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GLOSARIO

Término

Definicién

Bioaerosoles

Particulas suspendidas en el aire provenientes de material biolégico.
Consisten de bacterias, hongos, virus, particulas de peso molecular alto,
alergénicos, endotoxinas (provenientes de bacterias), micotoxinas
(provenientes de hongos), peptidoglicanos (provenientes de bacterias y
hongos), B(1->3)-glucanos, polen y fibras de planta

Bioaerosoles
sintéticos

Los bioaerosoles sintéticos son particulas biolégicas provenientes de
cultivos con microorganismos (bacterias, hongos y virus) de especies y
concentraciones conocidas como Pseudomonas, Staphylococcus,
Aspergillus, Peniciilium, Staphylococcus epidermidis o Bacillus subtilis
gue son comUnmente encontradas en aire ambiente.

Los bioaerosoles sintéticos son generados cuando se someten a
equipos que aerolizan las soluciones para poder deshidratarlas y
posteriormente son sometidos a equipos nebulizadores que emiten los
microorganismos con una humedad controlada y en forma de gotas.

Biofiltro

Recipiente donde ocurren reacciones bioldgicas para la degradacion de
uno 0 mas contaminantes gaseosos. Las reacciones biol6gicas son
desarrolladas por microorganismos inmovilizados

Biopelicula

Capas de consorcios de microorganismos agregados y soportados
sobre diferentes medios naturales o sintéticos. Los polimeros
extracelulares de los microorganismos se fijan a la superficie del
soporte.

Catalizador

Sustancia capaz de acelerar una reaccion. En este caso, el catalizador
funge como sustancia, que una vez que absorbe fotonos, acelera
reacciones de oxidacion y reduccion para producir especies reactivas
oxidantes

Desactivacion de

Pérdida de la capacidad de acelerar la velocidad de reacciones de

catalizador oxidacién y reduccién. Blogueo de sitios activos del catalizador.
Ensuciamiento de Desactivacion rapida debido a una deposicion o bloqueo fisico de la
catalizador superficie.
Envenenamiento de | Modificacion de la superficie del catalizador por fenémenos de
catalizador quimisorcion en los sitios activos causado por adsorbatos

Fotocatalisis

Es un proceso que involucra la absorcion de fotones en la superficie de
un oxido metdélico (semiconductor) para acelerar la produccion de
especies reactivas oxidantes. Ocurren, al menos, dos reacciones
simultdneamente; la primera reaccién es de oxidacion, donde se
fotoproducen electrones hueco positivos en la banda de valencia (BV)
del semiconductor, y la segunda reaccién es la migracién de un electron
de la BV a la banda de conduccién (BC).

Inactivacién de
bioaerosoles

Induccion de la muerte celular de los bioaerosoles por medio de
diferentes mecanismos como alteracién en el ciclo de la coenzima A,
desequilibrio de iones, ruptura de membrana o lisis celular

Lixiviados

Liquido que proviene del riego del biofiltro con medio mineral y que ha
estado en contacto con la biopelicula del mismo

Mineralizacién

Proceso bioldgico que involucra la transformacion de la materia organica
hasta CO2 y H20 como productos finales

Degradacion

Proceso biolégico que involucra la transformacién de la materia organica
a compuestos de menor complejidad
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RESUMEN

INACTIVACION FOTOCATALITICA DE BIOAEROSOLES EMITIDOS POR UN
BIOFILTRO QUE TRATA VAPORES DE ACETATO DE ETILO

Palabras Clave: Biofiltracion, emisién de bioaerosoles, fotocatélisis en flujo
continuo, citometria de flujo, microscopia de epifluorescencia

Los procesos de biofiltracion son usados para biodegradar contaminantes en aire
con eficiencias de remocion del 100% para compuestos de facil degradaciéon como
alcoholes y aldehidos. Sin embargo, bajo condiciones de alta carga de
contaminante, bajos contenidos de humedad e inclusive en condiciones estables de
operacion, estos sistemas emiten bioaerosoles que son particulas de origen
biolégico que causan dafios muy severos a la salud como asma, nheumonias o
cancer.

En esta investigacion se estudidé un proceso de inactivacion fotocatalitica con flujo
continuo de bioaerosoles emitidos por un biofiltro que tratd vapores de acetato de
etilo (AE). El biofiltro fue empacado con perlita y con un consorcio de la una planta
de tratamiento de agua residual, operé a una carga de 60 g/m3h, un tiempo de
residencia de 1 min y removié el 100% del AE alimentado. Se conecté un
fotorreactor anular a la salida del biofiltro, el volumen de este fue de 210 mL y opero
con un tiempo de residencia de gas de 5.72 segundos. El fotorreactor fue empacado
con perlita o poraver, previamente impregnados con los catalizadores ZnO o TiOz2y
se coloco una lampara-UV de 254 nm en el tubo anular de cuarzo del fotoreactor
para fotoexcitar los catalizadores. Los bioaerosoles fueron muestreados a la entrada
(salida del biofiltro) y salida del fotorreactor por medio del método de impactacion
liquida usando un impinger AGI-30 con 20 mL de solucién estéril de PBS. Los
bioaerosoles fueron cuantificados y caracterizados por citometria de flujo usando
los fluorocromos naranja de tiazol y yoduro de propidio para determinar el nimero
de células vivas, muertas y dafiadas en las muestras.

La concentracion de bioaerosoles a la entrada del fotorreactor fueron de 4.35x107 +
2.46x108, 1.47x107 £+ 2.06x10° 1.21x10% + 1.34x107 y 6.58x107 + 2.49x10°
células/m3aire en los sistemas ZnO/Perlita, TiO2/Perlita, ZnO/Poraver y
TiO2/Poraver, respectivamente. La concentracion de bioaerosoles a la salida del
fotorreactor fue de 7.04x107 + 9.08x10°, 1.28x108 + 1.57x107, 1.81x108 + 1.30x10’
y 5.53x107 + 2.55x10° células/m3aire en los sistemas ZnO/Perlita, TiO2/Perlita,
ZnO/Poraver y TiO2/Poraver, respectivamente. Observando que hubo procesos de
desorcion en los sistemas. El sistema fotocatalitico méas eficiente fue el de
ZnO/Perlita con un 68-72% de inactivacion de bioaerosoles, manteniendo dicho
porcentaje de inactivacion durante 7.5 horas en comparacién con los sistemas
fotocataliticos de TiO2/Perlita y TiO2/Poraver, que tuvieron un porcentaje de
inactivacién maximo de 40% y 70% pero por un menor tiempo de vida del catalizador
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de 1y 3.5 horas, respectivamente. Por otro lado, el sistema ZnO/Poraver no logro
inactivar bioaerosoles debido a la baja capacidad de retencion de agua del soporte
que llevo al sistema a no producir suficientes - OH y al pronto envenenamiento del
catalizador por los bioaerosoles, y reducir por lo tanto su capacidad de inactivacion;
asi como también se debio a las reacciones de competencia entre la oxidacién del
material biolégico y la reduccion del COs-.

También se determiné que los bioaerosoles emitidos por el biofiltro estan
compuestos de 81 — 99 % de bacterias y levaduras y de 1 — 19 % de hongos. El
sistema ZnO/Perlita logré disminuir la concentracion de hongos en un 63.08 + 13.63
% en las primeras 5 horas de evaluacion del sistema mientras que en el sistema
TiO2/Perlita se registré una disminucion de hasta 53.13 + 4.70 % en las primeras
2.5 horas. Por otro lado, en el sistema ZnO/Poraver se registré una disminucion
promedio de la concentracion de hongos, durante la primera hora del proceso, de
57.3 £ 0.01 % y en el sistema TiO2/Poraver se detecté una disminucion maxima de
72.8 % en la primera hora de operacion. ElI mecanismo de inactivacion de los
bioaerosoles observado a través de microscopia electronica de barrido fue por dafio
en la membrana de los bioaerosoles, lisis celular, asi como la modificacién
morfologica de las células. De acuerdo a los resultados obtenidos, los sistemas
fotocataliticos en continuo son tecnologias adecuadas para eliminar los
bioaerosoles en el aire hasta en un 70%; sin embargo, los tiempos de desactivacion
catalitica tan cortos (tiempo de vida media) de los catalizadores son un parametro
que debe evaluarse y mejorarse, es importante proponer alternativas de sintesis o
mejoramiento de catalizadores para prolongar su vida media.
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ABSTRACT

PHOTOCATALYTIC INACTIVATION OF BIOAEROSOLS EMITTED BY A BIOFILTER
THAT TREATS ETHYL ACETATE VAPORS

Key words: Biofiltration, bioaerosol emission, inactivation, continuous flow
photocatalysis, flow cytometry, epifluorescence microscopy

Biofiltration processes have used widely to biodegrade pollutants from air with 100%
of removal efficiencies for easily degradable compounds such as alcohols and
aldehydes. Nevertheless, under conditions of high pollutant loading rates, low
moisture contents and even in stable operating conditions, these systems emit
bioaerosols that are particles of biological origin that cause severe health damages
such as asthma, pneumonia or cancer.

In this research, a process of continuous photocatalytic inactivation of bioaerosols
emitted by a biofilter that treated Ethyl Acetate (AE) vapors was studied. The biofilter
was packed with perlite and with a wastewater treatment plant consortium, the
system operated at a loading rate of 60 g /m3h and a residence time of 1 min
removing 100% of the EA fed. An annular photoreactor was connected to the output
of the biofilter, the reactor volume was 210 mL and it operated with a gas residence
time of 5.72 seconds. The photoreactor was packed with perlite or poraver previously
impregnated with ZnO or TiO2 powder and a UV-lamp of 254 nm was placed in the
reactor annular quartz tube to photoexcite the catalysts. Bioaerosols were sampled
at the inlet (biofilter outlet) and outlet of the photorreactor by liquid impaction method
using an impinger AGI-30 with 20 mL of sterile PBS solution. The bioaerosols were
guantified and characterized by flow cytometry using thiazole orange and propidium
iodide as fluorochromes , the live, dead and damage cells in the samples were
measured.

The bioaerosols concentration at the inlet of the photorreactor was 4.35x107 *
2.46x108, 1.47x107 + 2.06x10% 1.21x10% + 1.34x107 y 6.58x107 + 2.49x10°
cells/m3air in ZnO/Perlite, TiO2/Perlite, ZnO/Poraver and TiO2/Poraver systems,
respectively. In the other hand, the bioaerosols concentration at the outlet was
7.04x107 + 9.08x10°, 1.28x108 + 1.57x107, 1.81x108 + 1.30x10” y 5.53x107 +
2.55x108 cells/m3air in ZnO/Perlite, TiO2/Perlite, ZnO/Poraver and TiO2/Poraver
systems, respectively. Desorption processes took place in the systems tested. The
most efficient photocatalytic system was integrated by ZnO/Perlite with 68-72%
bioaerosols inactivation, maintaining for 7.5 hours compared to the system
TiO2/Perlite and TiO2/Poraver which had a maximum inactivation percentage of 40%
and 70% although maintaining for a shorter period of 1 and 3.5 hours, respectively.
On the other hand, the ZnO/Poraver system failed to inactivate bioaerosols due to
the low support water retention capacity that led the system not producing enough
-OH and the soon catalyst poisoning by deposition of bioaerosols, and therefore
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reducing its inactivation capacity. Also, the competition reactions between the
oxidation of biological material and the reduction of CO:2 could take place.

It was also determined that the bioaerosols emitted by the biofilter are composed of
81-99% of bacteria and yeasts and 1-19% of fungal spores. The ZnO/Perlite system
reduced the fungal spores concentration by 63.08 £ 13.63% in the first 5 hours of
system evaluation while in the TiO2/Perlite system a decrease of up to 53.1 + 4.70%
was registered in the first 2.5 hours. On the other hand, in the ZnO/Poraver system,
an average decrease in fungal spores concentration of 57.3 = 0.01% was registered,
during the first hour of the process and in the TiO2/Poraver system a maximum
decrease of 73% of fungal bioaerosols was detected in the first hour of operation.
The mechanism of bioaerosols inactivation occurred mainly by damage of the cells
membrane, cell lysis, as well as the cell morphological modification detected by
scanning electronic microscopy. According to the results obtained, continuous
photocatalytic systems are suitable technologies to eliminate up to 70% of
bioaerosols in the air. However, the catalytic deactivation times of the catalysts that
were so short (half-life) must be evaluated and improved in future research, it is
important to propose alternatives of synthesis of catalysts to improve their half-life
time.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Actualmente existe una creciente preocupacion con respecto a la calidad del aire y
los niveles de exposicion de los diferentes contaminantes a los que estamos
expuestos los seres vivos tanto en espacios exteriores como en interiores. Se ha
reportado que el uso de procesos biolégicos como los biorreactores para el
tratamiento de contaminantes atmosféricos es eficaz, pero dichos procesos son una
fuente importante de emision de bioaerosoles que pueden llegar a ser mas
perjudiciales para la salud de los humanos que los compuestos organico volatiles o
los compuestos que causan el mal olor en aire de interiores [1]-[3].

Los bioaerosoles son sustancias o particulas de origen biolégico suspendidas en el
aire con un tamafio diverso desde 0.003 — 200 um [4], [5]. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha establecido que el Valor Limite de Exposicion (ELV) de
bioaerosoles en aire de interiores debe ser menor a las 300 UFC/m? [3] debido a
que la presencia de estos se ha relacionado con enfermedades infecciosas
(tuberculosis, influenza y gripe), respiratorias (bronquitis, asma o neumonia) y
cronico degenerativas como el cancer [6], ademas, se sabe que los ocupantes de
edificios permanecen mas del 85% del tiempo en interiores [7] aumentando el riesgo
de exposicién a los bioaerosoles.

Por lo anterior, diferentes procesos se han investigado para evitar, reducir y
controlar la presencia de bioaerosoles en espacios de interiores. Dentro de estos
procesos se incluyen la filtracién [8], [9], inactivacion térmica [10] y desinfeccion con
hal6genos [11] combinado con procesos de oxidacion avanzada, ionizacion bipolar
de aire e irradiacion de luz ultravioleta (UV) para inactivar bioaerosoles [5], [12], [13].
Para desarrollar las estrategias de control es necesario entender factores como los
tipos de fuentes, las interacciones entre los contaminantes del aire y la naturaleza
de los bioaerosoles [7].

Se ha documentado que la fotocatalisis heterogénea es eficiente para controlar y
eliminar bioaerosoles ya que por medio de los radicarles hidroxilos producidos por
las reacciones fotocataliticas y la interaccion de dichos oxidantes con los
bioaerosoles se logra la inactivacion permanente de los mismos sin riesgo de que
exista una reparacion oscura de microorganismos [12], [14]-[16].

Los sistemas fotocataliticos presentan ventajas sobre otros métodos de control de
bioaerosoles por la rapida eliminacion de los mismos, sin embargo, es necesario
estudiar este tipo de procesos con catalizadores que mantengan un mayor grado de
eficiencia y cuya vida media sea mayor ya que una de las principales limitaciones
de estas técnicas es la desactivacion del catalizador. Ademas, muchos de los
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estudios reportados se han desarrollado con bioaerosoles sintéticos y en procesos
en lote [5], [17], [18], no asi con bioaerosoles reales y en procesos en continuo [19]-
[21]. Otro aspecto importante es establecer mecanismos de inactivacion, que hasta
la fecha son inciertos ya que se sabe que la desactivacion se da por decremento de
Coenzima A en células, desequilibrio de iones de K*, dafio a nivel del ARN y ADN y
proteinas del citoplasma, peroxidacion de los lipidos de las estructuras celulares
[18].

En la presente investigacion se desarrolld6 la inactivacion fotocatalitica de
bioaerosoles reales emitidos de un biofiltro que trata vapores de acetato de etiloy a
través de un proceso en continuo. Los sistemas fotocataliticos en continuo
estuvieron compuestos de ZnO y TiOz inmovilizados en perlita y poraver y activados
a 254 nm. La técnica que se uso para caracterizar y cuantificar los bioaerosoles fue
la citometria de flujo, técnica de cultivo independiente acoplada a fluorocromos, la
cual ha sido usada escasamente hasta la fecha. De esta manera, se caracterizo el
contenido de bioaerosoles en células vivas, muertas y dafiadas.



ESTADO DE ARTE
1. CONTAMINACION ATMOSFERICA

La atmdsfera consiste en una mezcla de gases y pequefias particulas liquidas o
sélidas que envuelven a la Tierra y cualquier alteracion sobre ella tiene una gran
repercusion en los seres vivos [22], [23].

Debido a que el aire esta compuesto de una mezcla de compuestos que varia en el
tiempo y espacio, es dificil definir precisamente lo que es la contaminacion, por lo
gue se tomara la definicion presente en la Ley General para el Equilibrio Ecoldgico
y Proteccion al Ambiente (LEGEEPA, 2010) en México, donde se menciona que:
“Se entiende por contaminaciéon la presencia en el ambiente de uno o mas
contaminantes (materia o energia) o de cualquier combinacién de ellos que cause
desequilibrio ecolégico”.

Durante los ultimos 50 afios se han producido 60,000 compuestos quimicos nuevos,
en su mayoria son catalogados como téxicos o dafiinos ya que se han acumulado
en el ambiente y en algunos casos se han acumulado en el cuerpo humano. Las
emisiones de contaminantes atmosféricos se dispersan en la atmosfera y son
transportados a largas distancias lejos de sus fuentes de emision. El medio en el
cual los contaminantes de aire son transportados en la atmosfera y su dindmica
determina su tiempo de vida media y su impacto en el ambiente y en la salud
humana [24].

Los contaminantes atmosféricos pueden llegar a concentrarse en espacios de
interiores y el riesgo a la salud para los humanos por las exposiciones a estos es
mucho méas grande comparado con la exposicién a aire de exteriores. Lo anterior
es consecuencia de los pequefios volimenes de espacio, en los cuales los humanos
pasamos alrededor de 85% de su tiempo en ambientes de interiores y
adicionalmente un 3% dentro de vehiculos [7].

1.1Fuentes de contaminantes de interiores
Hay muchas fuentes de contaminantes atmosféricos de aire de interiores. Estas
incluyen los procesos fisicoquimicos y biol6gicos que emiten sustancias y material
particulado. El aire exterior y el suelo también son una fuente de contaminante de
aire interior. La concentracién y forma de los contaminantes de aire de interior se ve
afectada por su deposicion, resuspencion, coagulacién, ventilacion, cambio de fase
[24] y reaccidn entre los contaminantes y otras sustancias como el vapor de agua.

Ademas, nuevas actividades industriales han emergido en las cuales las
exposiciones a los agentes biolégicos pueden ser abundantes. Ejemplo de estas
actividades son la industria recicladora de residuos, las plantas de tratamiento de
agua, industria textii o de papel. Los trabajadores en estas industrias estan
expuestos a niveles de concentracion de microorganismos altos y varios estudios



han indicado que una alta prevalencia causa los sintomas respiratorios e
inflamacion de vias respiratorias [25].

Otro ejemplo es la produccién de sustancias biologicas altamente puras como las
enzimas que son potenciales promotores de manifestaciones de tipo alérgico.
Ademas, el extenso uso de antibidticos ha acelerado el desarrollo de patdégenos
resistentes a dichas sustancias lo cual puede incrementar el riesgo de
enfermedades infecciosas en personas [6].

Los edificios con protecciones aislantes y la pobre ventilacién también ha creado
ambientes con elevados niveles de exposicibn a material particulado de origen
biolégico (principalmente hongos) y varios estudios sugieren que una porcion
significativa de las enfermedades emergentes estd relacionada con dichas
exposiciones en los ambientes de interiores.

El problema de la calidad del aire interior es complejo ya que hay una via de acceso
multiple a los humanos (inhalacién, absorcién dérmica, ingesta de alimentos) y
multicomponente (varios componentes gaseosos, distribucion del tamafio del
namero de aerosol, masa y composicion quimica) en interiores.

1.2Tipos de contaminantes

Los contaminantes se pueden clasificar como primarios y secundarios. Los
primarios son emisiones directas a la atmésfera (NO2, CO2, CO, particulas) y los
secundarios son formados por reacciones fotoquimicas con otros compuestos que
ya estan presentes en la atmoésfera (Os, H2SOs). Otra clasificacion es por su estado
fisico (solidos, liquidos y gaseosos), como se muestra en la Figura 1, y una ultima
clasificacion es por familias quimicas: compuestos inorganicos del carbono;
compuestos derivados del azufre; hidrocarburos; compuestos de nitrégeno;
oxidantes fotoquimicos; metales; y particulas. En la Tabla 1 se muestran los
principales contaminantes de aire.

Los contaminantes particulados, los cuales son toda aquella materia con un tamafio
entre 0.0002 um y 500 um y en conjunto se designan como Particulas Suspendidas
Totales (PST) pueden estar constituidas de un gran nimero de sustancias como
elementos biologicos (ver tabla 1). Las particulas menores a 10 um (PMa1o) y 2.5 um
(PMz.5) por ser de las de mayor penetracion al sistema respiratorio e impacto en la
visibilidad atmosférica son consideras las mas dafiinas. Dentro de este tipo de
contaminantes se encuentran:

Humo
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Aerosoles
Bioaerosoles
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Polvos (1 — 1000 pm). Fraccién respirable < 10 pm

Metales

Humos (< 1 pm)
Fumos (oxidos metdlicos, generalmente de Zny Pb con un
tamafio de 0.03 — 0.3 pm)

Cenizas volantes (compuestos principalmente de oxidos de Si,
Al, Fe y Ca con un tamafio de 1 — 1000 pm)

Nieblas (10 — 1000 pm). Como herbicidas y pesticidas.

Aerosoles (10— 1000 pm)

CO, CO2

S02

Compuestos Organico Voldtiles

NO, NO2, NH3

03 como componente del smog fotoquimico

Figura 1. Estado fisico de los contaminantes de aire [23].

Tabla 1. Contaminantes criterio del aire y sus efectos en el ambiente y la salud.

Normatividad

Contribuye a Ila
formacion de la
lluvia acida vy

Tlpo_de Fuente Efectos LMP aplicable en
contaminante P
México

Monoxido de | -Combustiones | Es altamente afin a | 11.00 ppm en | NOM-021-
carbono (CO) | incompletas la hemoglobina lo | un periodo de | SSA1-1993
[23] (quema de | que provoca la | 8hrs.

biomasa o de | formacion de

compuestos carboxigemoglobina

organicos). y disminuye la

-Componente | oxihemoglobina vy

de los gases de | altera el sistema

escape de | nervioso central y

vehiculos funciones

automotores psicomotoras,

-Respiracion disminuye agudeza

de seresvivos | visual, altera las

funciones cardiacas
y pulmonares.

Di6xido de | Combustiones | No es téxico, pero | 300-400 ppm | -
carbono (CO,) | de biomasa o | puede causar | (recomendado
[26] compuestos asfixia por | por la

organicos. desplazamiento de | normatividad

Respiracion de | oxigeno en los | en Espafia)

seres Vivos. seres Vivos.
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calentamiento
global.
Oxidos Combustiones | Smog fotoquimico | 0.21 ppm en | NOM-023-
nitrosos (NOx, | a mas de | (principalmente por | una hora de | SSA1-1993
NO, NOy) 1,100°C y por | el NOy). exposicion
[23], [27] oxidaciébn  de | Irritacion de vias
nitrégeno respiratorias,
atmosferico. bronquitis y
neumonia.
Inhibe el
crecimiento de
plantas, clorosis y
caida prematura de
hojas.
Particulas Actividades Agravan el asma y | Particulas NOM-025-
Suspendidas industriales, enfermedades menos a 10 | SSA1-1993
Totales erosion, polen | respiratorias micras: 150 | (Particulas
[23] de plantas, | cardiovasculares. ug/mé en un | PM10
combustiones, | La exposicion | periodo de 24 | PM2.5)
incendios y | prolongada puede | horas.
organismos incrementar el
riesgo a la
morbilidad,
mortalidad y
enfermedades
cronico
degenerativas.

