto positivo en la
inactivacion bacteriana ya que la viabilidad de E. coli se redujo completamente, mientras que aquella de K.
pneumoniae disminuyo casi 4 logs. El cloro residual presente en el experimento fue de alrededor de 0,6 mg L~
!, Ademas, se monitoreo la presencia de trihalometanos (THMs) después del sistema Fil-CI acoplado, el cual
reveld solamente la presencia de triclorometano (TCM) en concentraciones de 8.72 ug L™, cuyo valor es

inferior al valor recomendado para el agua potable (10 pg L) (OMS 2011).
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Figura 2. Seguimiento de la viabilidad celular usando DVC-FISH, a. Seguimiento de la concentracion celular
de E. coli y Klebsiella en ensayos de cloracion, b. Seguimiento de la concentracion celular de E. coli y

Klebsiella en ensayos de filtracion, c¢. Seguimiento de la poblacion celular de E. coli y Klebsiella en acople

cloracion + Filtracion. (Fil+Cl).

6 IFRH 2018 (& rmaiin i fecireos ridcos



Experimentos fotoquimicos sin adicion de H,Ox con luz solar (irradiancia acumulada de 100000 J m) o bajo
irradiacion UV-B + A + (Lamp) (irradiacion UV-B: 0.74 W m-2 ¢ irradiacion UV-A: 6.47 W m- 2) (Figuras
3a y 3b) mostraron una reduccion baja en la viabilidad. Esta disminuy¢ ligeramente tanto para E. coli como
para K. pneumoniae. Por otro lado, la degradacion simultanea de 2,4-D mostré valores de 55.2 y 24%

respectivamente cuando se realizaron experimentos Solares y con lampara respectivamente.

Cuando el prototipo acoplado usé solamente la [ampara UV-B+A (Lamp) (sin irradiacion solar), filtracion
rapida en arena (Fil) y cloracion (Cl) (Ca(OCl), 4.8 mg L™ y cloro residual 0.2 mg L") en presencia de 10 mg
L' de H,O, (Figura 3) (Lamp + H,O, + Fil + Cl) (figura 4), las bacterias no se inactivaron completamente
(reducciones de viabilidad de 3 y Slogs para K. pneumoniae y E. coli respectivamente). La degradacion
simultanea de 2,4-D y la reduccion de carbono organico disuelto (COD) fueron de alrededor de 89 y 65%,

respectivamente. La produccion de TCM estuvo por debajo del limite de cuantificacion de la técnica (1pgL™).
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Figura 3. Inactivacion de microorganismos K. pneumoniae y E. coli en experimentos bajo irradiacion UV-

B+A artificial (a) y luz solar (b) en ausencia de peréxido de hidrogeno.
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Figura 4. Inactivacion de E. coli y K. pneumoniae en el prototipo de reactor CPC equipado con lampara de
luz UV-B+A y acoplado a un sistema de filtracion rapida y cloracion en ausencia de irradiacion solar.

En cuanto a la inactivacion de bacterias al agregar HO> (10 mg L) e irradiar con luz solar (solar+Fil+Cl
(Ca(OCl),: 4.7 mg L' y cloro residual 0.4 mg L) a una dosis de energia solar acumulada baja (75000 J m™),
se logrd una reduccion en la viabilidad de 3 y 2 logs para K. pneumoniae y E. coli respectivamente (Figura
5a). Lairradiacion UV-B+A de la lampara, tratamiento Solar+Lamp+H,0,+SSF+CIl, no mejor¢ la inactivacion
de bacterias. Por otro lado, los porcentajes de remocion de 2,4-D y de COD en el tratamiento solar+Fil+ClI a
bajas dosis de irradiacion solar acumulada, presentaron valores de 68 y 46% respectivamente. Estos
porcentajes incrementaron a valores de 98 y 54% respectivamente al acoplar la lampara de luz UV-B+A. No

se encontr6 generacion de THMs luego del proceso de cloracion.

Sin embargo, a altas dosis de irradiacion solar acumulada (150000 J m?) (figura 5b), el tratamiento
solar+H,O,+Fil +Cl (Ca(OCl): 5.4 mg L y cloro residual 0.6 mg L") mostraron reducciones de viabilidad
para K. pneumoniae y E. coli de alrededor de 4 y 5 logs respectivamente. La remocién de 2,4-D y COD, fue
de 77 y 61% respectivamente. Experimentos con luz UV-B+A artificial (Solar+Lamp+H,0,+SSF+CI,
(Ca(OCl),: 5.0 mg L y cloro residual 0.2 mg L") + SSF) redujeron completamente la viabilidad de ambas

cepas bacterianas. 2,4-D y COD fueron removidos en porcentajes de 100 y 83% respectivamente.
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Figura 5. Seguimiento de la concentracion celular de E. coli y Klebsiella en ensayos: a. Baja radiacion, b.