LMP = Limite Maximo Permisible

1.3Tratamientos para contaminantes atmosféricos

El tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas se ha realizado principalmente
por métodos fisicoquimicos como lo es la filtraciobn, condensacion, sorcion,
vitrificacién e incineracion. Los tratamientos fisicoquimicos son ampliamente usados
para concentraciones superiores a los 10 g/m® de contaminantes. Debido a que
existe una gran diversidad de procesos como la sorcion, crio-condensacion,
incinaracion o condensacion, los flujos para el tratamiento de contaminantes son
muy diversos ya que los procesos se han desarrollado con flujos de 10 m%h hasta
100,000 m?/h [28]. Sin embargo, usualmente los reactivos quimicos con los que se
realizan dichos procesos son costosos al igual que los usos energéticos. En la
mayoria de las ocasiones no es posible regenerar los reactivos y se pueden llegar
a emitir gases de efecto invernadero [28].

Por lo anterior se han desarrollado procesos biolégicos que pueden operar con las
mismas velocidades de flujo que los procesos fisicoquimicos pero con cargas o
concentraciones de contaminantes inferiores a los 7 g/m® y econdémicos que
involucran la degradacion de los contaminantes de la corriente de aire a compuestos
mas simples o incluso se puede llegar a la mineralizacion de los mismos. Los
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biorreactores que se han usado en industrias para la remocion de COVs u olores
han sido los biofiltros, biofiltros de goteo, filtros rotatorios de tambor, biorreactores
de membrana o de emulsion de espuma y bioabsorbentes [28], [29].

Actualmente se han desarrollado estudios donde se comprueba que los procesos
biolégicos emiten bioaerosoles que son contaminantes que pueden llegar a ser mas
perjudiciales para la salud que los propios COVs (ver Tabla 2). Los biorreactores
pueden actuar como medios de retencién o de emision de bioaerosoles. La cantidad
de bioaerosoles emitidos por los procesos biolégicos depende de las condiciones
de operacidn que se desarrollen durante el proceso como la temperatura, humedad,
presencia o ausencia de nutrientes y sustrato, lo anterior, afecta directamente a la
formacion de las biopeliculas y por consecuencia afecta al desprendimiento o
retencibn de microorganismos en los biorreactores [1]-[3]. En la Tabla 2 se
muestran estudios que se han realizado para la cuantificaciéon de bioaerosoles
emitidos por biofiltros.

Tabla 2. Reporte de emisién de bioaerosoles por procesos bioldgicos.

Proceso Bloae_r(_)soles Método de Método de anélisis
cuantificados muestreo
Tratamiento de Impactacion en medio | Microscopia de
vapores de tolueno liquido con un flujo | epifluorescencia con los
usando dos | 6.4x10° - sonico de 12.5 L/min | fluorocromos Calcofluor-
biofiltros con | 1.3x108 y Buffer de fosfatos | White (hongos y
diferente empaque | células/m®de |como medio de | esporas), Yoduro de
(tezontle y perlita) | aire. impactacién hexidium y Syto 13
[3]. (bacterias Gram-
negativas y  Gram-
positivas)
Biofiltros  fangicos Filtracion con wuna | Las membranas fueron
para el tratamiento | 1.8x10% — membrana de una | colocadas en placas petri
de vapores de | 4.5x10° mezcla hidrofilica de | con agar dextrosa papa
pentano [1]. UFC/m?3 de esteres de celulosa | (PDA, por sus siglas en
aire (poro de 0.45 umy 47 | inglés) y encubadas a
mm de diametro). 30°C durante 5 dias.
Tratamiento de Impactacion en medio | El liquido del impinger
vapores de liquido con buffer de | fue colocado en placas
clorobenzeno 3 fosfatos de una sola | petri con agar de extracto
mediante el sistema 8%&}383)(1.0 etapa de levadura, peptona y
o m? aire
hibrido de carne. Las placas se
fotodegradacion vy incubaron a 37°C durante
biofiltracién [2]. 48 horas.
Remocién Impactador Andersen | Conteo en placa petri con
simultanea de SO: | 262-392 de un sola etapa con | agar
y o-xileno en un | UFC/m? aire un flujo de 28.3 L/min
solo biofiltro [30]
Tratamiento de 2 110° — Filtracion con wuna | Las membranas fueron
vapores hexano | 4 " membrana de una | colocadas en placas petri
9.0x10 N
mezcla hidrofilica de | con agar dextrosa papa
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UFC/m?® de
aire

mediante la
biofiltracién [31]

esteres de celulosa
(poro de 0.45 umy 47
mm de diametro).

(PDA, por sus siglas en
inglés) y encubadas a
30°C durante 5 dias.

2. BIOAEROSOLES

Los bioaerosoles se definen como particulas suspendidas en el aire provenientes
de material bioldgico [32]. Consisten de bacterias, hongos, virus, particulas de peso
molecular alto, alergénicos, endotoxinas (provenientes de bacterias), micotoxinas
(provenientes de hongos), peptidoglicanos (provenientes de bacterias y hongos),
B(1->3)-glucanos, polen y fibras de planta [6], [33].

Por lo anterior, los bioaerosoles tienen diferentes propiedades fisicas y quimicas
que se muestran en la Tabla 3, entre ellas se mencionan la carga eléctrica negativa,
composicién elemental, ademas, la mayoria de los bioaerosoles se encuentran en
un tamafio respirable, es decir, en el que se muestra en la Figura 2 [32], [33].

8 sy

Virus
0.003 um

Bacterias
0.5-20 ym

e®
Poien Hongos
10-100 pm 2 -200 pm

Figura 2. Ordenes de magnitud para algunos componentes de los bioaerosoles.

Tabla 3. Propiedades fisicas y quimicas de los bioaerosoles

Propiedades Fisicas

Propiedades Quimicas

Tamafio o diametro aerodinamico: 0.003
pm — 200 um (Las células procariotas
tienen un tamafio menor de 2 umy las
eucariotas tienen un tamafio dentro de un
rango de 2 — 200 um) [34].

Compuestos de nitrégeno, sodio
magnesio, aluminio, fosforo, silicio, azufre,
cloro, potasio, calcio y carbono,
principalmente [34].

Las membranas de los bioaerosoles estan
compuestas de &cido teitoico, acido
lipoteitoico, fosfolipidos, polisacaridos
como la quitina y proteinas con grupos
funcionales con carga eléctrica negativa
[35], [36].

Carga eléctrica: negativa por los grupos
funcionales de los compuestos que se
encuentran en las membranas o
sustancias de lisis célular [36].

Textura: rugosa para las células y lisa
para las sustancias de lisis célular [34].

Las células procariotas incluyen los
organismos que tienen pared celular
compuesta por peptidoglucano, entre ellos
las bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Las bacterias Gram-Positivas
pueden esporular [34].




Morfologia: esférica, bastones o bacilos,
filamentosa, vibriosa y espirilosa [6], [33].

Las células eucariotas pueden contener
pared celular pero no contienen
pepditidoglucano, como los hongos y
protozoarios [6], [33].

Existen dos tipos de factores que influyen en la presencia y concentracion de
bioaerosoles en un ambiente o lugar determinado, estos factores son las
caracteristicas fisicas de los bioaerosoles y los factores ambientales [7].

Dentro de las caracteristicas fisicas se incluye el tamafo, densidad y forma de las
gotas (endotoxinas o micotoxinas) o particulas, mientras los factores ambientales
incluyen el contenido de humedad relativa, densidad del aire, temperatura,
velocidades de intercambio de aire, actividades humanas. La temperatura y
humedad relativa favorecen el crecimiento microbiano en un sustrato adecuado por
lo que actian como una fuente de bioaerosoles [32], [37]. En la Tabla 4 se muestran
los principales géneros de microorganismos a los que estamos expuestos.

Debido a su ligero peso, los bioaerosoles suspendidos en el aire pueden ser
transportados, transferidos y desplazados de un ambiente a otro con facilidad. La
intensidad de luz, magnitud de corrientes de aire, direccion y velocidad del viento
también son parametros importantes que afectan la concentracion, transporte y
desplazamiento de los bioaerosoles, también se pueden ver afectados por sistemas
de calentamiento, ventilacion y aire acondicionado [33]. Por lo anterior, los
microorganismos son ubicuos en nuestro ambiente.

Tabla 4. Principales tipos de microrganismos que estan potencialmente presentes dentro de los edificios
(Tabla modificada de Goyer et al. 2001).

BACTERIAS HONGOS Y MICOTOXINAS

" Acremonium
Gram Positivas --

Gram Negativas
sp.

A. alternata: alternariol, acido

Acinetobacter -
tenuazoénico

Alternaria sp.

Klebsiella A flavus, A. parasiticus:
Citrobacter Arthrobacter aflatox’ina.lsp sitrinina '
Legionella (eau) Micrococcus A clavatus: citocalasinas
Enterobacter Bacillus A fdmi atus: fumitremor inas
Escherichia Staphylococcus | Aspergillus sp. ' 9 Iibtoxina g '
Moraxella Kocuria A. ni egr' oxalic acid A
Pseudomonas Streptococcus - higer: i S
: ochraceus: ocratoxinas
Flavobacterium A versicolor:
Xanthomonas ” -
esterigmatocistina
Bas_;tona_das y Levaduras Aureobasidium _
Actinomicetos Ssp.
Botrytis sp. --
Cladosporium Acido epicladospérico,
sp. cladosporina




Coryneba_cteri_um _Candida Epicoccum sp. Flavipina, epicora_zi_nas, indol-
Norcardiopsis Trichosporon 3-acetonitrilo
Mycobacterium Cryptococcus Fusarium s Fumonisinas, tricotecenos: T-
Streptomyces Torulopsis P 2, vomitoxina, zearalenona
Saccharopolyspora Rhodotorula P. expansum: citrinina,
Thermoactinomycetes patulina
P. griseo-fulvum:
Penicillium sp. griseofulvinas
P.viridiatum: griseofulvinas,
ocratoxinas
P. polonicum: verrucosidina

2.1Efectos de la emisién de bioaerosoles en la salud
Los riesgos a la salud aparecen cuando las concentraciones de algunas especies
son altas (10?2 — 10* UFC/m?3) tales como las que han presentado las bacterias
filamentosas, de la especie Legionella pneumophila, del género Mycobacterium,
Staphylococcus o bacterias entéricas [32].

Se pueden identificar tres grupos principales de enfermedades asociadas a la
exposicion de bioaerosoles: enfermedades infecciosas, enfermedades respiratorias
y cancer. Las enfermedades infecciosas y respiratorias son las mas comunes, sin
embargo, también se han descrito casos de abortos y efectos inmunoldgicos
hormonales en mujeres expuestas a micotoxinas [6]. Dentro de las enfermedades
infecciosas las mas representativas son la gripa, influenza y tuberculosis [38].

Las enfermedades respiratorias 0 manifestaciones de tipo alérgico son las que
comprenden asma, rinitis, conjuntivitis, pneumonias hipersensitivas, fiebre de los
humidificadores. Dichas afectaciones han sido atribuidas a diversos
microorganismos entre los que se pueden destacar las bacterias filamentosas
(Thermoactinomyces vulgaris, Micropolyspora faeni); los bacilos Gram negativos
(Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Escherichia coli); los hongos (Penicifflum,
Aspergillus, Altemaria) y los protozoarios (Naegleria gruberi, Acanthoameba) [6],
[38], [39].

También se han desarrollado casos de enfermedades pulmonares obstructivas
cronicas, inflamacién en pulmones crénica causadas por bacterias, hongos y
esporas, archeas, alergénicos, y endotoxinas que no estan dentro de la fraccion de
bioaerosoles cultivables [38].

Los hongos pueden causar reacciones de hipersensibilidad gracias a las proteinas
antigénicas que liberan, por lo que se desarrollan alergias, conjuntivitis, irritacion
nasal y asma. Los hongos también pueden causar infecciones de tres tipos:
sistematica, oportunista y superficial [32]. La mayoria de las infecciones,
especialmente aspergilosis, pueden ocurrir en hospedadores con deficiencias en el
sistema inmunoldgico o como una infeccidn secundaria la cual es causada por la
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inhalacion de esporas fungicas o por micotoxinas producidas por el hongo
Aspergillus [7].

Los hongos pueden liberar micotoxinas y COVs que causan inmunodepresion,
dolores de cabeza, irritacion, nduseas, mareo y fatiga entre otros [32],[7]. Por otro
lado, las bacterias pueden liberar endotoxinas que también son asociadas a
diferentes problemas de salud como fiebre, obstruccion de pulmones o problemas
gastro intestinales [32].

El cancer puede ser causado por una variedad de factores incluidos los virus
oncogeénicos y otros agentes bioldgicos. Hasta la fecha, los Unicos agentes
cancerigenos biolégicos no viricos claramente establecidos, son las micotoxinas
como la alatoxina de Aspergillus flavus, o la ochratoxina A. Ambas micotoxinas
pueden entrar en contacto con los humanos via inhalacion o ingestion. El cancer
gue se puede desarrollar por los bioaerosoles es en el tracto biliario, glandula salival
y multiples mielomas, también como estomacales, cerebrales, leucemia y de
préstata [6].

2.2Normatividad aplicable a los bioaerosoles

Existe normatividad con respecto al muestreo de bioaerosoles, como es la norma
de AENOR, UNE-CEN/TS 16115-1:2013 sobre calidad del aire, que describe la
medicién de mohos en aire ambiente a fin de identificar, cuantificar y caracterizar la
contaminacion por bioaerosoles en aire ambiente. El Instituto Nacional para la
Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH, por sus siglas en inglés) también describe
las metodologias de muestreo y medicion de bioaerosoles por métodos de cultivo
dependiente.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha establecido que el valor limite de
exposicion (ELV) de bioaerosoles en aire de interiores debe ser menor a las 300
UFC/m3. Sin embargo, las respuestas de los seres humanos a los diferentes
microorganismos y fragmentos de los mismos suspendidos en el aire varian desde
efectos inocuos hasta enfermedades graves, dependiendo del agente especifico y
de los factores de susceptibilidad de cada persona. Se debe tomar en cuenta que
las concentraciones medidas de los bioaerosoles, tanto los microorganismos como
sus fragmentos, depende del método de toma de muestra y andlisis, por lo que no
es posible evaluar todos los componentes de los bioaerosoles utilizando un Unico
meétodo de muestreo y analisis de muestras [32], [33], [40].

A pesar de los inconvenientes mencionados, algunos valores para algunos criterios
de evaluacién, aunados a los de la WHO, han sido propuestos para ayudar a evaluar
la exposicion significativa a los bioaerosoles. Estudios escandinavos sugieren que
los limites de exposicion laboral deberian ser: 5-10x10® UFC/m3® para
microorganismos totales, 1x10% UFC/ m? para bacterias Gram-negativas y 1-2x10?
ng/m? para endotoxinas, donde 1 ng es equivalente a 15 unidades de endotoxinas
[41].
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La comunidad cientifica concuerda que la comparacion de especies y las
concentraciones de bioaerosoles encontradas en espacios de interiores con
respecto a los ambientes exteriores es una indicacion Gtil en determinar si existe
una proliferacion en sitios de interiores que afectan la calidad de aire de interior. Si
la concentracion de bioaerosoles en interiores es alta (mayor a 102 — 10* UFC/m?3)
0 las especies son diferentes, una generacion o proliferacion de bioaerosoles es
posible. Esta aproximacion es recomendada para hongos y bacterias [32]. Los
niveles de referencia son de 10,000 UFC/m? para bacterias totales y 1,000 UFC/m?
para bacterias Gram negativas [32], [40]. Se debe recordar que los limites estan
basados en métodos cultivables y no toma en cuenta las bacterias no cultivables y
endotoxinas que también causan dafios a la salud.

2.3Muestreo y caracterizacion de bioaerosoles

En general, la eficiencia de muestreo de cualquier dispositivo es el producto de la
aspiracion, la transmision y la eficiencia de la recoleccion; cada uno de los cuales
depende del diametro aerodinamico de las particulas, de la velocidad del viento, de
la direccion asi como de la caracteristica de entrada, la cual depende por si misma
de las particulas de bioaerosoles muestreadas bajo diversas condiciones [7], [42].
Los dispositivos utilizados para el muestro de bioaerosoles en el aire se basan
principalmente en dos principios; impactacion en medios sélidos, semi solidos o
liquidos v filtracion [25], [33], [40]. Existen otras técnicas alternativas de muestreo
como lo son el muestreo por gravedad, precipitacion electrostatica, precipitacion
electrostatica y muestreo por ciclon [7].

Los muestreadores por impactacion y filtracidon recolectan los microorganismos por
medio de choques con medios colectores (agar, filtros, gelatina). La impactacion se
logra por medio de la aspiraciéon del aire y el cambio de direccion del mismo, lo que
provoca que las particulas de alta inercia se impacten sobre las superficies 0 medios
colectores [33]. Posteriormente los microorganismos se cultivan a condiciones de
humedad y temperatura adecuadas y después se cuenta el crecimiento de colonias
en las placas [7], [43], [44].

Estos métodos de impactacién en medio sélido o semisélido tienen una eficiencia
de recoleccién inferior al 50% (especialmente para esporas) y también afecta la
viabilidad de microorganismos sensibles al estrés. Otra desventaja se encuentra en
la sobrecarga por microorganismos en las placas de agar que vuelve dificil o
imposible el conteo de colonias, asi mismo también se asocian problemas de
humedad o desecacidon del medio de impactacion, lo que reduce el area disponible
de impactacién y limita la cantidad de bioaerosoles que se pueden muestrear [44],
[45]. Los problemas de evaporacion o desecacién del medio también se presentan
en ciclones, que cuando se operan de manera correcta, tienen una eficiencia de
coleccion superior al 70%.
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2.3.1 Impactacion en medio liquido

Los métodos basados en impactacion en medio liquido operan de una manera
similar a los métodos de impactacién en medio sélido, a excepcion de que los
microorganismos son colectados en un medio liquido [33]. El muestreo se realiza
con impingers estériles y la manera de operar es mediante la succion de una
corriente de aire que se hace pasar a través de un tubo capilar (Figura 5), el tubo
esta disefiado para reducir las lesiones celulares cuando el aire se dispersa a través
del liquido de impactacion [40].

Cuando el aire choca con el liquido lo hace de manera tangencial, es decir, los
bioaerosoles se disgregan por inercia y el burbujeo causado cuando chocan con el
liquido de impactacion y la corriente de aire, que contiene los bioaerosoles, penetra
en el impinger y son obligados a cambiar de direccion quedando suspendidos vy
atrapados en el liquido [46].

El liquido de impactacion debe ser un liquido isotdnico o una solucion buffer para
evitar el estrés osmaotico que se pueda presentar en los microorganismos que son
colectados. Se suelen agregar otras sustancias como anticongelantes,
antiespumantes o proteinas para mejorar el muestreo al reducir el estrés celular y
la evaporacion del liquido [40]. El volumen del liquido con el que habitualmente se
hacen los muestreos es de 15 a 20 mL [46]. Los muestreadores operan mediante la
extraccion de bioaerosoles a caudales nominales entre 28.3 y 12.5 L/min a través
de un tubo de entrada [40], con un tiempo tipico de muestreo de 10-30 min [7], [40].

Este método de muestreo ha sido evaluado y comparado con otros, como los de
impactacion en medio soélido, semisélido y filtracion y se ha demostrado que causa
menor estrés celular, mantiene un porcentaje superior al 75% de células fragiles
viables, como Escherichia coli, 0 93% de células resistentes viables como B. subtilis.
Ademas, las células retenidas en el liquido de impactacion pueden ser analizadas,
posteriormente, por medio de métodos de cultivo dependientes e independientes
como la citometria de flujo con fluorocromos [47], [48].
-
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Figura 3. Método de muestreo de bioaerosoles por medio de impingers e impactacion de la corriente de aire
gue contiene los bioaerosoles con el liquido de los impingers
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En la Tabla 2 se muestran algunos estudios que han cuantificado la emision de
bioaerosoles por diferentes métodos de muestreo y caracterizacion. Se puede
observar que el estudio para el tratamiento de vapores de tolueno usando dos
biofiltros con diferente empaque reporta ordenes de magnitud hasta 5 érdenes de
magnitud superiores a otros estudios debido a la técnica de muestreo por
impigement y la cuantificacion de bioaerosoles por epifluorescencia, técnica de
cultivo independiente.

2.4 Técnicas de caracterizacion
Los métodos de caracterizacién de bioaerosoles se dividen en métodos de cultivo
dependiente e independiente.

2.4.1 Métodos de cultivo independiente
Una técnica de cultivo dependiente puede permitir la caracterizacion de
microorganismos presentes en bajas concentraciones y con microorganismos
cultivables. Después del muestreo se cultivan colonias de bacterias y hongos sobre
un medio de cultivo definido a una temperatura y durante un periodo de 3-7 dias.
Las colonias se cuentan manualmente y se reportan como Unidades Formadoras
de Colonia (UFC) o con la ayuda de técnicas de analisis de imagenes.

La gran desventaja es que no todos los medios de cultivo son aptos para la gran
diversidad de microorganismos suspendidos en el aire ya que dependen de las
caracteristicas del medio y de las condiciones ambientales, por lo que por medio de
este método no se pueden analizar la biodiversidad del aire, tampoco se pueden
analizar los fragmentos o las endotoxinas y micotoxinas que podria contener la
muestra. Ademas, las técnicas de cultivo dependiente tienden a infravalorar las
concentraciones de microorganismos por, al menos, 2 érdenes de magnitud y es
poco reproducible [33].

Lamentablemente, la mayoria de las investigaciones se han realizado con métodos
de cultivo dependiente, sin embargo, solo el 10% del total de bioaerosoles en
cualquier ambiente es cultivable [38].

2.4.2 Métodos de cultivo independiente
Los métodos de cultivo independiente no estan limitados por condiciones
ambientales ni medios de cultivo especificos como los dependientes, por esta razén
representan una gran ventaja sobre los dependientes. Dentro de estos métodos se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RCPc), microscopia
de epifluorescencia, enfoques metagenomicos, bioluminiscencia de ATP y la
citometria de flujo.

Las ventajas de la RCPc, enfoques metagendmicos y la bioluminiscencia de ATP
radican en que se pueden identificar microorganismos especificos o grupos de
microorganismos por medio “primers” o iniciadores de cadenas genéticas, asi como
reacciones REDOX con el ATP, lo que hace posible la cuantificacion total de los
bioaerosoles suspendidos en el aire y su identificacidon genética. Sin embargo, las
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principales desventajas son que no se pueden identificar si los bioaerosoles son
viables 0 no y si se usan primers estandar se tienen que realizar ensayos de prueba
y error para detectar microorganismos que no se han reportado [38]. Otra
desventaja es que se requiere de experiencia en técnicas de bioinformatica para
poder dilucidar las secuencias.

Por otro lado, con la microscopia de epifluorescencia se requiere la tincion de las
muestras de bioaerosoles con fluorocromos especificos con los cuales se puede
cuantificar la totalidad de las células, asi como su viabilidad y los metabolitos que
se han producido por dafio celular. La desventaja es que la eficiencia de
cuantificacion se ve limitada por la especificidad de los fluorocromos y que en
ocasiones los fluorocromos se pueden unir a material abiotico que se puede
confundir con bioaerosoles no viables, ademas la cuantificacion e identificacion
usualmente se hace de manera manual lo que implica errores humanos [7]. Asi, en
la Figura 10 se muestra un resumen de las técnicas para el muestro y posterior el
andlisis de bioaerosoles.

2.4.2.1 Citrometria de flujo

Los bioaerosoles colectados con impingers, ciclones o filtros se pueden contar
mediante citometria de flujo ya que para su analisis se requiere que la muestra de
bioaerosoles esté en medio liquido, después se tifien con diferentes fluorocromos
como con 4 ', 6-diamino-2-fenilindol (DAPI), naranja de tiazol, naranja de acradina,
yoduro de propidio, Quinolinio, 4- [(3 - metil - 2 (3H) - benzoxazolilideno) metil] - 1-
[3 (trimetilamonio) propil] -, diyoduro (YOPRO-1) o mediante la hibridacion
fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés), este ultimo implica el uso de
sondas de acido nucleico marcadas con fluorocromos para dirigir ARNr dentro de
células morfolégicamente intactas, permitiendo la determinacion taxondémica de
reino a especie[6], [47]. En un citometro de flujo, a medida que el flujo de la muestra,
previamente marcada con fluorocromos, pasa a través de un rayo laser, se mide la
cantidad de luz dispersada por cada célula, que depende del tamafio de las
particulas y de la presencia o ausencia de caracteristicas de superficie celular
especificas.

Las principales ventajas de la citometria de flujo es que tanto los microorganismos
viables, no viables y con dafio celular se pueden cuantificar rapidamente (miles de
células por segundo), los efectos de seleccion son limitados, el muestreo de aire es
posible y el tiempo de muestreo se puede variar en un amplio rango. Las
desventajas incluyen procedimientos laboriosos y complicados, altos costos por
muestra, ausencia de deteccion de componentes tdéxicos o alergénicos o restos
celulares posiblemente relevantes, y, al igual que en la microscopia de
epifluorescencia, se pueden confundir las células con polvo o viceversa, lo que
puede ocasionar una cuantificacion erronea. Lo anterior se puede superar con
fluorocromos especificos y con experiencia durante la operacion del citometro de
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flujo para la calibracion del equipo mediante los fluorcromos seleccionados y perlas
fluorescentes de conteo [6], [7], [47].

Por otro lado, los constituyentes o metabolitos de microorganismos se pueden medir
como una estimacion de la exposicion microbiana. Los componentes micotoxicos o
endotoxicos pueden ser medidos mediante la PCR o tecnologias basadas en
inmunoensayos. Algunos marcadores para la evaluacion de biomasa fungica
incluyen la medicion del ergosterol por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa (GC-MS) [6], [33].
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Figura 4. Diagrama de flujo de los métodos de muestreo de bioaerosoles y su posterior técnica de identificacion
o andlisis. Imagen modificada de Mandal y Brandl (2011).

2.5Tecnologias de tratamientos de bioaerosoles en aire
Controlar las fuentes de emisién y desarrollar tecnologias de remocion de
contaminantes particulados y gaseosos han sido estrategias efectivas para el
tratamiento de la contaminacion atmosférica.

Para la contaminacion de aire de interiores por bioaerosoles incrementar la
ventilacion puede ser efectivo para controlar el material particulado (PMz.5 y PMao),
pero existen otros tratamientos como la precipitacion electrostatica (método fisico),
la filtracidn, ozonacion a bajos niveles, aislamiento por presurizacion o el empleo de
lamparas germicidas UV [13], [49], [50]. Actualmente, existe una nueva tendencia
para el control de los contaminantes por la oxidacién fotocatalitica [49] usando
diferentes catalizadores.

Se han hecho estudios combinando diferentes métodos o tecnologias para los
tratamientos de contaminantes de aire de interiores los cuales seran discutidos a
continuacion [49], [50].
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2.5.1 Procesos fisicos
Los procesos fisicos son aquellos que no modifican la estructura de los
microorganismos, los pueden retener con ayuda de los filtros o con la ionizacién de
aire o precipitacion electrostatica, o bien, pueden realizar una purga diluyendo asi
la concentracion de los bioaerosoles que contaminan el aire de interiores. Los
procesos fisicos se describen a continuacion.

2.5.1.2 Ventilacion

Se conocen sistemas de calentamiento, ventilacion y de aire acondicionado (HVAC)
altamente eficientes que mantienen las condiciones codmodas para las personas o
bien, mantienen las condiciones necesarias para diferentes procesos. La ventilacion
en los edificios es usualmente realizada por los HVAC a través de la extraccion del
aire contaminado por lo que estos dispositivos facilitan la purga de los bioaerosoles
gue se encuentran en el aire interior. Los sistemas de HVAC permiten el flujo de
aire fresco de exteriores que ha sido previamente filtrado y térmicamente tratado
dentro del mismo sistema. Sin embargo, los filtros que se usan en los sistemas
HVAC tienden a acumular sobre su tiempo de vida media materia organica, polvo,
asi como los bioaerosoles y presentan ademas las mejores condiciones de
humedad y temperatura para que los microroganismos proliferen; por lo que se
convierten asi en las principales fuentes de emisién de bioaerosoles [9], [51]-[55].

Por lo anterior es esencial que se asegure gue estos filtros no se volveran una fuente
de bioaerosoles bajo condiciones especificas de alta humedad, mantenimiento
deficiente o acumulacion de compuestos organicos que podrian fungir como fuente
de carbono y/o energia para los microorganismos en los sistemas de filtracion,
refrigeracién o calentamiento y humidificadores [21], [56].

Los sistemas de HVAC requieren de mejoras como implementar una capacidad de
limpieza propia o regeneracion para que no se conviertan en fuentes de
bioaerosoles o de subproductos que puedan dafar la salud de los humanos. Por lo
anterior, se han realizado estudios donde se demuestra que dichos sistemas HVAC
necesitan de un aditamento como agentes antimicrobianos, ionizadores de aire o
sistemas fotocataliticos para no ser una fuente de bioaerosoles. Por lo que Pigeot-
Remy vy col. (2014) [9] estudiaron un sistema HVAC equipado con filtros (celulosa y
poliéster) impregnados con TiO2-P25 e irradiados con UV-C (254nm) y UV-A (365
nm) para la inactivacion fotocatalitica de E. coli. El analisis de células fue realizado
por conteo en placa, micrografias del microscopio de barrido y microscopia de
epifluorescencia, determinando que se tenia una concentracion inicial de células de
1x10% UFC/m®y se logré una eficiencia de inactivacion del 99%.

Huang y col. (2008) [8] desarrollaron un sistema HVAC acoplado a un ionizador de
aire para producir iones unipolares y donde los bioaerosoles aerolizados en el
laboratorio (E. coli, esporas de B. subtilis, A. niger y el virus de Influenza),
muestreados por impactacion liquida y analizados por cultivo dependiente, fueron
removidos por el sistema alcanzado hasta una eficiencia de hasta 4 a 5 veces mayor
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para la bacteria y 3 veces mayor para hongos comparada con el sistema HVAC sin
ionizador.

Por otro lado, Sung y col. (2011) [57] realizaron un estudio en lote de la inactivacion
de bioaerosoles impregnados en un sistema HVAC equipado con nanoparticulas de
Ag/TiO2 irradiadas con luz UV-A (365 nm). El estudio se realizé en un Museo y en
una unidad médica de enfermeria (Taiwan) durante el verano donde el muestreo de
bioaerosoles se hizo por métodos de impactacion en medio semisolido (agar) y
medio liquido. El analisis se hizo por conteo en placa y por PCR. Se demostré una
concentracion inicial de bacterias de 506 y 596 UFC/m3 para el museo y la unidad
meédica, respectivamente. Con el equipo colector se retiene el 92 y 74% de las
bacterias que podrian ingresar al museo y a la unidad médica, respectivamente. Sin
embargo, no se muestran analisis de inactivacion de bioaerosoles.

2.51.2 Filtracién
Existen filtros con alta eficiencia en particulas (HEPA, por sus siglas en inglés) y
estan compuestos de laminas delgadas de diferentes materiales como fibra de
vidrio, latex y acrilico [21], [58], pueden ademas estar compuestos de multicapas
hechas de materiales no tejidos como celulosa o poliéster. Las capas o laminas
tienen alrededor de 0.42 mm hasta 2.5 mm [9]. Los filtros HEPA pueden remover
particulas de tamafio de 300 nm con una eficiencia de hasta 99.97% [11].

Xie y col. (2010) [59] probaron un filtro HEPA como control de bioaerosoles en un
gimnasio en Beijing durante el verano. El muestreo se realizd por impactacién en
medio solido y el analisis se realiz6 por cultivo dependiente en agar de extracto de
malta para hongos y de soya tripticaseina para bacterias. Se tuvo una concentracion
inicial de hongos de 1505 UFC/m®y 895 UFC/m? para bacterias. En el estudio
demostraron que existe una correlacion de variables entre la presencia de humanos
y el aumento en la concentracion de bioaerosoles y una vez que se activaba el
sistema de filtrado disminuy6 la concentracién en un promedio de 50%, pero las
pruebas solo fueron realizadas durante periodos de una hora, por lo que no se
comprueba que los filtros se pueden convertir en fuente de bioaerosoles debido a la
acumulacion de sustrato y condiciones ambientales.

Actualmente, las investigaciones dirigidas con fotocatalizadores para el tratamiento
de bioaerosoles han empleado diferentes tipos de materiales filtrantes adaptando
los filtros HEPA a los fotorreactores y aumentando la eficiencia del proceso de
fotocatalisis [4], [16], [19], [21], [50]. Si los filtros HEPA no son operados con ningun
otro tipo de tecnologia o solo se usan en los sistemas HVAC, se convierten en una
fuente de microorganismos [11], [19].

Por lo anterior se han realizado estudios para evaluar su eficiencia cuando operan

con otro tipo de tecnologia, como el dopaje con sustancias antimicrobianas o

sistemas fotocataliticos. Por ejemplo, Han y col. (2015) [52] adicionaron extracto de

semilla de tonronja (EST) como agente antimicrobiano a un filtro de tereftalato de

etileno (PET). La concentracion del EST fue de 94 ug/cm?. El filtro fue probado con
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la cepa Staphylococcus aureus. La cepa fue erolizada y nebulizada y muestreada
por impactacion liquida. Se fij6é una concentracion inicial de 1x10* UFC/m? y los
filtros retuvieron mas del 96.5% de las bacterias. Gracias al EST se inactivaron el
75% de las UFC/m3[52].

2.5.1.3 lonizacién de aire

El aire ionizado consiste en particulas cargadas eléctricamente. Cuando el aire esta
ionizado, la punta de los materiales conductores se descarga rapidamente. Cuando
una molécula de gas pierde electrones se convierte en un ion positivo. Siempre
existen algunos iones positivos y electrones libres en el aire. La intensidad del
campo eléctrico cerca de una parte puntiaguda de un conductor cargado, provoca
el movimiento de las particulas con carga del aire: los electrones en una direccion y
los cationes en direccion contraria. Los violentos choques con las moléculas
gaseosas les arrancan electrones produciendo mas iones positivos [60].

Esta técnica también es conocida como precipitacion electrostatica o ionizacion
negativa del aire y es una tecnologia que se ha utilizado para mejorar la calidad de
aire de interior con dispositivos comerciales e incluso desarrollando metodologia
con filtros HEPA y fotocatalisis [13].

Aunqgue el aire ionizado puede reducir la viabilidad de las bacterias en el aire, este
meétodo tiene desventajas como la generacion de ozono en altas concentraciones
por la produccién de iones, ademas los electrones se pueden acumular en las
superficies cargandolas eléctricamente [10]. Algunos dispositivos comerciales han
regulado la producciéon de ozono a una concentracion maxima de 0.05 ppb, pero se
recomienda no tener este tipo de dispositivos operando en espacios cerrados
durante mucho tiempo ya que es una molécula alotrdpica de oxigeno y tiene un
fuerte poder oxidante, por lo que, a una concentracion de 0.02 ppm, puede causar
irritacion (ocular y en vias respiratorias), asi como la hiperactividad del aparato
respiratorio, broncoconstriccion y edema pulmonar cuando se sobrepasa una
concentracion de 9 ppm [23].

Los estudios mencionados involucran el uso de bioaerosoles sintéticos. Los
bioaerosoles sintéticos son particulas biolégicas provenientes de cultivos con
microorganismos (bacterias, hongos y virus) de especies y concentraciones
conocidas como Pseudomonas, Staphylococcus, Aspergillus, Peniciilium [61],
Staphylococcus epidermidis o Bacillus subtilis  [19] que son comunmente
encontradas en aire ambiente. Los bioaerosoles sintéticos son generados cuando
se someten a equipos que aerolizan las soluciones para poder deshidratarlas y
posteriormente son sometidos a equipos nebulizadores que emiten los
microorganismos con una humedad controlada y en forma de gotas.

Por lo que es importante considerar que un porcentaje del dafio o la inactivacion de
las células que se reporta en algunos de los estudios puede ser ocasionado por el
estrés que se ocasiona sobre los microorganismos con los flujos de aire, velocidad
de aerosolizacion y desecacion causada por el nebulizador.
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2.5.2 Procesos Térmicos
Recientemente, la inactivacion microbiana via tratamiento térmico se ha utilizado en
sistemas de flujo continuo como un método seguro y eficaz que no utiliza ozono,
iones o medios filtrantes. El calor seco involucra la exposicidn a altas temperaturas
sin necesidad de humedad para el tratamiento de bioaerosoles, durante periodos
cortos de tiempo en un sistema de flujo continuo.

Jungy col., (2009) desarrollaron un estudio donde se utilizaron temperaturas de 350
°C a 400 °C durante 2 segundos para eliminar la viabilidad de esporas de Aspergillus
versicolor y Cladosporium cladosporioides. EI mismo procedimiento reduce la
cantidad de (1->3)-B-D-glucano de los hongos suspendidos en el aire. También se
expusieron células de E. coli y B. subtilis a una temperatura de 160°C a 350 °C
donde se encontrd el 99.9% de inactivacion y fue necesaria la exposicion térmica
de 200°C para causar un decremento de 9.2% en las endotoxinas de E. coli y de
700°C para las endotoxinas de B. subtilis en un tiempo de 3 segundos de exposicion
para cada temperatura [10]. Sin embargo, por las altas temperaturas que se requiere
alcanzar durante periodos cortos de tiempo en sistemas continuos esta tecnologia
para tratamiento de bioaerosoles, fisica y econémicamente, es inviable por la
pérdida de energia.

2.5.3 Procesos quimicos

Dentro de los compuestos quimicos que pueden dafar los agentes microbianos son
los halégenos de yodo y de cloro, estos son de gran importancia por su eficiencia.
La desinfeccién halégena es un método de esterilizacion quimica en la que la
oxidacion de los componentes celulares y la halogenacién de las proteinas celulares
ocurre. El yodo se ha usado extensamente como un desinfectante en los
tratamientos de agua potable e in situ, y es conocido por sus caracteristicas de
almacenamiento y estabilidad quimica [11].

Se conoce una sustancia patentada derivada del 4-trimetil-amono-metil (PMT) para
producir complejos estables antimicrobianos de iones I3 y I;. Los compuestos
estables fueron usados como resinas en un filtro HEPA para el tratamiento de
microorganismos suspendidos en el aire, los cuales exhibieron una reduccién de
microorganismos de dos 6rdenes de magnitud por la formacién de especies poli
ybdicas, especies HOI y la espontanea disociacién del Iz que se adheria a la resina
insoluble [11].

Por otro lado, el cloro es un desinfectante que se ha usado extensamente en
tratamientos de agua, es efectivo y poco costoso, pero se buscan alternativas de
este desinfectante por los compuestos cancerigenos que pueden formar con la
materia organica, especificamente los acidos humicos y fragmentos celulares [62].

Ademas, se ha estudiado el efecto del dioxido de cloro (ClO2) para la desinfeccion

de bioaerosoles en cafeterias donde asistieron estudiantes en Taiwan, por lo que

se determind una concentracion inicial de bacterias y hongos de 972.5 +/- 623.6 and

1534.1 +/- 631.8 UFC/m?, respectivamente antes de aplicar el ClO2, después de la
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aplicacion del mismo se logré una desinfeccion de 65% y 30% para bacterias y
hongos respectivamente con una sola aplicacion del halogeno [63]. Los
desinfectantes halogenados, aunque se ha demostrado su eficiencia, son corrosivos
e irritantes por lo que su manejo debe hacerse de acuerdo a las normas de
seguridad e higiene que se establezcan en cada pais.

2.5.4 Procesos de Oxidacion avanzada fotoiniciados

2.5.4.1 Ozonacion

El ozono tiene un potencial de oxidacién mas alto que el cloro, por lo que puede ser
un agente antimicrobiano més efectivo. El ozono es un alotropo del oxigeno y la
actividad antimicrobiana se debe a su alto potencial de oxidacion de +0.27 V. Los
subproductos de las reacciones entre la materia organica y el ozono son mucho
menos toxicos que aquellos producidos con el cloro, aunque a altas concentraciones
la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en
inglés) lo ha identificado como una sustancia potencialmente dafiina.

Algunas formas vegetativas de los microorganismos como bacterias y virus han
demostrado ser altamente sensibles ante factores al aire libre como el Os. Se ha
demostrado que la exposicion al ozono o al ciclohexano puede dafiar las proteinas
y ADN de los microorganismos, dando como resultado la inactivacion de los mismos
[64].

Todas las células contienen triptéfano en el ADN y en algunas proteinas, por lo que
dichos compuestos se pueden marcar con marcadores fluorescentes y cuantificar
las células. Los efectos del ozono en la fluorescencia del triptéfano en solucion han
sido reportados mostrando como la fluorescencia decrece significativamente
cuando los microorganismos que contienen los marcadores son excitados a 263 nm
en la presencia de concentraciones de 0, 150 y 300 ppb y a humedades relativas
de 20%, 50% u 80%. La fluorescencia decrece por la oxidacion del triptéfano a N’-
formil kynurenine (NF) y kynurenine (KY) debido a la presencia de ozono y a vapor
de agua, asi se comprueba la efectividad de la inactivacion de bioaerosoles por el
contacto con el ozono y los compuestos con triptéfano que contienen las células, es
decir, a menor fluorescencia, mayor efectividad de inactivacion de bioaerosoles
ocasionada por el Os [64], [65].

2.5.4.2 Fotolisis
La irradiacion ultravioleta (UV) es un método ampliamente usado para el control de
bioaerosoles y asi como sitema para mejorar la calidad del aire interior. La
desinfeccion UV tipicamente elimina eficazmente bacterias entéricas, virus, esporas
bacterianas y quistes parasitarios, sin residuos quimicos, suspendidos en el aire
[15].

Debido a que los microorganismos son particularmente vulnerables a las longitudes
de onda de luz cercanas a los 2537 Angstroms, que es la maxima absorcion de
longitud de onda de las bases nitrogenadas purina y pirimidina que conforman la
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molécula de ADN (253.7 nm) [42], y, como consecuencia la molécula de ADN se
modifica 0 se rompe, por lo que eventualmente muere el microorganismo. Por lo
anterior, se han hecho diversos estudios para evaluar la efectividad que tiene la
irradiacion de rayos UV sobre las células de los bioaerosoles, y, dentro de los
factores que afectan la efectividad de la irradiacion germicida UV se encuentran las
especies de los microorganismos, humedad, nivel y duracién de irradiacién, la
posicion y edad de la lampara de irradiacion, asi como los patrones de aire como
se muestra en la Tabla 6 [42].

Liny col., (2010) [66] demostraron que para inactivar esporas de hongos se requiere
una dosis 80 veces mayor que la que se requiere para inactivar bacterias, aun en
estado vegetativo o como esporas de B. subtilis. Del mismo modo demostraron que
a mayor humedad relativa disminuia la capacidad de inactivacion de
microorganismos debido a que la humedad es un factor ambiental benéfico para la
proliferacion de microorganismos por su actividad de agua o su higrocapacidad, que
es un factor proporcional al didmetro aerodinamico de las células. Es decir, a mayor
diametro aerodinamico mayor higrocapacidad y menos susceptibilidad a la
incidencia de rayos UVC, por lo que cuando aumenta la humedad relativa del
ambiente disminuye la eficiencia de inactivacion por este método [12], [67].

Kujundzic y col. (2007) [67] implementaron la irradiacion UVC (254 nm) en un
sistema HVAC para la inactivacion fotolitica de Aspergillus versicolor y
Mycobacterium parafortuitum, con un tiempo de reaccién de 14 min y una
concentracion inicial de 1.4x10* UFC/m3, alcanzando una inactivacion de 75% y
87%, respectivamente. Lo anterior se logré por el tiempo de exposicién a la
irradiacion y la baja concentracion de las cepas.

Tabla 5. Estudios realizados para evaluar la efectividad de la irradiacion UV sobre bioaerosoles

Longitud
de onda Concentracion | Microorganismos | Tiempo de Método de Eficiencia de .
Y g P Referencias
dosis de inicial evaluados exposicion muestreo remocion (%)
irradiacion
. Impactacién | 75% inactivacion
uve 4 Asp(_erglllus en medio para A. versicolor | Kujundzicy
1.4x10° versicolar y 14 min liquido y 87% de col. (2007)
10.6 2 UFC/m Mycobactgrlum durante 26 inactivacion para [67].
HW/cm parafortuitum min M. parafortuitum
E. coli en estado
vegetativo
(1,017-2,356 uw
s/lcm?)
B. subtilis
UVC (254
nm) (15,949 -192.345 0.825 Muestreo en
30— 300 nwsfem’) segundos medio Liny col
. isoli 0, R
1017 UFC/m? Candida famata ?22’52?222 Mayor de 99% | 2010) [66].
89,419 (12,917 —172,497 de 1 etapa)
pWs/cm? WWsfcm?)
Penicillium
citrinum
(47,984 - 89,419
PUWSs/cm?)

22



Bacterias: 76 +10y 30 +26
uve Staphylococcus, para bacterias
(253.7 nm) Acinetobacter, Muestreo en | €N UVCy UVA,
) Micrococcus . respectivamente .
y UVA (360 Kocuria y Bacillus 0.12 medio Sanchez y
nm) 50-200 UFC/m® Hony os: se ﬂndos semisolido No hubo una col (2012)
Cladosgori.um ’ (Anderson reduccion (61].
1,600 : ! de 2 etapas) L
LWs/cm? AIteLnar_l(e;‘, Aure- shlgnlflcatl\_/a en
obasidium, ongos ni con
Penicillium, Mucor UVC ni UVA

En la tabla 5 se demuestra que a menos cantidad de UFC se requiere un tiempo de
exposicion a la irradiacion menor, excepto para hongos por su compleja y resistente
pared celular [61]. Sanchez et al. (2012) demostraron que la irradiacion UVC (253.7
nm) es efectiva contra bacterias aun en periodos cortos de exposicion, excepto para
aguellas que forman endosporas resistentes como las bacterias del genero Bacillus
donde no se vié una inactivacion significativa, asi como para los hongos, por lo que
es necesario aumentar la dosis de irradiacion, asi como el tiempo de exposicion
[68], [69].

Para inactivar a los bioaerosoles también es necesario considerar el tiempo de
contacto, en funcion del tipo de movimiento y velocidad del flujo de aire, con la
radiacion UV y esto puede aumentar la eficiencia de inactivacion hasta 5 ordenes
de magnitud [12]. La desventaja de utilizar la irradiacion UV como método de
desinfeccidn es su falta de efecto bactericida y la posibilidad de fotorreactivacion
oscura de microorganismos dafados por UV, lo que permite la reactivacion de la
poblacién microbiana bajo ciertas condiciones de temperatura, humedad y actividad
enzimatica [12], [14]-[16].

2.5.4.3 Fotocatdlisis

La fotocatalisis heterogénea es un proceso que se basa en la absorcién directa o
indirecta de energia radiante (visible o UV) por un sdlido, normalmente un
semiconductor de banda ancha. La naturaleza de un material fotocatalitico
determina la absorcién de fotones y la subsecuente produccién, recombinacion y
migracion de carga [50]. La fotocatalisis heterogénea es un proceso en el cual se
distinguen dos fases, la fase sélida del semiconductor y la fase del fluido (liquido o
gaseoso) donde se desarrolla el proceso.