Alta radiacion.

En estos experimentos no se encontrod la generacion de THMs. Aunque el cloro y los tratamientos de filtracion
rapida en arena por separado no fueron eficaces para inactivar las células bacterianas, la combinaciéon de ambos
procesos logrod la inactivacion total de E. coli; sin embargo, la viabilidad de K. pneumoniae no se redujo
completamente. Este ultimo ha mostrado cierta resistencia a la cloracion. Por ejemplo, Goel y Bouwer (2004)
informaron reducciones de cultivabilidad de esta bacteria (concentracién inicial de 10° CFU mL™") alrededor
de 4 logs usando cloracion a dosis residuales de cloro que varian de 0.46 a 0.67 mg L y pH 7.0. Aunque la
concentracion de THM estaba por debajo del valor recomendado por la OMS, el tratamiento combinado de Fil

y CI condujo a las concentraciones mas altas de TCM.

Los tratamientos UV-B-+A y en la oscuridad (OSC) en presencia de H,O> solos no redujeron fuertemente la
viabilidad bacteriana y la concentracion de 2,4-D. Es bien sabido que la luz UV, especificamente UV-C es
letal para las bacterias, sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales, no hubo presencia de este
componente. La luz UV presente en el espectro solar es alrededor del 4-7% de toda la irradiacion solar que
llega a la superficie terrestre y estd compuesta de especificamente luz UV-B (en menor medida) y UV-A.
Ambas longitudes de onda pueden causar dafios en los acidos nucleicos, enzimas antioxidantes (catalasa y
superoxido dismutasa) y proteinas de los microorganismos. El 2,4-D no es sensible a la radiacion UV-B o UV-
A. Ademas, el H>O, también puede contribuir a la inactivacion de las bacterias, ya que puede inducir efectos
perjudiciales sobre la membrana celular al aumentar su permeabilidad (Santos et al., 2013; Giannakis et al.,
2016a, 2016b, 2017). Por otro lado, las muestras de agua subterranea también contienen cantidades bajas de
hierro (0,39 mg L), que pueden estar en forma disuelta o coloidal (Appelo y Postma, 2005). El H,O, podria
inducir reacciones oscuras de Fenton con hierro disuelto o coloidal que conduce a la formacion de radicales
-OH que podrian ser responsables de la baja reduccion de la viabilidad de las bacterias y la eliminacion de 2,4-

D (Lipczynska-Kochany y Kochany, 2008; Ruales-Lonfat et al. 2014; Giannakis et al., 2016b).

’ IFRH 2018 5l enreoirsos tricos



CONCLUSIONES

Fue posible remover completamente el riesgo cronico (2,4-D) y agudo (presencia de E. coli y K. pneumoniae

de aguas reales subterraneas por la simple adicién de 10 mg L™ de H,O, en un reactor solar CPC equipado con

una lampara UV-B+A y acoplado a un sistema de filtracion rapida y cloracion. Esto se logro solamente bajo

condiciones de dosis de irradiacién solar acumulada altas (150000 J m?). Este tratamiento acoplado, no

produjo presencia de trihalometanos.

En la tabla 2 se presenta de forma complementaria el resumen de seguimiento a los parametros 2,4-D y THM

para los tratamientos evaluados.

Tabla 2. Seguimiento a los pardmetros 2,4-D y THM en los tratamientos de alta y baja radiacion.

Tratamiento Control 2,4-D (%) COD (%) THM (ppm)
SL 47,0 -
UV-(B+A) 24,0 -
FI+Cl1 - 8,72
Tratamiento Acople Alta radiacion solar Baja radiacion solar
2,4-D (%) COD (%) THM (ppm) 2,4-D (%) COD (%) THM (ppm)
SL+FI+Cl 63 47,0 <10 47,0 25,0- <10
UV-(B+A)+FI+CL 55,0 29,5 <LD 55,2 24,0 <LD
UV-(B+A)+H202+FI+Cl 89,0 65,4 <LD 52,0 43,5 <LD
Osct+H202+F1+Cl 57,0 48,2 <10 45,0 15,7 <10
SL+H>02+FI+Cl 77,0 61,0 <10 68,4 46,4 <10
SL+UV-(B+A)+H202+FI+Cl 100,0 83,3 <LD 98,0 54,1 <LD

LD: Limite de deteccion — 1ppm
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