Los fotocatalizadores comunes son a base de 6xidos de metal. Cuando la energia
absorbida de los fotones es igual o mayor a la banda prohibida (band gap) de los
semiconductores se logra la excitacion del material para transferir los electrones de
la banda de valencia a la banda de conduccién asi como la produccion de electrones
huecos positivos en la banda de valencia, con esto, se logran producir los radicales
hidroxilo (-OH), los cuales son altamente reactivos y son consideradas las especies
oxidantes dominantes que contribuyen a la mineralizacion de las células
microbianas [4], [17] mediante el rompimiento de la membrana celular, la pared
celular, la oxidacién de las proteinas (desnaturalizacién) y el dafio al ADN [70].
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Se ha estudiado la fotocatalisis como método de desinfeccién de agentes patdgenos
en el agua como alternativa al uso de agentes quimicos (CI-, cloroaminas, Os) que
reaccionan con la materia organica y forman subproductos de desinfeccion que son
altamente toxicos para los seres humanos.

Los estudios del dafio que causan las nanoparticulas de Oxidos de metal y
fotocatalisis evaluados en agua demuestran que el efecto bactericida para lograr la
desinfeccidon se debe a los métodos de sintesis de las nanoparticulas, tamafio de
las nanoparticulas, irradiaciéon con luz UVC/UVA o solar, potencia y dosis de
irradiacion, tiempo de irradiacion, concentracion del catalizador y si el catalizador se
encuentra funcionalizado o dopado con alguna otra sustancia. Los factores
anteriores influyen significativamente en la produccion de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS) y por ende en la inactivacion de bioaerosoles, asi como evitar su
posterior recuperacion y reproduccién como en los estudios demostrados con
fotolisis.

Dos de los principales catalizadores que se han estudiado y que se ha demostrado
su alta efectividad de produccién de ROS son el TiO2y el ZnO ya que pueden liberar
tres tipos de radicales en medio acuoso (radical superdxido, radical hidroxilo y el
oxigeno). Dichos radicales contribuyen al rompimiento de la membrana celular, la
pared celular, la oxidacion de las proteinas (desnaturalizacion) y causan dafio al
ADN, aunado a lo anterior los iones de zinc que se liberan al medio también
contribuyen significativamente a la degradacion de las células de los
microorganismos y a la interrupcion de la cadena transportadora de electrones [71],
[72], [73], [74].

El efecto de la liberacién de iones en el medio acuoso se puede observar cuando
los catalizadores son funcionalizados con otros elementos como la plata, el cobre,
silicio, etc, por lo que los iones liberados participan en la inactivacion de células [75].

Kikuchi y col. (1997) [76] estudiaron el efecto fotocatalitico pata la inactivacion de
bacterias gram positivas y negativas con TiO2 irradiado con UVA (365 nm).
Determinaron que los mecanismos de inactivacién fueron la produccion de especies
reactivas de oxigeno que interactdan con las células (ROS), dafio en la membrana
celular y pared celular, interrupcion de la cadena transportadora de electrones y
dafio al ADN y proteinas. Ademas, demostraron que el catalizador es capaz de
inactivar ambos tipos de bacterias, pero debido a que las bacterias gram positivas
como B. subtilis, forman esporas, es necesario excitar el TiO2 con longitudes de
onda de 253.7 nm o doparlo con otras sustancias para disminuir su band gap y
aumentar la eficiencia de liberacion de ROS.

Por otro lado, Li y col. (2012) [70] desarrollaron un proceso fotocatalitico para la
inactivacion de E. coli con TiO2 y ZnO excitados con irradiacion UVA (365 nm)
durante dos horas de exposicién con una dosis de 5616mW s/cm?. Asi, demostraron
gue se generan 3 tipos de ROS: radical superoxido (03 ), radical hidroxilo (‘*OH) y
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oxigeno (*O2) ademas de la liberacion de iones de Zn?* que caus6 la muerte celular
de 1x107” UFC/mL de E. coli.

Gracias al éxito que se ha tenido con la fotocatalisis para la desinfeccion de medios
acuosos se han hecho estudios sobre la inactivacion de bioaerosoles en aire (ver
Tabla 6). Desafortunadamente, las humedades relativas altas en el aire (superiores
al 60%) no solo reducen la probabilidad de que los microorganismos tengan
contacto con las especies oxidantes producidas de los fotocatalizadores como lo
son los -OH, sino que también proveen sitios para que los microorganismos se
escondan y sobrevivan. Una cantidad excesiva de moléculas de agua pueden
ocupar los sitios reactivos de la superficie del catalizador y subsecuentemente
reducir la eficiencia de la oxidacion fotocatalitica por la desactivacion del catalizador
[17], [19]. En la Tabla 6 se describen algunos estudios que se han realizado con
sistemas fotocataliticos.

Rodrigues-Silva y col. (2017) [20] desarrollaron un proceso de inactivacion
fotocatalitico de cepas definidas de bioaerosoles (Psuedomonas aeruginosa,
Staphylococcus saprophyticus y Aspergillus fumigatus) con un TRG de 18 sy con 9
capas de nanoparticulas de TiO2 impregnados en soportes de acetato de celulosa.
Rodrigues-Silva y col. (2017) [20] reportaron una eficiencia de inactivacion de 88 —
98% para bacterias (concentracion inicial de 106 UFC/mL) y de 80% para el hongo
(concentracion inicial de 10* UFC/mL). Por lo que se determiné que, si se desea
obtener una mayor eficiencia de inactivacion de bioaerosoles, en el presente estudio
es necesario desarrollar un proceso con un TRG mayor y con una mayor cantidad
de catalizador impregnado en la perlita.

Tabla 6. Estudios realizados con procesos fotocataliticos para la inactivacion de bioaerosoles

Sistema Longitud de | Microorganismos Eficiencia de inactivacién (%) Referencias
fotocatalitico onda de | evaluados
activacion
Filtro HEPA | UVA ImW/cm? | Aspergillus niger y | 20% de inactivacion fue por UVA | Chuaybamroong
dopados con | (365 nm) Peniciilium citrinum a una | y resto por fotocatdlisis y col. (2010)
TiO, P-25 Co = 1x10° UFC/mL [19].
Staphylococcus epidermis | Se inactivaron 60% de los
y Bacillus subtilis a una Co | hongos y 80% de las bacterias
= 1x10” UFC/mL
Filtro  eléctrico, | UVA Escherichia coli Sin eficiencia de inactivacion | C. Y. Liny C. S.
impregnado con | 7.4y 31.8 mW/ | Endosporas B. subtilis significativa Li (2003) [49].
TiO,, ioniza el | cm? Candida famata
aire.. (365 nm) Endosporas B. subtilis
Penicillium citrinum
Membrana Dos lamparas | E. coli Se inactivo mas del 90% Pal y col. (2005)
hidrofilica de 8W con una | B. subtilis [5].
impregnada con | longitud de | Microbacterium sp.
TiOo. onda de 365
nm durante | Co=30-300 UFC/mL
2.95 min
Filtros HEPA | UVA (365 nm) | E. coli Seinactivaron el 97 £ 1.8% de las | Pigeo-Remy vy
impregnados con | y UVC (253.7 | Co=1.5x10% UFC/mL células col. (2013) [9],
TiO, nm) durante 2- | Aspergillus niger (esporas) | Inactivacién del 90% [21].
17 horas. Co= 1x107 UFC/mL
Peliculas Luz visible (405 | Staphylococcus aureus Se logro6 inactivar el 99% Tallésy y col.
delgadas de | nm) durante 2 | Co=1-5x10° UFC/mL (2014) [77].
(polimero) con | horas
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Ag/TiO, y

Ag/ZnO

Fotocatalisis con | UVA (365 nm) E. coli Menos del 14% de inhibicion fue | Rodrigues-Silva
de TiO-P25 Pseudomonas aeruginosa | causado por la fotélisis. y col. (2017)
evaluadas gas Citrobacter freundii 88 — 98 % de inactivacién para | [20].

(sistema S. aureus bacterias y 80 % para hongos

continuo) S. saprophyticus

(Co = 1x10° UFC/mL)
Aspergillus fumigatus
Penicillium spp.

(Co = 1x10* UFC/mL)

Co= Concentracion inicial

Por otro lado, Sanchez y col. (2012) [61] estudiaron la inactivacién fotocatalitica de
bioaerosoles reales con TiOz, impregnado en Tereftalato de Polietileno (PET), y a
un flujo de 180 L/min de un laboratorio de 42 m? ocupado por cinco personas,
encontrando una eficiencia de inactivacion para bacterias de hasta 76% y sin
inactivacion significativa para hongos. El estudio fue realizado con impactadores
Andersen por lo que el andlisis de bioaerosoles involucra métodos de cultivo
dependiente y, como consecuencia, subvaloran la concentracion y diversidad de los
bioaerosoles.

Por lo anterior, las investigaciones realizadas hasta ahora han combinado la
fotocatalisis con otras tecnologias para el control de bioaerosoles y para mejorar la
calidad de aire interior. La fotocatalisis se ha probado con sistemas HVAC,
membranas de microfiltracion y filtros HEPA con diferentes cargas de los
fotocatalizadores, irradiados con luz ultravioleta, dando como resultados eficiencias
de remocion superiores al 88% (Tabla 6). Los sistemas han sido operados en lote o
con recirculaciéon de aire, con bioaerosoles sintéticos generados en los laboratorios
y nebulizados y analizados con técnicas de cultivo dependiente y se ha demostrado
gue la fotocatalisis acelera y mejora la eficiencia de inactivacion de bioaerosoles,
aunque la humedad relativa sea mayor al 65%, contrario a lo que pasa con la
fotdlisis en la que se reduce la eficiencia de eliminacion de bioaerosoles de manera
proporcional al aumento de la humedad (Tabla 6).

Una investigacion realizada por Chuaybamroong y col. (2010) [19] donde se acopl6
un filtro HEPA con un sistema fotocatalitico con TiO2-P25 irradiado a UV-A (365 nm)
demostrd la inactivacion fotocatalitica de diferentes cepas de microorganismos
(Aspergillus niger, Penicillium citrinum, Staphylococcus epidermidis y Bacillus
subtilis) aerolizados por un nebulizador. Asi, con una concentracion inicial de 10°-
107 UFC/mL en el nebulizador, se encontré que el 60-80% de los microorganismos
retenidos en el filtro fotocatalitico fueron inactivados, excepto S. epidermis, cuya
inactivacion fue de 100%. El sistema se desarroll6 en lote y los microorganismos
tuvieron un tiempo de exposcién de 8 — 10 h. La retencion de microorganismos por
el filtro HEPA fue superior a 74%. También se observé que, a mayor humedad
relativa, la eficacia del sistema fotocatalitico disminuia [19].

Actualmente existe un interés creciente en la sintesis de 0xidos de metal transitorios

nanoestructurados debido a sus multiples aplicaciones préacticas que incluyen el

desarrollo de materiales de captacion de energia solar, efecto loto, materiales de
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construccion, antioxidantes y antimicrobianos. El alta aerea superficial de los
semiconductores asegura que la interaccion entre los microorganismos presentes
en el area superficial activa aumente. Los semiconductores que han presentado
resaltables propiedades antimicrobianas, bactericidas o biocidas son el oro, la plata,
Zn0O, MgO, CaO, TiO2y CuO, entre otros [78], [79].

Inactivacion de microorganismos con TiOz2

La inactivacion fotocatalitica de microorganismos usando TiO2 ha sido reportada
tanto en fase gas como en fase acuosa (ver Tabla 6) [18], [80]. Sus aplicaciones
fotocataliticas se deben a su capacidad de formacion de Especies Oxidantes
Reactivas (ROS). Sin embargo, su band gap es de 3.2 eV y solo puede excitarse
por una fraccion pequefia de luz solar, haciéndolo impractico para su uso bajo
condiciones de luz natural.

Los mecanismos que se han propuesto para explicar las reacciones que ocurren
con el TiO2 en contacto con la irradiacion UV y los microorganismos se presentan a
continuacion [14]:

e Formacion del par electrén-hueco

TiO, + hv - TiO; + OH: (o TiOF)
e Remocion de electrones de la conduccion de banda
TiO; + 0, + H* > Ti0O, + HO;
TiO; + H,0, + H* - Ti0O, + H,0 + OH'

1
Ti0; +H* - Ti0; + 5 H,

e Oxidacién de compuestos organicos
OH + 0y + CLOmHaniome2) 2 nCO, + (n —m + 1)H,0
Inactivacion de microorganismos con ZnO

El 6xido de zinc nanométrico es un material semiconductor con un ancho de banda
(band gap) de 3.37 eV y se ha utilizado para diversos fines, como actividades tanto
antimicrobianas como fotocataliticas (ver Tabla 6) y se ha demostrado que las
propiedades antimicrobianas se deben a la combinacién de los efectos téxicos de
los iones de Zn?* y el exceso de oxigeno originado en el fotorreactor. Los
mecanismos de inactivacion especulados en las células bacterianas han sido a nivel
membrana y ADN [81].

En la Tabla 6 se muestran los estudios realizados con ZnO con los que se ha
demostrado que es capaz de inactivar eficientemente microorganismos patogenos
para los humanos aun con irradiacion de luz azul (405 nm) o luz visible una vez que
se funcionalizé con Fluor (ver Figura 5), respectivamente. Las modificaciones que
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se han realizado aumenta la eficiencia de produccion de ROS y por ende la
eficiencia de inactivacion de los microorganismos por el dafio a la membrana celular,
al ADN y la migracion de iones de potasio una vez que ocurre el dafio membranal,
pero también se ha comprobado que el ZnO por si mismo y sin irradiacion tiene un
efecto toxico sobre las células de los microorganismos lo que potencia su efectividad
como agente antimicrobiano [77].

Fuente de
luz (UVC,

Zn0
UVA o Luz Bacteria
visible) Conduction Band
€cs

o. Membrane Rupture DNA/RNA Damage

Band Gap E,

o ————

' - /‘\

< ( <2
o K* leakage

ZnO+hv - h'yz+ecy Hi

c
C

h*ys
Valence Band

Figura 5. Excitacion de ZnO por fuente de luz y liberacién de ROS que dafian la membrana y el ADN de los
microorganismos, imagen modificada de Podporska-Carroll y colaboradores (2017).

En la Figura 5 se muestra la forma en la que se excitan las nanoparticulas de ZnO
cuando entran en contacto con la irradiacion UVC (254 nm) y UVA (365 nm), lo
anterior en funcion de las particulas o moléculas que se hayan utilizado para dopar
el ZnO. Se puede observar que la liberacién de electrones y la formacion de
electrones hueco migran de la banda de valencia a la banda de conductividad
liberan las especies reactivas oxidantes que son las que interactiian en gran medida
con los bioaerosoles.

2.6 Mecanismos de inactivacion de bioaerosoles por procesos de
oxidacion avanzada

Los posibles mecanismos responsables de la capacidad germicida con métodos
fotocataliticos han sido postulados. Se ha sugerido un decremento de la coenzima
A contenida en las células. También se ha comprobado que se puede propiciar un
desequilibrio en la cantidad de iones de potasio dentro de la célula, causando un
dafio a nivel del ARN, y, por tanto, en las proteinas del citoplasma, asi como la
peroxidacion de los lipidos que se encuentran en las estructuras celulares [49].

Otro mecanismo de eliminacion propone que la muerte bacteriana es causada por
un desorden significativo en la permeabilidad de la membrana y la descomposicion
de las paredes celulares. Lo anterior sugiere que el dafio de la pared celular puede
ser consecuencia del dafio en la membrana citoplasmatica. Los tratamientos
fotocataliticos incrementan progresivamente la permeabilidad de la célula y permite
el libre efluente de los constituyentes intracelulares. Particulas libres de TiO2 pueden
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tener acceso y dafar las células y atacar directamente los componentes
intracelulares, causando una alteracion en la estructura de las proteinas [4].

Con el microscopio electronico se ha observado que la membrana exterior se
descompone primero, seguido del desorden de la membrana citoplasmatica y
finalmente se observa la descomposicion total de las células que son removidas de
las superficies recubiertas con TiO2, como se muestra en las Figuras 5y 6 [4].

Las ROS que se producen durante la oxidacion fotocatalitica afectan adversamente
el genoma y otras moléculas intracelulares causando mutaciones o degradacién en
el crecimiento [4]. Los posibles dafios que pueden ocasionar la irradiacion UV, las
ROS y las nanoparticulas son la peroxidacién de la membrana celular y fosfolipidos,
oxidacion intracelular de la coenzima A y dafio dorecto al ADN asi como la lisis
celular (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de inactivacion de células microbianas por fotocatdlisis [81]

Los modelos cinéticos para la degradacion microbiana por oxidacion fotocatalitica
PCO incluyen curvas de supervivencia en respuesta al tiempo de iluminacién que
se ha usado para describir el proceso de degradacién microbiana fotocatalico. En
las curvas de la Figura 7 se muestran tres diferentes regiones que pueden ser
identificadas en los procesos: (1) un decaimiento ligero al principio de la reaccion,
usualmente llamado "shoulder" u hombro, (2) una regién de inactivacién log-linear
gue cubre la mayor parte de la reaccién y (3) una desaceleracion del proceso al final
de la reaccion, usualmente llamado "tail" o cola [4].

También se ha estudiado el dafio de las nanoparticulas en contacto con los
bioaerosoles sin activar la irradiacion UV y se ha observado que las nanoparticulas
pueden traspasar la membrana celular debido a su tamafio o por su mimetizacion
de otros iones esenciales para la célula [72]. Asi, pueden causar toxicidad dentro
de la célula retardando su crecimiento, oxidando las proteinas o bien causando
mutacion genética y con ello impedir la reproduccién celular [37], [82]-[84]
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Figura 7. Imagen de tres diferentes regiones en un proceso de degradaciéon microbiana por fotocatalisis (Chen

et al. 2010).
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

Los bioaerosoles son contaminantes que degradan la calidad del aire de interiores,
cuando se tiene contacto con ellos, pueden ocasionar diversas enfermedades
infecciosas (influenza, turberculosis), respiratorias 0 manifestaciones de tipo
alérgico (asma, rinitis, conjuntivitis, pneumonias) y cronico degenerativas como el
cancer, ademas de dermatitis, abortos tardios y efectos hormonales, por lo que es
necesario establecer métodos de control de bioaerosoles para purificar el aire de
interiores.

Los sistemas fotocataliticos han sido desarrollados para inactivar bioaerosoles en
aire, la gran mayoria de los estudios ha sido enfocada a tratar bioaerosoles que se
producen por medio de aerolizadores y nebulizadores que contienen especies
bioldgicas patdégenas especificas como bacterias, virus, hongos y esporas de
hongos [85]. Otros estudios se han enfocado a inactivar bioaerosoles reales
encontrados en aire de interiores, y también para cuantificar bacterias y esporas de
hongos emitidas por biofiltros. En estos dltimos estudios, la cuantificacion de
bioaerosoles se ha llevado a cabo por medio de métodos de cultivos dependientes.

Uno de los Compuestos Organico Volatiles (COV) ampliamente usados en las
industrias de pinturas, barnices, plasticos y caucho es el acetato de etilo por lo que
se han estudiado sus efectos en la salud y se ha comprobado que es un compuesto
irritante, explosivo y degrada la calidad del aire de interiores ya que tiene un olor
penetrante por lo que es dafiino para el sistema respiratorio, asi, se ha reportado la
biofiltracion de acetato de etilo. Sin embargo, ha sido documentado que los biofiltros
emiten bioaerosoles bajo ciertas condiciones de operacion como baja humedad, alta
temperatura, altas cargas de alimentacion de contaminante o alguna condicioén de
estrés o perturbacion. Por lo que, la emisidn de bioaerosoles por biofiltros presenta
un tipo de contaminacion de mayor preocupacion que la propia contaminacion por
COVs o Compuestos Inorgéanico Volatiles (CIVs).

Por las razones anteriores, la presente investigacion tiene como objetivo desarrollar
un proceso fotocatalitico de flujo continuo para la inactivacién de bioaerosoles reales
emitidos por un proceso de biofiltracion y usando semiconductores como ZnOy TiOz2
fotoactivados a una longitud de onda de 254 nm e impregnados en soportes de
perlita y poraver. Los bioaerosoles a tratar provienen de un biofiltro que trata
vapores de acetato de etilo.

Debido a que ninguna investigacion ha reportado la cantidad de células totales con
métodos de cultivo independiente después del tratamiento de bioaerosoles, las
mediciones se realizardn por medio de la técnica de citometria de flujo con
fluorocromos selectivos al ADN con la finalidad de cuantificar los bioaerosoles
viables y no viables.
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HIPOTESIS

e La inactivacion de bioaerosoles se producird con un sistema fotocatalitico
basado en ZnO y TiO2 por la interaccion del radical hidroxilo con los
bioaerosoles, producidas por la fotoactivacion a 254 nm y el propio contacto
de los bioaerosoles con las particulas nanométricas de ZnO y TiOz provocara
un dafio en la membrana celular de los bioaerosoles.

e Los catalizadores impregnados en poraver tendran un tiempo de vida media
superior al de los catalizadores impregnados en perlita debido a que la alta
retencion de agua en la perlita inhibe la produccion de radicales oxidantes de
los catalizadores.

OBJETIVOS
GENERAL
e Desarrollar un proceso fotocatalitico con ZnO y TiO2 impregnados en perlita

y poraver para la inactivacion de bioaerosoles emitidos de un biofiltro que
trata vapores de acetato de etilo.

ESPECIFICOS

e Determinar la eficiencia de inactivacion de bioaerosoles de los procesos
fotocataliticos ZnO y TiOz2 por citometria de flujo.

e Estudiar el dafio celular de los bioaerosoles causado por el contacto con las
nanoparticulas y por el proceso de fotocatélisis por medio de microscopia.

e Caracterizar la actividad fotocatalitica a través del tiempo de las
nanoparticulas por medio de citometria de flujo y el contenido de humedad
retenida por los soportes en los sistemas.
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CAPITULO lIl: METODOLOGIA

MATERIALES Y METODOS

1. INOCULO

El consorcio de microorganismos fue obtenido de lodos activados de la planta de
tratamiento de aguas residuales municipales Tangamanga | en San Luis Potosi, San Luis
Potosi. La planta opera con reactores bioldgicos secuenciales (SBR, por sus siglas en
inglés) [3], [86].

El medio mineral estuvo compuesto de (g/L): NaNOs, 18; KH2PO4, 1.3; MgS0O.-7H,0, 0.38;
CaS04-2H,0, 0.25; y CaCl;, 0.055. Se agregaron 200 pL/L de una solucion de elementos
traza de (g/L): MnSO4-H-0, 0.012; ZnSO47H;0, 0.013; CuSO47H,0, 0.0023; CoCl,:6H-0,
0.0015; y H3BOs, 0.0015 [3], [86]. EI medio mineral fue adicionado 2 veces por semana
durante los primeros 40 dias de operacion y posteriormente se cambid la estrategia de riego
a 1 ves por semana para mantener la estabilidad del biofiltro.

2. SISTEMA EXPERIMENTAL (BIOFILTRO)

El sistema experimental general se muestra en la Figura 8 y 15 donde se puede observar
el uso y operacion de un biofiltro que trata vapores de acetato de etilo y emite bioaerosoles.
Los bioaerosoles llegan a un fotorreactor como sistema de post-tratamiento.

Sistema experimental general

Lampara
uvc

Tubo de cuarzo

Catalizador
Soporte

Figura 8. Diagrama de operacion general para la biofiltracién de vapores de acetato de etilo e inactivacion
fotocatalitica de bioaerosoles en flujo continuo; 1) Compresor, 2) Bomba de aire, 3) Medidor de flujo masico,
4) Saturador con acetato de etilo liquido, 5) Humidificador, 6) Rotametro, 7) Biofiltro compuesto de dos
modulos, 8) Fotorreactor empacado con catalizador impregnado en perlita o poraver, 9) Impinger AGI-30, 10)
Trampa de humedad, 11) Bomba peristaltica, 12) Puerto de muestreo a la entrada del biofiltro y 13) Puerto de
muestreo a la salida del biofiltro.

42



Descripcién del biofiltro

La Figura 8 y 9 muestra el biofiltro, el cual consté de dos médulos cilindricos de vidrio con
un volumen efectivo de 1.1 L cada uno y un didmetro interno de 0.097 m con una altura de
0.45 m. Cada mdédulo fue empacado con 0.9 L de perlita inoculada con el consorcio de
microorganismos descrito anteriormente. El biofiltro oper6 con un tiempo de residencia de
gas de 60 segundos. El flujo estuvo regulado por un rotametro y se establecié una carga
organica de AE de 60 g/m®h. Los resultados de los experimentos de biofiltracion fueron
expresados en términos de Capacidad de Eliminacion (CE) en g/meh, Eficiencia de
Remocion (ER %), Produccion de CO; (PCO,) en g/m3h y Porcentaje de Mineralizacion (M
%) siguiendo las ecuaciones 1 — 8.

%4
Q= m...Ecuacién 1 PCO, = % “[8"put — S'inl ... Ecuacion 5
V-cv Sm— S
[S]= T...Ecuacién 2 ER (%) = [ms—out] 100 ... Ecuacion 6
in

[P0 (o583

Cl = g *[Sin] ... Ecuacion 3
CE

M (%) = 100 ... Ecuacién 7

CE = g *[Sin — Soutl .- Ecuacién 4
Donde Q, es el flujo de aire (m3/h); V, es el volumen efectivo del reactor (m®); TRG, es el
tiempo de residencia de gas (h); Sin Y Sou, €S la concentracion de entrada y salida,
respectivamente, de acetato de etilo (g/m?); S'in y S'ou, €S la concentracion de entrada y

salida, respectivamente, de diéxido de carbono (g/m3).

Para determinar la mineralizacion practica efectuada en el biofiltro se calculé la
mineralizacion tedrica con la ecuacion 8.

C4HgO, + 50, — 4C0, + 4H,0 ...Ecuacion 8

La ecuacién 8 es la reaccion estequiometrica de una mol de acetato de etilo que se
consume para formar 4 moles de CO.. Por lo anterior se sabe que se requieren 88.1 g de
Acetato de etilo (C4HsO,) para producir 176.04 g de diéxido de carbono (CO.), por lo tanto,
se produce 1.9982 gCO./g C4HsOo.

En la parte inferior del biofiltro se recuperan los lixiviados y por la parte superior del mismo
se agregaron 200 mL de medio mineral (sales y elementos traza) dos veces por semana
durante los primeros 40 dias de operacion y después a una vez por semana a partir del dia
41 de operacion del biofiltro.
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Figura 9. Proceso de biofiltracion de acetato de etilo y emisiéon y muestreo de bioaerosoles provenientes del
biofiltro (Capitulo 1V); 1) Puertos de muestreo, 2) Biofiltro, 3) Impactador de vidrio (Glass Impinger AGI — 30),
4) Trampa de humedad y 5) Bomba de vacio

2.1Sintesis y caracterizacion de catalizadores
El catalizador ZnO se sintetiz6 por el método de sol-gel. Se prepararon dos
soluciones, una de 0.2 M (S1) con el precursor metalico Zn(NO3)26H20 y otra
solucion de 0.92 M (S2) de acido oxalico (H2C204), ambas soluciones diluidas en
etanol (agente dispersante). Ambas soluciones se mantuvieron a 60°C durante 1
hora de agitacion constante. Después, S1y S2 se mezclaron a 80°C con agitacion
constante y por 2 horas hasta la formacién del gel.

Una vez que el gel se formé, 20 g de perlita o poraver limpio, seco y estéril fue
agregado a la mezcla del gel, por lo que la inmovilizacién del catalizador fue
realizada por el método de recubrimiento por inmersién. Posteriormente, el soporte
impregnado con el gel fue sometida a 80°C durante 20 horas en una estufa para
eliminar el etanol y finalmente fue calcinada a 550°C durante 2 horas para completar
la sintesis de ZnO. Finalmente, el soporte impregnado se lavdé con agua
desnionizada y se sec6 a 100°C para posteriormente hacer la caracterizacion
gravimétrica [87].

Se uso TiO2 comercial (Sigma-Aldrich 718467, CAS:13463-67-7). La impregnacion
del TiO2 sobre el soporte se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Saucedo
y colaboradores [87], [88]. Finalmente, el soporte impregnado se lavé con agua
desnionizada y se sec6 a 100°C para posteriormente hacer la caracterizacion
gravimétrica.

2.2Caracterizacion de los fotocatalizadores
a) Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de los catalizadores fue examinada por microscopia electronica de
barrido utilizando el equipo FEI HELIOS NANOLAB 600 con un detector de
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electrones retrodispersados (BSD). El equipo FEI QUANTA 250 con BSD se uso
para observar la distribucion de los catalizadores sobre el soporte.

b) Fisisorcion con Nitrégeno

Se determind el area superficial especifica (Aser), la estructura porosa de los
catalizadores y la isoterma de adsorcion-desorcion asi como los lazos de histéresis
[89]. Los datos fueron obtenidos en el equipo Micrometrics ASAP 2020, donde,
mediante el método BET (Brauner-Emmet-Teller), se calculé el area especifica de
los materiales solidos.

c) Difraccion de Rayos X

Para determinar las fases cristalinas y los tamarfios de cristal de los semiconductores
se utilizo el difractometro de rayos X Bruker Advance 8 a una longitud de onda de
la radiacion incidente (Cu Ka) de 1.540 A. El barrido se hizo de 10-80 26 con un
tamafio de paso de 0.04. El manejo de datos consisti6 en comparar los planos
cristalograficos con la base de datos del Joint Committe on Powder Diffraction
Standars (JCPDS). El tamafio promedio del cristal fue calculado aplicando la
férmula de Debye-Scherrer (Ecuacién 9).

KA

L= m ... Ecuacién 9

Donde L es el tamafio de cristal (nm), K es el factor de forma (0.89), A es la longitud
de onda de los rayos X (hm), B es la mitad del pico maximo en radianes, y 6 es el
angulo de difraccién de este pico.

e) Epectroscopia RAMAN

Se utilizé el Espectrometro InVia MICRORAMAN: RENISHAW para obtener los
modos vibracionales de los catalizadores dentro del intervalo de 10 a 1500 cm™ [90].

f) Analisis gravimétricos

Los granulos de soporte impregnados con los catalizadores fueron caracterizados
por analisis gravimétricos para calcular el Grado de Impregnacion (Gl =
Qcatalizador/Qperiita), |a densidad aparente para estimar el volumen ocupado por el
soporte impregnado en el fotorreactor y la Capacidad De Retenciéon de Agua (CRA)
del soporte impregnado [31].

Para los analisis se uso el soporte limpio, seco y estéril. Se determiné su densidad
aparente por medio del volumen ocupado de los catalizadores por cada gramo de
los mismos. Lo anterior se realizd por triplicado. La densidad aparente de los
soportes impregnados se determind de la misma forma en que se calculd para el
soporte sin catalizador.

Ademas, se determind la diferencia de peso antes y después de la impregnacion,
con lo cual se calcul6 el grado de impregnacion para cada catalizador.
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La capacidad de retencion de agua se midio pesando 1 g del soporte impregnado y
seco, el cual se dejé sumergido en agua destilada por doce horas, después de este
tiempo se eliminé el agua que no fue absorbida y se pesé el soporte hiumedo.
Posteriormente se procedid al secado del material a 105°C durante 3 horas para
registrar su peso seco.

Con la densidad aparente del soporte impregnado, asi como con el Gl se calculo el
volumen requerido del soporte para tener 1 g de catalizador en los sistemas

fotocataliticos.

2.3Descripcion del fotorreactor y pardmetros operacionales
Lampara
UV

Aire ambiente

contaminado *—Dk'—|_.
=

con AE ‘ 1

Tubo de cuarzo

4
Catalizador
Perlita

o
W

Figura 10. Proceso de biofiltracién e inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles en continuo con los
catalizadores impregnados en Perlita (Capitulo V); 1) Puerto de muestreo, 2) Biofiltro, 3) Fotorreactor
empacado con catalizador impregnado en perlita, 4) Impinger AGI-30, 5) Trampa de humedad, 6) Bomba
peristaltica
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Figura 11. Proceso de biofiltracién e inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles en continuo con los
catalizadores impregnados en Poraver (Capitulo VI); 1) Puerto de muestreo, 2) Biofiltro, 3) Fotorreactor
empacado con catalizador impregnado en poraver, 4) Impinger AGI-30, 5) Trampa de humedad, 6) Bomba
peristéltica
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Figura 12. Proceso de biofiltracion e inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles en continuo con los
catalizadores impregnados en Perlita o Poraver (Capitulo VII); 1) Puerto de muestreo, 2) Biofiltro, 3)
Fotorreactor empacado con catalizador impregnado en soporte, 4) Impinger AGI-30, 5) Trampa de humedad,
6) Bomba peristaltica

2.4Sistema fotolitico, sistemas de adsorcién y fotocataliticos

El fotorreactor consistiéo de un reactor de vidrio Pyrex anular de flujo pistdon con un
volumen efectivo de 210 mL. El fotorreactor contenia un tubo anular de cuarzo con
diametro interno de 1.5 cm que contenia una lampara UV de mercurio de baja
presion para emitir longitudes de onda de 254 nm (LAmpara pen-ray 11SC1 254nm
2.12 UVP 90-0012-01). El esquema del proceso donde se utiliz6 el fotorreactor
descrito se muestra en las Figuras 10, 11y 12.

Ademas, el fotorreactor operé con un tiempo de residencia de gas de 5.72
segundos. La salida gaseosa del biofiltro fue conectada a la entrada del fotorreactor
para desarrollar los procesos de control de fotdlisis y adsorcién y el proceso
fotocatalitico. El control de fotdlisis se desarrollé en el fotorreactor vacio y provisto
con la lampara UV a 254 nm Unicamente. Se corrié también un experimento control
de adsorcion, el cual se llevé a cabo con el volumen necesario de perlita 0 poraver
impregnado para tener 1 g de catalizador en el sistema [87]. Este sistema fue
muestreado durante 20 horas para determinar el tiempo de saturacidén del soporte,
es decir el punto en el que la concentracion de entrada era igual a la salida de
bioaerosoles.

El fotorreactor fue empacado con 49.61 mL de perlita impregnada con ZnO y con
19.34 mL de perlita impregnada conTiO2 (Figura 10 y 12). Asi mismo, para los
procesos desarrollados con poraver se emplearon 123.3 mL g de ZnO y 150.8 mL
g de TiO2 (Figura 11y 12). Los procesos se desarrollaron en flujo continuo con la
lampara UV a 254 nm para cada catalizador impregnado en perlita o poraver. Los
sistemas fueron evaluados por 96 horas. En cada sistema se tomaron 18 muestras
en total a la salida del fotorreactor. En las primeras 12 horas se tomaron dos
muestras de la salida del fotorreactor cada hora. A partir de las 12 horas se tomo
una muestra cada 12 horas hasta completar las 96 h de evaluacion.
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2.5Muestreo y caracterizacion de bioaerosoles

El muestreo de bioaerosoles fue desarrollado por medio del método de impactacion
en medio liquido. Se usé un impactador de vidrio, Impinger AGI-30 (Ace Glass Inc.,
Vineland, USA), de acuerdo a la metodologia estandar establecida por la NIOSH
[40]. Los bioaerosoles fueron muestreados a la salida del biofiltro con una velocidad
de flujo de 12.5 L/min durante 30 minutos. El flujo de entrada del impactador
consistio del flujo de salida del biofiltro (2.2 L/min) y una corriente de aire ambiente
a 10.3 L/min filtrada con un filtro de fibra de vidrio hidrofilico con un poro de 1.0 um
(Merck Millipore). Los impactadores estériles fueron llenados con 20 mL de una
solucién salina de fosfatos a un pH de 7.2 (PBS) filtrada y esterilizada antes del
muestreo. El esquema del muestreo se muestra en la Figura 13.

Aire emitidodel o
biofiltro con o
bioaerosoles Tt ,

Mezcla aire ambiente y aire
emitido por biofiltro

Conexién 12.5 Umin

Flujo Sénico
12.5 Umin

Airefitrado ~ T

Filt b & | = P
I "OI ze.::q ra-n ?:;; Muestreador
i Impinger AGI-30{!} |
|

Aire ambiente A

Bomba de vacio

Solucién Buffer
= de Fosfatos
(PBS)

Figura 13. Material y componentes necesarios para el muestreo de bioaerosoles por método de impigement

Se usé el citdbmetro de flujo BD FACSCalibur 342975 para la cuantificacion y
caracterizacion de las muestras de bioaerosoles. El citbmetro fue equipado con dos
laseres, el primero fue un laser azul de argoén-ién de 15 mW y 488 nm y un segundo
laser optico rojo de diodo a 635 nm y con un mezclador de haz como se muestra en
la Figura 14. Una celda de cuarzo con el flujo celular en el citémetro fue alineada
con el laser y acoplada a la coleccién Optica para asegurar que los laseres puedan
enfocarse con precision en la corriente de la muestra. Asi, la sefial mas grande y la
maxima cantidad de luz emitida se logré colectar [91].

Ademas de la dispersion de luz frontal (tamafio) y de dispersion lateral
(granularidad), se adquirieron las sefales fluorescentes verdes (530 nm-FL1),
fluorescentes amarillas (585 nm-FL2) y fluorescentes rojas (670 nm-FL3) mostradas
en la Figura 14. Los detectores del citbmetro de flujo fueron configurados con una
amplificacion logaritmica y los voltajes de ganancia establecidos fueron EQO para el
detector de tamafio, 350 para el detector de dispersion lateral, 600 para el detector
de fluorescencia verde, 550 para el detector de fluorescencia amarilla y 650 para el
detector de fluorescencia roja (ver Anexo 3).
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Para la medicion de la viabilidad de células un volumen de 500 pL de cada muestra
fue tefiido con 5 pL de Naranja de Tiazol [42 pumol/L ]y 5 pL de Yoduro de Propidio
[4.3 mmol/L]. Después de 5 minutos de tincion, 25 pL de una suspension de perlas
fluorescentes de conteo fue afiadida, esta suspension fue previamente sonicada por
20 minutos. Las muestras fueron medidas inmediatamente después de la tincion y
se leyeron a una velocidad de flujo medio para alcanzar 300-600 conteos por
segundo y 10,000 eventos (células objetivo) fueron cuantificadas para la adquisicion
de la base de datos. Todas las muestras se leyeron por duplicado. Se usé el
software Cell Quest Pro para el analisis de los datos.

488110 ?szo/m

585/42 \ | 9010 Divisor de haz
_’_Jj'_‘( 66116 )
/ ‘ ’
i J DM 5605
A < o
N/ ea0p
Espejo
medio
-
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Combinador
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O o =0
FSC
Lentes de

enfoque

Figura 14. Sistema 6ptico del citémetro de flujo BDCalibur [91].

La cuantificacion de esporas fungicas se realizO6 mediante microscopia de
epifluoresencia debido a que el citbmetro de flujo empleado no cuenta con el laser
violeta cercano al UVA (405 — 375 nm) [92]. La tincion de esporas fungicas y esporas
se hizo con Calcofluor-White (Sigma-Aldrich, 18,909-100ML-F). Se afladieron 10 pL
de calcofluor y 10 uL de KOH al 10% (P/V) a una muestra de 50 uL de bioaerosoles
manteniendo un tiempo de reaccién de 1 min antes de observar al microscopio. Se
colocaron 10 pL de muestra de bioaerosol tefiida en una camara de conteo (Bran-
Blau Brand, Germany). Las muestras se examinaron con una magnificacion de 40x
en un microscopio de epifluoresencia (Axon, Imager M2. Zeiss, Inc.) provisto con
una lampara de mercurio monocromatica (AxioCam MRm HBO-120 W Hg) y
equipado con el filtro FL Filter Set 49 DAPI-EX G365S con una emision de longitud
de onda de 465 nm. Para la captura de micrografias se usé la camara digital del
equipo y para procesar las imagenes el software de adquisicion ZEN 2012.
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Aproximadamente 35 imagenes por muestra fueron procesadas y analizadas por
duplicado (ver Anexo 4). Para los resultados de bioaerosoles fungicos (esporas
fungicas) no se realiz6 la composicidn de las muestras en base a viabilidad, solo se
contabilizaron los microorganismos totales en las muestras por microscopia de
epifluorescencia y de acuerdo al método reportado por Esquivel-Gonzalez et al.,
(2017) [3].

Los resultados obtenidos del citdmetro de flujo y de las imagenes capturadas con el
microscopio de epifluoresencia se expresan en células/m3-aire. Los datos se
procesaron con las ecuaciones 10y 11.

Célulasioraes (X Células) = (25 uL = X)

- “E i6n 10
uL (Volumen Totalpmyestrq )(500 L) cuacton

Z Célulastorqies = #CElulas,,qs + #Clulasyertas + #CEILAS gaiadas - Ecuacion 11

Células Células;yprqies Volumen Total,estra UL 1 min 1000 L »
= ... Ecuacion 12

m®de aire L 2.2 L 30 min' 1m?

Donde “X” corresponde al numero de perlas por 1 pL de solucion de perlas
fluorescentes. En este estudio se usaron dos lotes de soluciones y los valores de X
correspondieron a 956 y 940. Ademas, los datos en la ecuacion 12 corresponden a
un flujo 2.2 L y tiempo de residencia de gas de 60 segundos del biofiltro y
fotorreactor de 210 mL y 5.72 segundos, respectivamente.

2.6Inactivacion de bioaerosoles sobre el soporte/catalizador

Se extrajeron de 3 a 5 granulos de soporte de la parte superior, media e inferior del
empaque del fotorreactor para evaluar el mecanismo de inactivacién del proceso
fotocatalitico. Se usaron muestras de soporte sin impregnacion de catalizador, del
proceso de control de adsorcion y al final de las 96 h del proceso fotocatalitico. Los
granulos de cada seccion fueron colocados en una solucion de glutaraldehido (GTH)
al 2.5 % (V/V) diluido en PBS estéril. Después de 2 horas las piezas fueron
deshidratadas con soluciones de etanol:agua al 30, 50, 70, 90 y 100% por 15
minutos entre cada cambio, excepto para el ultimo cambio que fue hecho por 3
veces en total. Posteriormente, las muestras fueron secadas con el secador de
punto critico Tousimis Samdri-PVT-3D dryer. Finalmente, las muestras fueron
observadas en un MEB FEI QUANTA 250 con BSD [93].

Con la finalidad de cuantificar la cantidad de células totales retenidas en el soporte
empleado como empaque para el fotorreactor durante el proceso fotocatalitico, se
homogeniz6 el soporte resultante y se tom6 un 1 g de soporte para extraer los
bioaerosoles depositados, se usé solucién de PBS y sonicaciéon por 30 min.
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Transcurrido este tiempo se tomo el soporte solido y se colocé en otro tubo de
centrifuga de 50 ml estéril para repetir el procedimiento previamente descrito. Lo
anterior se hizo durante 3 veces mas con la finalidad de asegurar el desprendimiento
total de las células retenidas en el soporte. Se uso el citbmetro de flujo con el mismo
procedimiento de tincion y parametros de operacion del equipo descrito
anteriormente para analizar las muestras de bioaerosoles retenidos.

2.7Andlisis de gases
La concentracion de AE y CO:2 a la entrada y salida del biofiltro se determind por
medio de un Cromatografo de Gases (GC-Termo Scientific TRACE 1300) equipado
con una columna de polaridad intermedia BD-624, un detector de ionizacion de
flama (FID) y un detector de conductividad térmica (TCD). Se usé nitrégeno como
gas acarreador a 3.5 mL/min y con una presion de operacion de 28.4 kPa. Las
temperaturas de operacion para el FID fueron 180, 100 y 180°C para el inyector, la
columnay el detector, respectivamente. Las temperaturas de operacion para el TCD
fueron 180, 100 y 250°C para el inyector, la columnay el detector, respectivamente.

2.8Analisis de biomasa en el biofiltro
Se tomd muestra de los dos médulos del biofiltro cada mes para determinar sélidos
volatiles y sélidos fijos por métodos estandar reportados [94].

2.9Andlisis de pH y COT de lixiviados provenientes del biofiltro
Se analizé el pH con el potenciémetro y se midié el volumen de lixiviados con
probeta. Posteriormente, las muestras de lixiviados se filtraron con membrana de
0.2 um y se prepararédn diluciones 1:20 por duplicado para determinar la cantidad
de Carbono Organico Total (COT) con el analizador SHIMADZU (TOC-VcsN) [3],
[95].

A continuacién, en la Figura 15, se muestra el diagrama de bloques experimental
que resume las técnicas andliticas que se usaron para la cuantificacién y
caracterizacion de bioaerosoles y parametros operacionales del biofiltro asi como
las etapas en el desarrollo de proyecto.
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Figura 15. Diagrama de bloques del sistema experimental.
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CAPITULO IV:
ESTABILIZACION DE UN BIOFILTRO QUE TRATA VAPORES DE
ACETATO DE ETILO Y CARACTERIZACION DE LOS
BIOAEROSOLES EMITIDOS

RESUMEN

Los procesos de biofiltracion han sido ampliamente usados para el tratamiento de
compuestos organico volatiles con eficiencias de remocién reportadas de hasta
100% con diversas cargas volumétricas de diversos contaminantes, entre ellos el
acetato de etilo, desde 60 — 500 g/m3h. Debido a que el acetato de etilo es un
compuesto de alta biodegradabilidad se han estudiado procesos de biofiltracién con
diversas mezclas de contaminantes y variaciones en la carga, asi como procesos
con alimentacién continua e intermitente para imitar las condiciones reales de los
procesos industriales demostrando que la biofiltracion es un proceso viable para el
tratamiento de dicho contaminante.

Aunado a lo anterior, los cambios en la temperatura, humedad, en la carga de
alimentacion, en el pH, y otras variables de operacién (flujo, tiempo de retencién de
gases, sustrato, inoculo, tipo de empaque) hacen propicio que los procesos de
biofiltracion puedan actuar como medios de retencién o emision de bioaerosoles,
gue son contaminantes que degradan la calidad de aire de interiores debido a que
pueden representar un mayor riesgo a la salud para los ocupantes de los edificios
por las diversas enfermedades infecciosas, respiratorias y cronico degenerativas
que pueden ocasionar y aunado a que los individuos pasamos mas del 80% del
tiempo en interiores.

Por lo anterior, en la presente investigacion se desarrollé un proceso continuo en
estado estable de biofiltracion para degradar vapores de acetato de etilo y para
cuantificar y caracterizar la emision real de bioaerosoles por medio de la técnica de
citometria de flujo con tincién de células con fluorocromos.

Palabras clave: biofiltracion, acetato de etilo, emisién de bioaerosoles, citometria
de flujo
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1. INTRODUCCION

El acetato de etilo es un solvente orgénico volatil comercial ampliamente usado en
la industria de pinturas, barnices y plastico [29]. Las exposiciones agudas a sus
vapores pueden inducir a una narcosis temporal en animales, causar irritacién
respiratoria y ocular, asi como la pérdida de peso y efectos sedativos cuando las
exposiciones son cronicas [29], [95]. Ademas, el acetato de etilo es explosivo y tiene
un olor caracteristico que contribuye a la degradacion de la calidad de aire de
interiores [29].

Por lo anterior se han desarrollado tecnologias fisicoquimicas y biolégicas para el
tratamiento de corrientes contaminadas con compuestos organico volatiles (COVs)
y entre dichas tecnologias destaca la biofiltracion. La biofiltracion es un proceso
biol6gico ampliamente usado para el control y eliminacion de compuestos volatiles
con altas eficiencias de eliminacion de los contaminantes donde en un reactor se da
la conversion de un compuesto quimico en fase gaseosa a productos comunes de
la degradacion biologica como COz2, agua y biomasa [28], [29], [86], [96], [97]. En el
reactor se hace pasar una corriente de gas contaminado a través de un medio
poroso donde crecen microorganismos y ocurre la degradacion del contaminante
[28].

Asi, se han desarrollado diferentes estudios para tratar el acetato de etilo en los que
se ha demostrado que el contaminante es un compuesto de facil degradacion
debido a que es hidrofilico y no presenta una limitante en la transferencia de masa
a través de la biopelicula [98]. Ademas, se ha encontrado que el acetato de etilo es
altamente biodegradable con respecto a otros contaminantes, por lo que los
microorganismos prefieren consumirlo como sustrato y beneficia el crecimiento de
la biopelicula [96], [98], [99] y por tanto a la estabilidad en la operacién de un biofiltro
que trate dicho contaminante.

Por lo anterior, se han desarrollado estudios que han tratado acetato de etilo con
carga continua [86], [96], [100] e interrumpida [100] y con altas cargas tratadas con
un 100% de degradacion desde 200 (g/ms3h) [86], [99] hasta 450 (g/m?3h) [98], sin
embargo se ha comprobado que la degradacion de acetato de etilo produce
subproductos gaseosos como etanol, acido acético y acetaldehido que se
solubilizan en el lecho de empaque y en los lixiviados del biofiltro, lo que puede
llegar a representar un problema en su tratamiento que ha sido superado
recirculando la corriente de tratamiento, cambiando la frecuencia de riego o
adicionando sustancias, como agua destilada, para mantener un pH estable entre 5
a 7.5 que sigue permitiendo el desarrollo de la biopelicula y una degradacion de
100% del contaminante [29], [86], [96], [98], [99].

Pese a las ventajas que presenta la biofiltracibn para el tratamiento de

contaminantes se han reportado que los biofiltros pueden actuar como medios de

retencién o de emisién de bioaerosoles [1], [3], [101], [102] que pueden llegar a
56



representar un mayor riesgo a la salud que los COVs debido a las diversas
enfermedades infecciosas (gripa, influenza o tuberculosis), respiratorias (asma,
rinitis, conjuntivitis o pneumonias hipersensitivas), pulmonares obstructivas crénicas
y cancer [7].

Los bioaerosoles se definen como particulas suspendidas en el aire provenientes
de material biolégico que contiene el biofiltro [32]. Consisten de bacterias, hongos,
virus, particulas de peso molecular alto, alergénicos, endotoxinas, micotoxias,
peptidoglicanos, B(1->3)-glucanos, polen y fibras de planta [6], [33]. La mayoria de
los bioaerosoles se encuentran en un tamafio respirable, es decir, de 0.003 a 200
pm, por lo anterior son contaminantes que degradan la calidad de aire de interiores.

La cantidad de bioaerosoles emitidos por los procesos biol6gicos depende de las
condiciones de operacion que se desarrollen durante el proceso de biofiltracion e
incluso cuando se alcanza un estado estable de biodegradacion de contaminantes
durante el proceso de biofiltracion, la emisién de bioaerosoles se ve afectada por el
porcentaje de humedad, ya que se ha demostrado que a mayor contenido de
humedad en el proceso disminuye la emision de esporas flngicas debido a que se
tiene un mejor efecto de retencion de la biopelicula al soporte [1], [102]. Vergara y
col. (2012) [1] reportaron que cuando el porcentaje de humedad decrece de 85% a
20% se emiten hasta 4.44 veces mayor cantidad de esporas flngicas y que existe
un patron similar cuando la temperatura de operacion es 10 grados mayor o 10
grados menor a la adecuada para los microorganismos.

El tipo de sustrato o sustratos y continuidad en la alimentacion de carga juegan un
papel importante en la concentracién de bioaerosoles emitidos por los biofiltros. Se
ha demostrado que cuando se tienen condiciones de estrés para los
microorganismos, los procesos de biofiltracion tienden a emitir una mayor
concentracion de bioaerosoles [1], [3], [31]. Otro factor importante a considerar es
la disponibilidad de nutrientes esenciales para los microorganismos, como el
nitrégeno, ya que cuando se tienen condiciones limitantes la emision de
bioaerosoles aumenta [1], [101]. La presencia de compuestos inhibidores como
otros contaminantes con menor biodegradabilidad u ozono afectan el rendimiento
del biofiltro [86], [96], [99], [100] y por ende deben afectar la concentracion de
bioaerosoles emitidos por los biorreactores ya que afecta directamente a la
formacion de las biopeliculas y por consecuencia afecta la cantidad de biomasa en
el proceso y al desprendimiento o retencion de microorganismos en los
biorreactores [1]-[3].

Por otro lado, la mayoria de los estudios enfocados a la cuantificacion y
caracterizacion de bioaerosoles se han hecho con métodos de cultivo dependiente
y se han reportado valores de 60-1.38x10° UFC/m? aire [2], 1.8x10* — 4.5x10°
UFC/m?3 de aire [1], 262-392 UFC/m?3 de aire [30] y 2.1x10% — 9.0x10* UFC/m? de
aire [31], sin embargo se sabe que los métodos de cultivo dependiente subestiman
la cantidad y diversidad real de los bioaerosoles ya que solo el 10% de los
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microorganismos suspendidos en el aire son cultivables [7], [33]. Lo anterior se
comprueba con el estudio realizado por Esquivel y colaboradores (2017) ya que la
cantidad de bioaerosoles que reporta es al menos dos a cinco ordenes de magnitud
superior a la de los otros estudios realizados.

Por lo anterior, en la presente investigacion se desarrollé un proceso de biofiltracion
para tratar vapores de acetato de etilo con una carga constante de 60 g/m3h y sin
periodos de inanicion con la finalidad de cuantificar y caracterizar la emision de
bioaerosoles del biofiltro operando en condiciones estables. EI muestreo de
bioaerosoles se realizé por medio del método de impactacién en medio liquido y la
caracterizacion y cuantificacion de bioaerosoles por medio de la técnica de
citometria de flujo acoplada a la tincién celular con fluorocromos para cuantificar el
total de bioaerosoles, asi como las células vivas, muertas y dafiadas.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Desempeiio del biofiltro en la degradacidon de acetato de etilo

El biofiltro operd durante 130 dias continuos, periodo en el cual se midié la carga
inicial (Cl) de AE, asi como su capacidad de eliminacion (CE), Produccién de CO:
(PCOy), Eficiencia de Remocion (ER%) y porcentaje de Mineralizacion (M%). En las
Figuras 16 y 17 se muestra que la capacidad de eliminacion fue igual a la carga
inicial por lo que la eficiencia de remocion alcanzé un 100% en todo el periodo de
operacion.

Lo anterior se debe a que el AE es un éster de baja complejidad quimica, altamente
soluble por su coeficiente de particion octanol/agua (Log Kow) de 0.73 lo que permite
su alta biodisponibilidad y rapido consumo por los microorganismos en el biofiltro y
debido a que el AE es un compuesto hidrdfilico, la transferencia del contaminante
de la fase gaseosa a la fase liquida del biofiltro no es un paso limitante sino la
degradacion microbiana del AE [29], [103]

El alto consumo de AE provoco el aumento en la cantidad de biomasa y asi el
aumento de la caida de presion del biofiltro de 1 cm H20m™, en los primeros 15 dias,
a 3.8 cmH20m™%, en el dia 120 de operacion [86].

La Producciéon de CO2 (PCOz) y porcentaje de mineralizacion (M%), mostrados en
las Figuras 18 y 19, se pueden relacionar ya que se observé que durante los 130
dias de operacioén del biofiltro el M% fue superior al 100%. Lo anterior se debe a
gue existe un consumo de la fuente de carbono residual del inoculo, el cual se hace
evidente durante los primeros 29 dias de operacion ya que el M% es menor a 400%.
Sin embargo, a partir del dia 30 se registré un M% entre 500 a 1050. Este M% se
puede atribuir a un autoconsumo de los microorganismos (decaimiento endégeno)
[28], [34].
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A partir del dia 40 se detecto la presencia de acaros de un tamafio promedio de 0.1
mm. Dichos organismos se observaron con un microscopio Optico cuando fueron
arrastrados a los lixiviados del biofiltro (ver Figura 23). La fuente de acaros fue la
corriente de aire exterior que provenia del compresor debido a que los acaros son
microartropodos cosmopolitas de vida libre y sapréfagos o microfitéfagos, es decir,
se pueden alimentar de restos de materia organica, hongos y bacterias [104].

Por lo anterior, a partir del dia 40 la estrategia de riego de medio mineral cambio,
de regar el biofiltro dos veces por semana a una vez por semana. De esta manera
se evito la proliferacion de dichos organismos ya que se ha reportado que los acaros
proliferan cuando el contenido de humedad en el medio aumenta [104], [105]. A
pesar de cambiar la frecuencia de riego se detecto la proliferacion de los acaros, sin
embargo, la degradacion de AE permaneci6 estable, es decir, se degradé el 100%
de AE. La presencia de los acaros impacté en la produccién de CO2 ya que, aunado
al decaimiento enddgeno, existia la depredacion de la biomasa que constituia la
biopelicula y produccion de sustancias organicas mas simples provenientes de las
excreciones de los acaros [104], [105] y por tales razones a partir del dia 69 se
registré un M% superior a 1000% y una produccién de CO: de hasta 1700 g/msh.
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2.2 Perfil de pHy contenido de COT

Al mismo tiempo se puede observar un descenso de pH en los lixiviados del biofiltro
en la Figura 20. Las variaciones del pH en este estudio se deben a tres razones: la
primera, a la carga inicial del acetato de etilo que aumenté de 30 a 60 g/m°hen la
primera semana durante la fase de adaptacion del consorcio microbiano al sistema
y con ello aumento el pH [96]; la segunda, se debe a la liberacion de subproductos
por la biodegradacion del acetato de etilo, que acidifican el lecho y los lixiviados ya
que se ha reportado que se generan subproductos gaseosos de degradacién como
el etanol, acido acético y acetaldehido a concentraciones detectables en 5, 10 y
0.01 % de la carga inicial de la corriente, respectivamente [98]. Sin embargo, la
acidificacion del lecho no afectd el rendimiento del biofiltro. La tercera se puede
atribuir al aumento de la concentracion de iones bicarbonato por la produccién de
CO:2 que reacciona con el calcio del medio mineral y la humedad del lecho afectando
asi la alcalinidad y pH [106]. Las reacciones de degradacién del acetato de etilo
involucran reacciones de sustitucion nucleofilica sobre el carbono insaturado del
grupo éster en el compuesto y se muestran a continuacion:

HT

H3C - COO - CH3 + HC03_ + H20 d H3C - C " _OHpka=15.9 + CH3 - COOHpka=4—.8 ...Ecuacién 13

Ht

H;C — COO0 — CHy + HCO3 + Hy0 < H3C — C+ —OHppqey50 + CHy — CHOppg=y 5 - Ecuacion 14

De igual manera se cuantifico el COT en las muestras de lixiviado del biofiltro como
se muestra en la Figura 21 y se encontr6 que el valor de COT aumento
gradualmente a partir del dia 41 que fue cuando se cambid la estrategia de riego
del medio mineral para evitar el exceso de humedad y proliferacion de los acaros
en el lecho. El cambio de estrategia de riego provocé una acumulacion de
metabolitos acidos por la biodegradacion del AE, por lo que el aumento de COT y
la acidificacion de los lixiviados esta relacionada con la formacion de acido acético
y acetaldehido [2], [86], [98].
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2.3 Biomasa en el biofiltro

Se ha reportado que la mayor eficiencia de remocion de los contaminantes en
biofiltros ocurre en los primeros 30 cm de lecho (40-80%) [29], [98], [100], [103], este
estudio también confirma lo anterior, el médulo 1 del biofiltro registré una capacidad
de eliminacion de 57.21 + 13.33 g/m?3h, y fue el modulo que contenia mayor cantidad
de biomasa que el médulo 2 a lo largo del periodo de operacion del biofiltro (Figura
22).

En la Figura 22 se puede observar una disminucion de la cantidad de biomasa a
partir del dia 72 al dia 124 de 0.18 gbiomasa/gsoporte a 0.13 gbiomasa/gsoporte,
respectivamente. Lo anterior se puede atribuir a la presencia de los depredadores
de la biopelicula mostrados en la Figura 23 (acaros), reduciendo la velocidad de
acumulacion de la biomasa y reciclando nutrientes inorganicos esenciales en el
biofiltro [28]. El control de taponamiento por 4caros ya ha sido reportado y es una
estrategia altamente eficiente para el control excesivo de biomasa [28], [104], [105].
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Figura 22. Porcentaje de biomasa en los modulos del biofiltro
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Figura 23. Acaros recuperados de los lixiviados del biofiltro

2.4 Emision de bioaerosoles

En la Figura 24 se puede observar la composicion de las muestras de bioaerosoles
(barras) y la cantidad total de bioaerosoles emitidos durante 13 dias de operacion
del biofiltro en estado estable (eficiencia de remocion del 100%). En la Figura 24 se
muestra que se emitieron hasta 1.2x108 bioaerosoles totales (células/m3aire) en el
dia 127 y un minimo de 5.58 x10°8 bioaerosoles totales (células/m3aire) en el dia
117. Ademas, se puede apreciar que las células vivas representan hasta un 80% de
la composicion de bioaerosoles emitidos por el biofiltro.

Alvares-Hornos y col. (2007) [100] realizaron la cuantificacion y caracterizaciéon en
las muestras de biomasa adherida al soporte. Las muestras de soporte fueron
analizadas por microscopia de epifluorescencia. Se usaron tinciones con Syto 9y
Yoduro de Propidio, como fluorocromos, para definir el nimero de células vivas y
muertas, respectivamente. Determinaron una cantidad total de 6.4x10°- 2.8x10'° de
UFC/gramosoporte, de las cuales, a una carga de 65 g/m3h de acetato de etilo y un
EBRT de 60 segundos, demostraron que la composicion de las muestras variaba
con respecto a la altura del biofiltro, en la parte inferior la composicion era de 60 %
muertas y 40 % vivas y en la parte superior fue de 20% muertas y 80% vivas [100].
Lo anterior puede sugerir el porcentaje de células vivas y muertas que puede emitir
un biofiltro y en este estudio se comprobd, durante 13 dias, que la composicion de
los bioaerosoles totales emitidos por el biofiltro operado en estado estable
corresponde hasta un 80% de células vivas, 16% de células muertas y 4% de
células dafiadas.

Esquivel y col. (2017) [3] reportaron la cuantificacién y caracterizacion, por medio
de la técnica de microscopia de epifluorescencia, de bioaerosoles reales emitidos
por biofiltros que tratan vapores de Tolueno y empacados con tezontle y perlita.
Demostraron la importancia de mantener las condiciones de operacién constantes
para la biofiltracion, como la humedad y la carga inicial continua, para evitar
diferencias significativas en la cantidad de bioaerosoles emitidos [1], [3]. Ademas,
concluyeron que el tipo de soporte influye en la cantidad de bioaerosoles emitidos
ya que la perlita es mejor medio de soporte para la formacion y retencion de
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biopelicula que el tezontle debido a que registraron una emision maxima de
bioaerosoles por el biofiltro empacado con perlita de 7x107 células/m3aire y con una
composicién de bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y esporas fungicas de
40, 28 y 32 %, respectivamente y una emision maxima de 1.3x108 células/m?3aire
(1.85 veces mayor) y con una composicion de bacterias Gram-negativas, Gram-
positivas y esporas fungicas de 45, 28 y 27 %, respectivamente por el biofiltro
empacado con tezontle [3].

En el presente estudio se cuantificé una emision maxima y minima de bioaerosoles
de 1.2x108 células/m3aire y 5.58x10° células/m3aire, respectivamente. El promedio
de emisién de bioaerosoles fue de 4.05x107 + 2.28x10° células/m3aire, este valor es
del mismo orden de magnitud que el reportado por Esquivel y col. (2017) para el
biofiltro empacado con Perlita. Por lo anterior, se comprobd que los métodos de
cultivo dependiente subvaloran la cantidad real de bioaerosoles suspendidos en el
aire ya que se han reportado valores minimos de 60 UFC/m? aire [2][1] hasta
valores maximos de 9.0x10% UFC/m? de aire [31], los cuales representan, al menos,
3 ordenes de magnitud inferiores al presente estudio y el de Esquivel y col. (2017)

3].

Soret y col. (2018) [102] realizaron un estudio, con dos biofiltros operados en
paralelo, para la degradacion de una mezcla de hidrocarburos de petroleo a escala
piloto y empacados con aserrin (virutas de madera) en el cual se demostrd, por
medio del uso del contador Optico de particulas totales y viables (BioTrak 9510-BD),
gue los biofiltros fungen como medios de remocién de particulas totales inorganicas,
organicas y viables (células vivas). Se registr6 un promedio de 3800 + 2400
particulas viables/m3aire como concentracion de entrada a los biofiltros y un
promedio de emisién de los mismos de 950-970 + 750 particulas viables/m?3aire (80
% remocién de particulas viables/m?3aire) [102].

El contador Optico opera como un equipo de cuantificacion y caracterizacion de
bioaerosoles por método de cultivo independiente, sin embargo, al comparar los
valores de entrada y emision de bioaerosoles reportados en el estudio con los
reportados por Esquivel y colaboradores (2017). La concentracion de células
reportadas por Soret (2018) son de 7 a 4 Ordenes de magnitud inferiores con
respecto al presente estudio. Lo anterior se atribuye a que el contador solo identifica
particulas dentro de un rango de tamafio de 0.5 — 25 um excluyendo el resto de las
células de mayor o menor tamafio. Dicho rango de cuantificacién por el contador
Optico corresponde al tamafio nominal de las bacterias (0.5 — 20 um) [7], sin
embargo excluye microorganismos como levaduras, esporas bacterianas y fungicas
(25 — 200 um) [33], [40], [107].

La corriente de aire, que proviene del compresor de aire, también contiene
bioaerosoles del aire de exterior. Se ha demostrado, que la concentracion de
bioaerosoles promedio en aire de exteriores es de 3x10’ UFC/m3aire [3]. Por lo
anterior, se puede atribuir que los valores extremos, minimo (5.58x10°
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células/m3aire) y maximo (1.19x108 células/m?3aire), registrados en el presente
estudio fluctuaron debido a la concentracion de entrada de bioaerosoles al biofiltro
[1], [3], fungiendo como medio de retencion cuando se registré el valor minimo de
emision y fungiendo como fuente de bioaerosoles el dia 127 con la maxima
concentracion de bioaerosoles registrada debido a que, previamente en el dia 121,
se registro uno de los valores mas acidos de pH (6.25+£0.01) (Figura 20).

90% o
1.20E+08 ‘®
__ 80% ©
g\i 70% 1.00E+08 %
n ©
o 60% 8.00E+07 =
@ 50% ks
Q 20% 6.00E+07 %
S 30% 4.00E+07 S
[an) (7]
20% 2.00E+07 5

+
10% ' 2
0% 0.00E+00 &
103 106 108 110 113 117 120 121 122 123 124 127 128 _D%

Operacion del biofiltro (dias)

mm Vivas Muertas = Dafladas =O==Totales
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Figura 25. Emisién de bioaerosoles y capacidad de eliminacion de los vapores de acetato de etilo

La emision de bioaerosoles totales del biofiltro no es constante ya que fluctu6 de
5.58 células/miaire a 1.2x108 células/m3aire, como se puede observar en las
Figuras 24 y 25, sin embargo, en la Figura 24 se puede observar que la composicion
de las muestras, en cuanto a viabilidad de células si es constante con respecto al

tiempo porque se mantiene un porcentaje de 80%, 16% y 4% de células vivas,
muertas y dafiadas, respectivamente.

64



Ademas, en la Figura 25 se muestra que no existe una correlacion directa entre la
carga inicial de AE y la cantidad de bioaerosoles emitidos debido a que se degrada
el 100% del AE que se suministra al biofiltro.

2.5 BALANCE DE CARBONO

El balance de carbono se realizé calculando el area bajo la curva de la Capacidad
de Eliminacion (g/m3h) del AE vs. La Producciéon de CO2 (g/m3h) con los datos
mostrados en las Figuras 18 y 19 y mediante el software Origin 8.0 y siguiendo el
manejo de datos de acuerdo a Saucedo y colaboradores (2016) [31].

Los datos mostrados en la Tabla 7 revelan que la mayor cantidad de carbono
consumido se transforma en CO2 (Ecuacion 15) con un 92.53 %, el 6.22 % del
carbono consumido se utiliza para la generacion de nuevas células (biomasa) y solo
el 0.07% se transforma en subproductos. Los valores obtenidos se deben a la carga
constante de AE y al estado estable alcanzado por el biofiltro con una eficiencia de
remociéon de AE del 100% [1], [2], [86].

De acuerdo al balance de carbono por cada mol de AE consumido se producen 0.06
moles de biomasa y 3.66 moles de CO2. Asi, el producto principal de la
mineralizacion de AE fue el diéxido de carbono como se muestra en la ecuacion 15,
gque es una estimacibn de la reaccion estequiometrica que involucra la
biodegradacion del AE y su transformacion en biomasa, didxido de carbono y agua,
principalmente [34], [98].

C,Hg0, + 4.650, + 0.06NO; — 0.06CsH,0,N + 3.66C0, + 0.002HCO; + 3.56H,0 ... Ecuacién 15

Tabla 7. Balance de carbono global

(C-AE) | (C-COy) | Biomasa | C- Mineralizacion | COT (C-Subp) Carbono
[g] [g] en Biomasa | [%] total [%0] Total
Biofiltro | [%] [g/m3] [%0]
[9]

210.05 | 19437+ | 26.14 + 6.22 £ 92.53+3.51 0.14+ | 0.07+0.02 | 98.82+
12.79 2.11 0.32 0.01 1.21

C — AE= Carbono proveniente de acetato de etilo
C — COz2 = Carbono en dioxido de carbono

C — Biomasa = Carbono de la biomasa en biofiltro
COT = Carbono Orgénico Total

C — Subp = Carbono en subproductos

3. CONCLUSIONES

Durante los 130 dias de operacion del biofiltro se obtuvo una eficiencia de
degradacion de 100%, por lo que se alcanzé un estado estable del biofiltro bajo las
condiciones de operacion planteadas. El estado estable también se comprueba con
el balance de masa de carbono debido a que demuestra que el 92.53% de carbono

65



consumido se convierte a COz, el 6.22% se retiene en la biomasa del sistema y el
0.07% se transforma en subproductos de biodegradacion del acetato de etilo. En
algunos periodos de operacion se alcanzé un porcentaje de mineralizacion superior
al 100% debido a que se consume el carbono residual del inoculo, el decaimento
enddgeno de los microorganismos que conformar la biopelicula sobre el empaque
del biofiltro y la depredacion de los mismos por los &caros. Ademas, la acidificacion
del medio y los lixiviados se debe a la presencia de subproductos de la
biodegradacion del acetato de etilo y la presencia de iones bicarbonato por la
produccion de COg, sin embargo, dicha acidificacién no afectd el rendimiento del
biofiltro.

Se registr6 un promedio de emision de bioaerosoles de 4.05x107 + 2.28x10’
células/m3aire encontrandose que no existe una correlacion directa entre la carga
inicial de acetato de etilo y la cantidad de bioaerosoles totales emitidos, la emision
de bioaerosoles se puede ver afectada debido a las variaciones del pH y la
concentracion de los mismos que ingresan al sistema desde el aire ambiente. La
composicion de bioaerosoles emitidos por el biofiltro en estado estable se mantuvo
constante con respecto al tiempo, emitiendo un minimo de 60% hasta un maximo
de 80% de células vivas.
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CAPITULO V:
INACTIVACION DE BIOAEROSOLES EN FLUJO CONTINUO CON
ZnO Y TiO2 IMPREGNADOS EN GRANULOS DE PERLITA

RESUMEN

Los bioaerosoles son contaminantes clave del aire de interior que pueden provocar
diferentes enfermedades infecciosas, respiratorias y cronico degenerativas, como
el cancer, ademas, se sabe que una de las principales fuentes de bioaerosoles son
los procesos biologicos para el tratamiento de corrientes de aire contaminadas. Por
lo anterior, se desarrollé un proceso de inactivacion fotocatalitica con flujo continuo
de bioaerosoles reales emitidos por un biofiltro que traté vapores de acetato de etilo.
Un fotorreactor anular de 210 mL operé con un tiempo de residencia de gas de 5.72
segundos. El fotorreactor fue empacado con perlita, previamente impregnada con
los catalizadores ZnO o TiOz y se coloco una lampara-UV de 254 nm en el tubo
anular de cuarzo del fotoreactor para fotoexcitar los catalizadores. Los bioaerosoles
fueron muestreados a la entrada y salida del fotorreactor por medio de un impinger
AGI-30 y los bioaerosoles fueron cuantificados y caracterizados por medio de la
técnica de citometria de flujo usando fluorocromos para determinar el nimero de
células vivas, muertas y dafiadas en las muestras.

Los sistemas fotocataliticos fueron conectados a la salida del biofiltro,
desempefiandose como un proceso de post-tratamiento de bioaerosoles. Los
resultados mostraron que el sistema fotocatalitico mas eficiente fue el de
ZnO/Perlita con un 68-72% de inactivacion de bioaerosoles, manteniendo dicho
porcentaje de inactivacion durante 7.5 horas en comparacion con el sistema
fotocatalitico compuesto de TiO2/Perlita que tuvo un porcentaje de inactivacion de
bioaerosoles maximo de 40% durante 1 hora. También se determiné el tiempo de
vida media para ZnOy TiOz, los cuales fueron de 60 horas y 1 hora respectivamente.
También se determiné que los bioaerosoles emitidos por el biofiltro estan
compuestos de 81 — 97 % de bacterias y levaduras y de 3 — 19 % de esporas
fungicas. El sistema ZnO/Perlita logré disminuir la concentracibn de esporas
fungicas en un 63.08 + 13.63 % en las primeras 5 horas de evaluacion del sistema
mientras que en el sistema TiO2/Perlita se registré una disminucién de hasta 32.40
+ 21.33 % en las primeras 2.5 horas.

Palabras clave: Biofiltracién, emision de bioaerosoles, fotocatalisis en flujo
continuo, citometria de flujo, microscopia de epifluorescencia.
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1. INTRODUCCION

Los procesos biolégicos como la biofiltracion, biorreactores con membranas y
biolavadores han sido desarrollados para tratar compuestos orgénico volatiles, H2S,
NHs, NOx, y otros gases , estos procesos son altamente eficientes con valores
arriba del 80% de la carga inicial [105]. Sin embargo, se ha reportado que dichos
procesos biolégicos emiten de 60 a 10° UFC/m?3 de bioaerosoles alterando asi la
calidad del aire [1], [2], [31], [108].

Los bioaerosoles se definen como particulas suspendidas en el aire provenientes
de material biologico [32]. Consisten de bacterias, hongos, virus, particulas de peso
molecular alto, alergénicos, endotoxinas, micotoxias, peptidoglicanos, B(1->3)-
glucanos, polen y fibras de planta [6], [33]. La mayoria de los bioaerosoles se
encuentran en un tamafo respirable, es decir, tienen un didmetro aerodinamico
entre 0.5 y 200 um [33]. Los bioaerosoles pueden causar diversas afecciones a la
salud como enfermedades infecciosas (gripa, influenza y tuberculosis),
enfermedades respiratorias (asma, rinitis, conjuntivitis, pneumonias) y cancer [6],
[38], [56].

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) ha establecido como Valor Limite de
Exposicion (ELV) de bioaerosoles en aire de interiores de 300 UFC/m3. Aunque, se
han reportado concentraciones de bacterias filamentosas, bacterias entéricas y
esporas del orden de 102 — 10* UFC/m?3y 100 esporas/m?3, respectivamente [7], [32].

El potencial de los sistemas de biofiltracion para el control de bioaerosoles o
particulas suspendidas en aire ha sido documentado [108], [109]. Sin embargo, los
estudios reportados se han desarrollado con métodos de cultivo dependiente, asi
como la mayoria de los estudios de bioaerosoles en aire de interior y se sabe que
dichos métodos subestiman la concentracion real de bioaerosoles ya que solo el
10% de los microorganismos suspendidos en el aire son cultivables. Ademas, los
métodos estan limitados por las condiciones ambientales y medios de cultivo
especificos [1]-[3].

Por lo anterior, existen métodos de cultivo independiente como la citometria de flujo
que representa una alternativa a los métodos de cultivo dependiente ya que
cuantifica el total de células y metabolitos muestreados por medio de tinciones con
fluorocromos que se unen a componentes celulares especificos por lo que permite
la caracterizacion de las células vivas, muertas o dafiadas [33], [47], [110].

Se han desarrollado diversas tecnologias para el control y remociéon de los
bioaerosoles en aire de interiores. Las tecnologias fisicas, térmicas y quimicas son
efectivas por un tiempo aunque involucran altos costos energéticos y pueden
representar un medio de acumulacion y proliferacion de microorganismos por las
condiciones de humedad y temperatura [49], [50]. Dentro de las técnicas de
oxidacion avanzada, la fotocatdlisis heterogénea representa una alternativa viable
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ya que se producen radicales hidroxilo (-OH), los cuales son altamente reactivos y
son consideradas las especies oxidantes dominantes que contribuyen a la
mineralizacion de los bioaerosoles [4], [17] mediante el rompimiento de la
membrana celular, causando la oxidacion de las proteinas (desnaturalizacion) y
dafio al ADN causando la inactivaciéon o muerte celular [70].

Se han evaluado los efectos antimicrobianos de varios oxidos metalicos como el
TiO2 [5], [18], [19], [61], ZnO [61], [72], [74], AgO [75] o CuO [74], [79], [111], [112].
Se ha estudiado el efecto antimicrobiano que tienen las nanoparticulas de ZnOy sin
irradiacion para la inactivacion de E. coli en agua obteniendo hasta un 90% de
inactivacion celular por la acumulacién de los iones de Zn?* en espacios
intracelulares [74] y para la inactivacion de Campylobacter jejuni y Salmonella
entérica donde se demostré una modificacion morfologica celular por el contacto de
las nanoparticulas con la membrana celular y una inactivacién del 100 % para 1x104
UFC/mL después de 16 horas de contacto [113], ambos estudios se han realizado
en sistemas en lote. También se ha estudiado el efecto antimicrobiano del TiOz y
ZnO en procesos fotocataliticos en lote desarrollados en agua para la inactivaciéon
del 100% de células de E. coli (concentracion inicial de 1x107 UFC/mL) y se
demostré que se producen 3 tipos de especies reactivas oxidantes: radical
superoxido (03 ), radical hidroxilo (OH") y oxigeno (O2) que atacan las membranas
celulares ademas de la liberacion de iones de Zn?* que dafian a las células [70].

Debido a la alta efectividad para la inactivacion microbiana en sistemas acuosos se
han estudiado procesos continuos para la inactivacion de bioaerosoles sintéticos.
Los bioaerosoles sintéticos son aquellos con cultivos prefabricados de bacterias u
hongos con especies y concentraciones de nebulizacion conocidas como
Pseudomonas, Staphylococcus, Aspergillus, Peniciilium [61], Staphylococcus
epidermidis o Bacillus subtilis [19] que son comunmente encontradas en aire
ambiente. Los bioaerosoles sintéticos son generados a partir de cultivos con una
concentracion conocida, dichos cultivos son sometidos a equipos que aerolizan las
soluciones para poder deshidratarlas y posteriormente son sometidos a equipos
nebulizadores que emiten los microorganismos con una humedad controlada y en
forma de gotas. Los resultados de estos estudios son diversos debido a que se ha
alcanzado una inactivacién de bioaerosoles sintéticos dentro del rango de 20-99%
pero es necesario recordar que los estudios se han desarrollado con 1-4 géneros
de microorganismos y con concentraciones menores a 107 UFC/m3aire [19], [20],
[114], [115]. Por ejemplo, el TiO2 ha sido impregnado en monolitos de acetato de
celulosa para la inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles sintéticos (E. coli,
Psuedomonas aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus, Aspergillus fumigatus, y
Peniccillium spp.) con un tiempo de residencia (TRG) de 18 s y con una eficiencia
arriba del 80% para hongos y bacterias [20]. Asi mismo, se han evaluado las
nanoparticulas de P25-Degussa (TiO2) impregnadas en filtros HEPA para la
inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles sintéticos compuestos de Aspergillus
niger, Penicillium citri-num, Staphylococcus epidermidis, y Bacillus subtilis con un
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TRG de 3.43 s donde se alcanzo6 una inactivacion de 60% para hongos y 80% para
bacterias [19].

Por otro lado, Sanchez y col. (2012) [61] estudiaron la inactivacion fotocatalitica de
bioaerosoles, de un laboratorio de 42 m? ocupado por cinco personas, con TiOz,
impregnado en Tereftalato de Polietileno (PET), y con un tiempo de residencia de
gas en el fotorreactor de 0.12 s. Encontraron una eficiencia de inactivacion para
bacterias de hasta 76% y sin inactivacion significativa para hongos. El estudio fue
realizado con impactadores Andersen por lo que el analisis de bioaerosoles
involucra métodos de cultivo dependiente y, como consecuencia, subvaloran la
concentracion y diversidad de los bioaerosoles.

La pérdida de los semiconductores en la fase gas en sistemas de flujo continuo es
uno de los problemas mas importantes de los sistemas fotocataliticos operados en
flujo continuo debido a su bajo tamafio (2 — 50 nm) [4], [114], [115], por tal razén la
impregnacion de los semiconductores en materiales como polimeros, fibra de vidrio,
filtros de celulosa, perlita, placas de vidrio de cuarzo y otros parece ser una
alternativa viable para evitar este problema [18]-[20], [61], [87].

Debido a lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la inactivacion
fotocatalitica de bioaerosoles reales emitidos por un biofiltro que trata vapores de
acetato de etilo. Los catalizadores ZnO y TiOz impregnados en perlita fueron usados
como sistemas fotocataliticos y la técnica de citometria de flujo se utilizé6 para
cuantificar y caracterizar las células bacterianas vivas, muertas y dafiadas de las
muestras de bioaerosoles. Para la concentracion total de microorganismos fungicos
se usO la técnica de microscopia de epifluoresencia. De acuerdo a nuestro
conocimiento, ningun otro estudio ha reportado este proceso en la literatura.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Caracterizacion e impregnacion de catalizadores

2.1.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia del ZnO se muestra en la Figura 26. Se determin6 que el ZnO tiene
una forma hexagonal caracteristica del zinc [31], ademas, se observé un
empaquetamiento de cristales. En la Figura 27 se muestran los cristales de TiO2
cubicos y aglomerados.

En las Figuras 26 y 27 se muestra que la impregnacion de los fotocatalizadores es
homogénea, aunque no con el mismo grado de impregnacion de 0.129
Qcatalizador/gsoporte Y 0.343 Jcatalizador/Jsoporte Para ZnO y TiO2, respectivamente y como
se discute mas adelante. Por los analisis elementales EDS (Energy Dispersive X-
Ray Spectroscopy) que se hicieron con el equipo FEI QUANTA 250 se determino
que la forma de impregnacion no modifica ni la composicion de los catalizadores.
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Ademas, se ha establecido que el método de impregnacion tampoco modifica las
caracteristicas cristalograficas de los polvos [31], [90].

100 000x

Figura 26. Caracterizacion morfoldgica y de distribucion de ZnO sobre perlita; a) Nanoparticula ZnO, b) y ¢)
ZnO/Perlita

200 000x 10 000x

Figura 27. Caracterizacion morfoldgica y de distribucion de TiO2z sobre perlita; a) Nanoparticula TiOz, b) y c)
TiO2/Perlita

2.1.2 Fisisorcion

El Aset obtenida para el ZnO sintetizado y el TiO2 comercial fue de 38.24 g/m?y
53.31 g/m?, respectivamente. Ademas, ambos catalizadores tienen una isoterma
tipo IV (Figura 28), la cual es representativo de sélidos mesoporosos dominados por
una fisisorcidbn en multicapas [89]. Se obtuvieron lazos de histéresis tipo Hs para
ambos catalizadores y esto indica que los sélidos forman aglomeracion [89] como
se puede notar en las Figuras 26 y 27. El Aser para ZnO fue 2.46 veces mas alta
que el valor reportado por Saucedo y Arriaga (2015) [87]. Lo anterior puede
relacionarse con los cambios en la temperatura durante la sintesis del catalizador la
cual fue 10°C mayor. Por otro lado, el Ager de TiO2 obtenida coincide con el rango
del &rea superficial especificado por el proveedor.
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Figura 28. Isotermas de adsorcion para los catalizadores

2.1.3 Mediciones de XRD

Los difractogramas para cada uno de los catalizadores obtenidos fueron
comparados con los estandares de la base de datos de la JCPDS observando el
pico caracteristico de anatasa a 25-26 para TiO2 y 36.26-26, 34.4320 y 31.77-26
para la forma cristalina hexagonal del ZnO (Figura 29). Usando los datos de XDR,
el tamafo de las nanoparticulas fue analizado usando la Ecuacion 9, descrita
anteriormente (capitulo Il1). El tamafio de cristal para el ZnO y el TiO2 fue de 28.85
nm y 19.37 nm, respectivamente. El tamafio de particula encontrado para el TiO2
coincide con el rango del area superficial especificado por el proveedor, sin
embargo, el tamafio reportado por Saucedo y Arriaga (2015) [87] para el cristal de
ZnO es de 25.6 nmy el tamafio obtenido en el presente estudio es 1.12 veces mayor

por la modificacion de 10°C en la temperatura de sintesis.
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Figura 29. Difractogramas de ZnO y TiO2
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Durante el andlisis también se determiné con el software EVA Anlysis que el TiO2
estaba compuesto de 87.65% de la fase cristalografica Anatasa y de 12.35% de la
fase cristalogréafica de Rutilo. También se identificoO que la fase cristalogréfica del
ZnO fue 100% la de la Zincita-Wurzita. Ambas fases dominantes en los
catalizadores hacen propicio desarrollar los procesos fotocataliticos [90], [114].

3.1.4 RAMAN

La Figura 30 muestra el espectro Raman de los catalizadores donde se pueden
observar las frecuencias vibracionales caracteristicas de cada uno de los
catalizadores [90], [114]. Ademas, por los analisis de XRD, se confirma que ambos

semiconductores tienen las fases cristalograficas necesarias para desarrollar la
fotocatalisis.
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Figura 30. Espectros Raman de ZnO y TiO2

2.1.5 Gravimetria

El ZnO impregnado en perlita tuvo un grado de Impregnacion (GI) de 0.129
gznol/gperiita Y €l TiO2 tuvo un Gl de 0.343 grio2/grerita. La Capacidad de Retencién de
Agua (CRA) de ZnO/Perlita y TiO2/Perlita fue de 2.79 mLagua/Qperita ¥ 2.89
MLagua/QPeriita, respectivamente. La CRA es un parametro importante en el proceso

fotocatalitico debido a que la produccion de radicales hidroxilo depende de esta [17],
[31].

Considerando una densidad aparente de 0.15 g/mL para cada uno de los soportes
impregnados, se determiné que se requieren 49.6 mL de ZnO/Perlita y 19.3 mL de
TiO2/perlita para tener 1 g de cada uno de los catalizadores en el fotorreactor.

2.2 Desempefio de los reactores

El biofiltro alcanzé y mantuvo un estado estable durante 130 dias con una eficiencia
de remocién (ER) de 100% de acetato de etilo (EA). Asi, la salida del biofiltro estuvo
principalmente compuesta de bioaerosoles y de dioxido de carbono producido a una
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velocidad de 499.6 + 349.7 g/m3h durante la mineralizacion del EA, la cual fue de
92.53 + 3.51 %, dicho valor se calculé por medio del balance de masa (Tabla 9).

Lo anterior garantiza que el proceso de post-tratamiento fotocatalitico se enfocé a
la inactivacion de bioaerosoles debido a que las reacciones con el CO2 son
despreciables por las condiciones operacionales y la falta de substituciones de
aniones aliovalentes con el ZnO y TiO2z [116].

Debido a que se ha reportado que el tiempo de vida media de los catalizadores es
un factor limitante [31], se decidio evaluar los sistemas durante 96 h. En las primeras
12 horas se tomaron dos muestras de la salida del fotorreactor cada hora. A partir
de las 12 horas se tomO una muestra cada 12 horas hasta completar 96 h de
evaluacion como se muestra en las Figuras 33 y 34.

2.2.1 Controles fotoliticos y de adsorcién

Los controles de adsorcion y de fotolisis se desarrollaron para determinar la
contribucion de la irradiaciéon UVC y el punto de equilibrio en el que el empaque del
fotorreactor alcanzaba la saturacion por bioaerosoles [12], [20], [67], es decir, el
punto en el que la concentracion de bioaerosoles a la entrada del fotorreactor era la
misma que a la salida. La Figura 31 y 32 muestran el comportamiento de los
controles de fotdlisis y de adsorcion, respectivamente; en funcidén de las células
vivas, muertas y dafladas. Ademas, en los graficos se puede observar una linea
sobre las barras que indica la cantidad total de bioaerosoles medida a través del
tiempo. El Tiempo O (To) corresponde a la entrada de bioaerosoles para cada
sistema.
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Figura 31. Control de fotdlisis

Un analisis de comparaciéon de medias multiples Tukey fue desarrollado con el

software “Rstudio”. Con el analisis estadistico se determind que no existe un efecto

fotolitico significativo sobre la composicion de las muestras de bioaerosoles (P >

0.05), lo cual significa que el porcentaje de células vivas o muertas no cambia
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significativamente con respecto al tiempo debido a que el tiempo de residencia de
gas es muy bajo con respecto a otros estudios que han desarrollado procesos
germicidas con valores superiores a 1 hora [12], [20], [66], [67]. La Figura 31
muestra la composicion de las muestras de bioaerosoles durante el control fotolitico.

Los experimentos control de adsorcion, sin irradiacion, indicaron que el equilibrio
fue alcanzado a las 20 horas para ambos semiconductores. Esto se muestra con la
linea del total de bioaerosoles marcada en la Figura 32A y 32B. Ademas, se puede
observar que no hay un cambio en la composicion de las muestras de bioaerosoles,
por lo que se determind con un andlisis ANOVA que el contacto de los bioaerosoles
tanto con ZnO y TiO2 no tiene un efecto significativo en la inactivacion de
bioaerosoles (valor de P = 0.99).
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Figura 32. Controles de adsorcion; A) ZnO/Perlita y B) TiO2/Perlita

2.2.2 Proceso de fotocatalisis
Una vez que el equilibrio de adsorcion fue alcanzado, se inicié el proceso de
fotocatalisis para cada catalizador. Las Figuras 33 y 34 muestran la composicion de
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las muestras a la entrada (To en ambos gréaficos) asi como las 18 salidas evaluadas
a través del tiempo para ambos sistemas fotocataliticos (ZnO/Perlita y TiO2/Perlita)
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Figura 33. Proceso fotocatalitico ZnO/Perlita

En la Figura 33 se puede observar la inactivacion de bioaerosoles hasta las 60 horas
con el sistema ZnO/Perlita. Lo anterior se logra comparando la composicion de las
muestras de salida con respecto a la de la entrada (To), asi mismo se puede
observar que en el tiempo 2.5 h se muestra la mayor eficiencia de inactivacion con
un porcentaje de 72% de inactivacion de bioaerosoles. Ademas, el porcentaje de
inactivacién se mantuvo con un promedio de 70 £ 1.5 % durante 7.5 horas.

En la Figura 34 se puede observar que el sistema TiO2/Perlita fue activo la primera
hora del proceso, donde se registré un 40% de inactivacion de bioaerosoles. Sin
embargo, después de esta primera hora del proceso se puede observar la
desactivacion del catalizador ya que la composicion de las células vivas de las
muestras a la salida es igual o superior con respecto a las células vivas a la entrada.

La baja inactivacion de bioaerosoles, en el sistema TiO2/Perlita, se puede asociar al
escaso grado de impregnacion que se obtuvo ya que en un estudio realizado por
Chuaybamroong y col. (2010) [19] se report6 el uso de nanoparticulas de TiO2 (P25
Degussa) impregnadas en filtros HEPA con una concentracion de 5.45 a 9.15 veces
mayor que la empleada en la presente investigacion y un TRG de 3.42 s.
Chuaybamroong y col. (2010) [19] reportaron hasta una eficiencia de inactivacién
para cepas de bacterias (Staphylococcus epidermidis y Bacillus subtilis) y hongos
(Aspergillus niger, Peniccillium citrinum,) de 80% y 60%, respectivamente. La
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concentracion inicial de hongos y bacterias fue de 10° UFC/mL y 10’ UFC/mL,
respectivamente.

Aunado al bajo grado de impregnacion en el sistema TiO2/Perlita, la eficiencia de
inactivacion también se puede asociar al TRG de 5.72 s operado en el presente
estudio. Rodrigues-Silva y col. (2017) [20] desarrollaron un proceso de inactivacion
fotocatalitico de cepas definidas de bioaerosoles (Psuedomonas aeruginosa,
Staphylococcus saprophyticus y Aspergillus fumigatus) con un TRG de 18 sy con 9
capas de nanoparticulas de TiO2 impregnados en soportes de acetato de celulosa.
Rodrigues-Silva y col. (2017) [20] reportaron una eficiencia de inactivacion de 88 —
98% para bacterias (concentracion inicial de 106 UFC/mL) y de 80% para el hongo
(concentracion inicial de 10* UFC/mL). Por lo que se determiné que, si se desea
obtener una mayor eficiencia de inactivacion de bioaerosoles, en el presente estudio
es necesario desarrollar un proceso con un TRG mayor y con una mayor cantidad
de catalizador impregnado en la perlita.

De igual forma, la desactivacion de los catalizadores se asocia directamente con la
saturacion de su superficie con las moléculas del vapor de agua, asi como con las
sustancias de lisis celular y los bioaerosoles. Se ha reportado que el TiO2 se
sobresatura facilmente de moléculas de vapor de H20 lo que pudo impedir o
aumentar la resistencia a la trasferencia de masa de los bioaerosoles de la fase
gaseosa a la fase acuosa que rodea el catalizador y con ello provocar que los
bioaerosoles ya no pudieran estar en contacto con los radicales hidroxilo [17], [118].

Por otro lado, los bioaerosoles que lograron difundirse hasta quedar en contacto con
el catalizador se oxidaron por las reacciones con los radicales hidroxilo, liberando
exopolisacaridos o sustancias intracelulares (Figura 39). Dichas sustancias
provocaron el envenenamiento o ensuciamiento del catalizador y su posterior
desactivacion [17], [117]. Lo anterior fue reportado por Jacoby y col. (1998) [18]
cuando estudiaron el efecto fotocatalitico del TiO2 en E. coli. Observaron que
lograban destruir la membrana celular de las bacterias, pero las sustancias de lisis
celular ocasionaban la desactivacion del catalizador. Asi mismo, Saucedo y col.
(2015) [87] propusieron el mecanismo de transporte de moléculas de hexano a
través de la fase gaseosa a la fase acuosa de ZnO impregnado en perlita para la
degradacion fotocatalitica del hexano. Dicho mecanismo se puede adaptar al
presente estudio y se muestra en la Figura 35.

80



100

90 6.10E+08 ©
O ©
~ 80 5.10E+08 &
S 70 @
(@) O ‘O
2 50 s 3.10E+08 <
o 40 8
@ 8
S 30 2.10E+08 g
e} O o 3
20 ¢ 1.10E+08 ©
10 o 4
0 ettt 1.00E+07 &
ONOoOONMINOQOWININOOOOOOQ o
OO 1 AN ANMNMSTOOMNOOOAS OO WN X O EE

AN M OMN~NOO0O

Tiempo (h)

mm 0\ivas mmm%Muertas mmm%Dafiadas =—e=Totales

Figura 34. Proceso fotocataliticoTiOz/Perlita
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Figura 35. Transferencia de bioaerosoles y CO:2 a través de la fase gaseosa y la fase acuosa en el sistema
ZnO/Perlita (imagen modificada y adaptada de Saucedo y col. 2015) [31].

Los fluorocromos Naranja de Tiazol y Yoduro de Propidio empleados en el presente
estudio se entrelazan y unen con una alta especificidad a los acidos nucleicos de
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las células de bacterias y de levaduras, sin embargo, no tifien hongos (propagulos
fungicos) ni conidias debido a su pared celular resistente y gruesa que los protege
de dafos fisicos, quimicos y biologicos [118], [119], [120].

Considerando lo anterior, se uso el Calcofluor-White para tefiir y cuantificar el total
de esporas fungicas y conidias que emitio el biofiltro (ver Figuras 36 y 37) ya que
este fluorocromo es especifico para los polisacaridos (1 -3)y (1 -4)—-B8-D -
Glucano (Celulosa y Quitina, respectivamente) [92], [121]. Estos polisacaridos son
las especies quimicas dominantes de las paredes celulares de las esporas fungicas
[92], que una vez tefiidas con el Calcofluor-White presentan fluorescencia cuando
se irradian con una longitud de onda cercana a la region UVA y una corta longitud
de onda del espectro visible (375 — 470 nm) [92], [121].

Desafortunadamente, el Calcofluor-White no es selectivo entre esporas fungicas
viables y no viables [3], [92], por tal razon, no fue posible calcular una eficiencia de
inactivacion fotocatalitica fingica real. La cuantificacién de las esporas fungicas no
se incluye en la composicion porcentual de las muestras de bioaerosoles mostradas
en las Figuras 33 y 34 ni en el balance global de bioaerosoles (Tabla 8). Sin
embargo, en la Figura 36 y 37 se muestra la concentracién total de esporas fungicas
cuantificadas en las muestras de entrada (To) y las muestras de salida de los
sistemas fotocataliticos.

Asi, la concentracién total de esporas fungicas durante la evaluacion del sistema
fotocatalitico ZnO/Perlita se muestra en la Figura 36 y se puede observar que las
muestras de bioaerosoles colectadas estan compuestas de 85 — 95 % de bacterias
y levaduras y de 5 — 15 % de esporas fangicas. Ademas, se determind un promedio
de disminucion en la concentracién de esporas fangicas a la salida, durante las
primeras 5 horas del sistema, de 63.08 + 13.63 % con respecto a la concentracion
de esporas fungicas en la entrada (To). Lo que corrobora que en las primeras horas
de operacion el sistema fotocatalitico fue mas eficiente y estable.

Por otro lado, en la Figura 37 se puede observar la concentracion total de esporas
fungicas durante la evaluacion del sistema fotocatalitico TiOz/Perlita donde las
muestras de bioaerosoles colectadas estan compuestas de 81 — 97 % de bacterias
y levaduras y de 3 — 19 % de esporas fungicas. En la primera hora de operacién del
sistema se obtuvo una disminucion en la concentracion de esporas fangicas a la
salida de 11.68 + 5.41, sin embargo, de la segunda hora hasta la hora 2.5 se obtuvo
un promedio de disminucion en la concentracion de esporas fungicas en la salida
de 53.13 + 4.70 % con respecto a la concentraciébn en la entrada (To). Esto
demuestra que, en contraste para bacterias y levaduras, para la disminucién de
esporas fungicas, el sistema TiO2/Perlita tuvo una mejor eficiencia a partir de la
segunda hora de operacion del sistema.
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Figura 37. Concentracion de esporas fungicas emitidas por el biofiltro acoplado al sistema TiO2/Perlita.

Ademas, se obtuvieron micrografias de las muestras de soporte fijadas con GHT.
En la Figura 38 (Control, A, By C) se muestran los bioaerosoles como semi-esferas
con un tamafo entre 2 a 12 ym determinado con el equipo SEM QUANTA 250. La
micrografia en la Figura 38-Control muestra la retencion de bioaerosoles sobre la
perlita sin impregnacion de ZnO y se muestra la formacion de biopelicula (marcada
con circulos azules en la micrografia) sobre el soporte. El ZnO cubri6 la superficie
rugosa de la perlita con una forma de “espuma o nieve”. En la Figura 38A se puede
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observar que existen células retenidas en el soporte impregnado, sin embargo se
observan células aisladas o Unicas debido a que el ZnO inhibe la formacion de la
biopelicula de células debido a la citotoxicidad que se promueve por los iones de
zinc [74], [115].

Ademas, se observo una aglomeracion de cristales de ZnO (Figura 38C) donde los
cristales fueron marcados dentro del circulo verde. La aglomeracion de cristales se
puede atribuir a la presencia de sustancias de la lisis celular como exopolisacaridos,
la humedad dentro del fotorreactor y el pH del gas que entra al fotorreactor [117].
Estos cristales se pueden observar en las células marcadas con un rectangulo verde
en la Figura 38C.

En la Figura 38 (B y C) se muestra una delimitacién de espacio entre el ZnO y los
bioaerosoles. Esta delimitacion tiene una extensién dentro de un rango de 500 —
800 nm. Lo anterior se debe al efecto minimo de retraccién que se ha reportado que
causa el GTH usado para la fijacion de células [122], [123]. También podria sugerir
una modificacién de tamafio celular debido a la citotoxicidad que pueden provocar
los iones de Zn?* en contacto con las células [5], [74], el cual, como se demostrd
con el control de adsorcion, el contacto por si mismo entre el catalizador y la célula
(sin irradiacion) no es suficiente para causar la inactivacion celular, pero si para
dafiar su morfologia como se ha demostrado con la cepa Campylobacter jejuni
donde la bacteria cambio su morfologia de bastones a cocos en el estudio
demostrado en el estudio realizado por Xie y col. 2011 [73]. La deteccion de
bioaerosoles en el sistema TiO2/Perlita no fue posible de observar. Esto puede ser
atribuido a la lisis celular sobre el TiO2 como lo reportado por Jacoby y col. (1998)
[18] para la inactivacion fotocatalitica de E. coli.

Figura 38. Micrografias de bioaerosoles en Perlita sin impregnacion de ZnO (Control) y ZnO/Perlita (A, By C).
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A pesar de la diferencia en el tamafio de los catalizadores empleados en el estudio,
se puede observar que el sistema mas eficiente fue ZnO/Perlita en un porcentaje de
inactivacion de bioaerosoles 30% mayor al de TiO2/perlita y un tiempo de vida
media, 7.5 veces superior.

Fuente de luz UVC (254 nm)

Daiio 0y

OH
@ ~ Jexternoen._______, { ~ Y Rupturade
la membrana
membrana

|
Liberacién de
sustancias
orgénicas

Lisis
celular

ZnO

Zn0 + hv - Zn0 (egc + hiy) =+ OH + Bioaerosoles

Figura 39. Mecanismo de inactivacion de bioaerosoles en sistema ZnO/Perlita

Con base en las micrografias mostradas en la Figura 38, se propuso un mecanismo
de inactivacion de bioaerosoles, en el sistema ZnO/Perlita, por medio de dafio
externo en la membrana de los mismos, asi como la lisis celular y liberacién de las
sustancias endopoliméricas (organicas) que envenenaron los catalizadores y
provocaron su desactivacion. Dichos mecanismos de inactivacion de bioaerosoles
se muestran en la Figura 39. Lo anterior también se ha reportado en diferentes
estudios de inactivacion fotocatalitica de microorganismos como el realizado por
Watts y col. (1995) [124] donde trataron una mezcla de microorganismos coliformes
y coliformes totales, entre ellos E. coli, provenientes del tratamiento secundaria de
una planta de tratamiento de aguas residuales. Watts y col. propusieron que el
principal dafio a los microorganismos se provocaba en la membrana celular y en la
pared celular. Ademas, el dafio presentado en las micrografias mostradas en la
Figura 38 también se pueden apreciar en el mecanismo propuesto por Podporska-
Carroll y col. (2017) [81] por la irradiacidon con luz UV a las nanoparticulas F/ZnO, el
dafio comienza en la membrana celular y posteriormente los radicales hidroxilo
danan el espacio intracelular de los microorganismos.

2.3 Balance de bioaerosoles

Para poder determinar una eficiencia de retencion de bioaerosoles a través del
tiempo se hizo un balance global evaluado a las 96 horas del proceso fotocatalitico,
ya que es el tiempo en que se pudo extraer una muestra del soporte para el
desprendimiento y posterior analisis celular. El balance global para ambos sistemas
se muestra en la Tabla 8.

El balance se desarrollé con las ecuaciones 16, 17 y 18 para homogenizar unidades
con respecto a las células acumuladas en el soporte:

Bioaerosoles (células) = X -
min

cel 0.0022 m3
m3 aire

) (Tiempo) ... Ecuacién 16
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Celulasretenidas

g — (Volumen muestra) (Y gsoporte) ... Ecuacion 17
soporte

Bioaerosolesey soporte (células) = X

Balance global = Entrada — (¥ Salidas + Acumulacionggporte) - Ecuacion 18

En la ecuacidon 16 se puede apreciar que se involucra el flujo del biofiltro que es el
mismo que tiene el fotorreactor para poder considerar el tiempo de evaluacién y la
cantidad de células en la muestra medidas con el citometro de flujo. Al final se
obtiene el valor numérico de bioaerosoles en unidades de células que se pueden
comparar con el numero de células retenidas en el soporte (ecuacion 17).

El balance global se calcula con el uso de la ecuacion 18 donde se involucra la
cantidad de células a la entrada durante las 96 horas y la suma de todas las células
cuantificadas durante todo el proceso de fotocatalisis, asi como la cantidad de
células retenidas en el soporte.

Debido a que no se analizaron todas las muestras de la salida de cada sistema para
calcular la cantidad de esporas fungicas el balance global que se muestra en la
Tabla 8 no incluye la cantidad de esporas fangicas. Sin embargo, se determind el
porcentaje de esporas fungicas retenidas en el soporte al final de las 96 h del
proceso de fotocatdlisis. Se retuvieron 9.11x108 + 1.21x10° células/m3aire para el
sistema ZnO/Perlita y 7.37x10° + 3.34x10° células/m3aire para el sistema
TiO2/Perlita, lo cual corresponde a un 13.97% y 0.3% de bioaerosoles totales
retenidos en el soporte respecto a los bioaerosoles totales que entraron en ese
periodo.

Lo anterior sugiere que el sistema ZnO/Perlita tiene una menor eficiencia de
inactivaciéon para los esporas flngicas suspendidos en el aire como se ha
demostrado en experimentos en lote en agua con luz UVA [20]. Sin embargo, en el
presente estudio se utilizé una irradiacién de 254 nm para fotoexcitar el ZnO y la
acumulacion de esporas fungicas en el soporte se puede deber a un proceso de
sorcion mostrado en las Figuras 33 y 34 a partir de la hora 72 en el sistema
ZnO/Perlita y la hora 11.5 en el sistema TiO2/Perlita.

Por otro lado, los nimeros negativos expresados en la Tabla 8 se deben a que hubo
un proceso de desorcion de bioaerosoles, el cual también se puede apreciar en las
Figuras 39 y 40 a partir de la hora 72 en el sistema ZnO/Perlita y la hora 11.5 en el
sistema TiO2/Perlita (linea de bioaerosoles totales sobre las barras en las graficas).
Lo anterior se atribuye a que el sistema estd compuesto de catalizadores
mesoporosos con isotermas tipo 1V, lo cual permite procesos de fisisorcion no
selectivos.

Con el balance global se demostr6 que en el sistema ZnO/Perlita el mayor
porcentaje de células a la entrada del fotorreactor (To) es de vivas (70.90 %) y dicho
porcentaje se mantiene después de las 96 h de operacion del sistema. Lo anterior
se atribuye a la desorcion que existio a las 72 h de operacion y a la desactivacion
del catalizador a las 60 h donde se puede notar que a partir de dicho periodo
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aumenta el porcentaje de células vivas en la composicion de las muestras a la salida
del fotorreactor. Durante las Ultimas 24 h de operacion del sistema se registré un
promedio de 8.62x107 + 4.00 x10° células vivas, siendo este valor 133.48 veces
mayor comparado con el de las primeras 7.5 h de operacién, cuando el catalizador
tuvo la mayor eficiencia de inactivacion de los bioaerosoles, se registré un promedio
de 6.46x10° + 2.33 x10° de células vivas a la salida del fotorreactor.

Tabla 8. Balance global para los sistemas fotocataliticos.

Condiciones de Valor (Célulastotales)
muestreo en ;
fotorreactor Zno TIO;
, 5.52x10° 1.87x10°
Células ala entrada vV M D vV M D
70.90% 24.58% 4.52% 40.48% | 55.89% | 3.63%
. L, 9 9
Sumatoria de células en y 1'45'\;(10 = - 2'87“)210 =
las 18 salidas 67.35% | 32.65% 701% | 71.38% | 23.59% | 5.03%
Células retenidas en 6.80x107 2.82x10°
soporte v M D v M D
(Acumulaciénseporte) 45.56% 49.11 5.33% 25.14% | 69.99% | 4.87%
Balance global -1.57x10° células -5.50x10° células

V= Células vivas; M= Células muertas; C = Células dafiadas

En cambio, en el sistema TiO2/Perlita se registr6 una menor cantidad de
bioaerosoles totales a la entrada del fotorreactor (1.87x108 - To) y a partir de la hora
11.5 de operacion se registrdO un proceso de desorcidn. A partir de esta hora la
cantidad de bioaerosoles totales en las salidas del fotorreactor aumento 1 orden de
magnitud con respecto a la cantidad en la entrada, demostrando la inestabilidad del
sistema en términos de fisisorciobn y es por esto que se emite una mayor
concentracion de bioaerosoles totales al final de las 96 h de operacion. Asi mismo,
se registré una cantidad 0.55 veces menor de células vivas retenidas en el soporte
comparado con el soporte de ZnO/Perlita debido a la lisis celular sobre el TiO2 [18].

El porcentaje de células dafiadas se mantiene constante con un promedio de 5.02
+ 1.03 de células en el sistema ZnO/Perlita y de 4.51 + 0.62 de células en el sistema
TiO2/Perlita. En ambos sistemas es al menos 1.38 y 1.17 veces mayor la cantidad
de células dafiadas a la salida y retenidas en el soporte, respectivamente, con
respecto a las de la entrada.

3. CONCLUSIONES

No se detecto un efecto fotolitico significativo en la inactivacion de bioaerosoles. Asi
mismo, el contacto de las células con el catalizador (sin irradiacion) no tiene un
efecto significativo en la inactivacion de las mismas. Sin embargo, se comprobé la
inactivacién de bioaerosoles en flujo continuo con disminucién maxima de 72% y
40% de células para el sistema ZnO/Perlita y TiO2/Perlita, respectivamente. El
periodo de maxima inactivacion se registrdo a las 2.5 y 1 h para ZnO/Perlita y
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TiO2/Perlita, respectivamente por lo que se detecto la inactivacion de ZnO después
de las 60 h de operacion, cuando la concentracion de bioaerosoles a la salida del
fotorreactor fue la misma que a la entrada, mientras que para el TiO2 fue a la primera
hora. Aunado a lo anterior, en el sistema ZnO/Perlita se puede detectar dafio fisico
sobre las células, asi como la prevencion en la formacion de biopeliculas. Por otro
lado, en el sistema TiO2/Perlita no fue posible observar bioaerosoles.

El balance global de bioaerosoles demuestra que existen procesos de desorcion
sobre los sistemas fotocataliticos por lo que el desprendimiento celular durante los
procesos de fotocataliticos se detectd a partir de las 72 h y 11.5 horas para los
sistemas con ZnO y TiOz, respectivamente.

Se comprobé que los bioaerosoles emitidos por el biofiltro estan compuestos, en su
mayoria, de bacterias y levaduras con un porcentaje de 80 a 97 % y con un
porcentaje de 3 a 19 % de esporas fungicas. Asi, en el sistema ZnO/Perlita se
registrd un promedio de disminucion en la concentracion de esporas fungicas a la
salida de 63.08 + 13.63 % con respecto a la concentracion de esporas fungicas en
la entrada (To). Mientras que en el sistema TiOz/Perlita el promedio de disminucion
en la concentracion fue de 53.13 + 4.70 % demostrando que el sistema una mejor
eficiencia en retencion de esporas fungicas a partir de la segunda de operacion del
sistema.

Los mecanismos de inactivacion de los bioaerosoles observado en las micrografias
obtenidas a través de microscopia electronica de barrido fue por dafio en la
membrana de los bioaerosoles y lisis celular.

4. REFERENCIAS

[1]  A. Vergara-Fernandez, V. Salgado-ismodes, M. Pino, S. Hernandez, and S. Revah,
“Temperature and moisture effect on spore emission in the fungal biofiltration of
hydrophobic VOCs,” J. Environ. Sci. Heal. - Part A Toxic/Hazardous Subst. Environ.
Eng., vol. 47, no. 4, pp. 605-613, 2012.

[2] C.Wang,J.Y.Xi, and H. Y. Hu, “Reduction of toxic products and bioaerosol emission
of a combined ultraviolet-biofilter process for chlorobenzene treatment,” J. Air Waste
Manag. Assoc., vol. 59, no. 4, pp. 405-410, 2009.

[3] S. Esquivel-Gonzalez, A. Aizpuru, A. Patron-Soberano, and S. Arriaga,
“Characterization of bioaerosol emissions from two biofilters during treatment of
toluene vapours using epifluorescence microscopy,” Int. Biodeterior. Biodegrad., vol.
123, pp. 78-86, 2017.

[4] F. Chen, X. Yang, H. K. C. Mak, and D. W. T. Chan, “Photocatalytic oxidation for
antimicrobial control in built environment: A brief literature overview,” Build. Environ.,
vol. 45, no. 8, pp. 1747-1754, 2010.

[5] A. Pal, X. Min, L. E. Yu, S. O. Pehkonen, and M. B. Ray, “Photocatalytic Inactivation
of Bioaerosols by TiO2 Coated Membrane,” Int. J. Chem. React. Eng., vol. 3, pp. 1-
12, 2005.

88



[6]

[7]

[12]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[31]

[32]

[33]

[38]

[47]

[49]

J. Douwes, P. Thorne, N. Pearce, and D. Heederik, “Bioaerosol health effects and
exposure assessment: Progress and prospects,” Ann. Occup. Hyg., vol. 47, no. 3, pp.
187-200, 2003.

B. Ghosh, H. Lal, and A. Srivastava, “Review of bioaerosols in indoor environment
with special reference to sampling, analysis and control mechanisms,” Environ. Int.,
vol. 85, pp. 254-272, 2015.

C. Chang, S. LI, C. Huang, Y. Chen, and C. Chen, “Effects of ultraviolet germicidal
irradiation and swirling motion on airborne Staphylococcus aureus , Pseudomonas
aeruginosa and Legionella pneumophila under various relative humidities,” Indoor Air,
vol. 23, no. Ultraviolet germicidal irradiation on pathogenic bioaerosols, pp. 74-84,
2012.

L. Zhong and F. Haghighat, “Photocatalytic air cleaners and materials technologies -
Abilities and limitations,” Build. Environ., vol. 91, pp. 191-203, 2015.

W. A. Jacoby, P. C. Maness, E. J. Wolfrum, D. M. Blake, and J. A. Fennell,
“Mineralization of bacterial cell mass on a photocatalytic surface in air,” Environ. Sci.
Technol., vol. 32, no. 17, pp. 2650-2653, 1998.

P. Chuaybamroong, R. Chotigawin, S. Supothina, P. Sribenjalux, S. Larpkiattaworn,
and C. Y. Wu, “Efficacy of photocatalytic HEPA filter on microorganism removal,”
Indoor Air, vol. 20, no. 3, pp. 246254, 2010.

C. Rodrigues-Silva et al., “Bacteria and fungi inactivation by photocatalysis under
UVA irradiation: liquid and gas phase,” Environ. Sci. Pollut. Res., vol. 24, no. 7, pp.
6372—-6381, 2017.

S. Pigeot-Remy et al., “Inactivation of Aspergillus niger spores from indoor air by
photocatalytic filters,” Appl. Catal. B Environ., vol. 134-135, pp. 167-173, 2013.

J. O. Saucedo and S. Arriaga, “Estudio de la degradacion de vapores de n-Hexeno
mediante el acoplamiento de fotdlisis y fotocatdlisis como sistemas de pre y post
tratamiento a un biofiltro,” Instituto Potosino de Investigacion Cientifica vy
Tecnoldgica, A.C., 2015.

N. Goyer, J. Lavoie, L. Lazure, and G. Marchand, Bioaerosols in the workplace:
Evaluations, Control and Prevention Guide. Montréal (Québec): IRSST - Direction
des communications, 2001.

J. Mandal and H. Brandl, “Bioaerosols in Indoor Environment - A Review with Special
Reference to Residential and Occupational Locations,” Open Environ. Biol. Monit. J.,
vol. 41, no. 1, pp. 83-96, 2011.

P. Blais-Lecours, P. Perrott, and C. Duchaine, “Non-culturable bioaerosols in indoor
settings: Impact on health and molecular approaches for detection,” Atmos. Environ.,
vol. 110, pp. 45-53, 2015.

P. S. Chen and C. S. Li, “Sampling performance for bioaerosols by flow cytometry
with fluorochrome,” Aerosol Sci. Technol., vol. 39, no. 3, pp. 231-237, 2005.

C. Y. Lin and C. S. Li, “Effectiveness of titanium dioxide photocatalyst filters for
controlling bioaerosols,” Aerosol Sci. Technol., vol. 170, no. October, pp. 162-170,
2003.

89



[50]

[56]

[61]

[66]

[67]

[70]

[72]

[73]

[74]

[75]

[79]

[87]

[88]

[89]

Y. Boyjoo, H. Sun, J. Liu, V. K. Pareek, and S. Wang, “A review on photocatalysis for
air treatment : From catalyst development to reactor design,” Chem. Eng. J., vol. 310,
pp. 537-559, 2017.

A. Hernandez, “NTP 313: Calidad del aire interior: riesgos microbiolégicos en los
sistemas de ventilacion/climatizacion.” [Online]. Available:
http:/mww.jmcprl.net/NTPs/@Datos/ntp_313.htm. [Accessed: 11-Jan-2017].

B. Sanchez et al., “Photocatalytic elimination of indoor air biological and chemical
pollution in realistic conditions,” Chemosphere, vol. 87, no. 6, pp. 625-630, 2012.

C. Lin, C. Li, C. Lin, and C. Li, “Control Effectiveness of Ultraviolet Germicidal
Irradiation on Bioaerosols,” Aerosol Sci. Technol., vol. 6826, no. July, pp. 474-478,
2010.

E. Kujundzic, M. Hernandez, and S. L. Miller, “Ultraviolet germicidal irradiation
inactivation of airborne fungal spores and bacteria in upper-room air and HVAC in-
duct configurations,” vol. 9, no. May, pp. 1-9, 2007.

Y. Li, W. Zhang, J. Niu, and Y. Chen, “Mechanism of Photogenerated Reactive
Oxygen Species and Correlation with the Antibacterial Properties of Engineered,” no.
6, pp. 5164-5173, 2012.

B. Wu et al., “Comparative eco-toxicities of nano-ZnO particles under aquatic and
aerosol exposure modes,” Environ. Sci. Technol., vol. 44, no. 4, pp. 1484-1489,
2010.

Y. Xie, Y. He, P. L. Irwin, T. Jin, and X. Shi, “Antibacterial activity and mechanism of
action of zinc oxide nanoparticles against Campylobacter jejuni,” Appl. Environ.
Microbiol., vol. 77, no. 7, pp. 2325-2331, 2011.

Y. W. Baek and Y. J. An, “Microbial toxicity of metal oxide nanoparticles (CuO, NiO,
ZnO, and Sb203) to Escherichia coli, Bacillus subtilis, and Streptococcus aureus,”
Sci. Total Environ., vol. 409, no. 8, pp. 1603-1608, 2011.

V. K. Yemmireddy and Y.-C. Hung, “Using Photocatalyst Metal Oxides as
Antimicrobial Surface Coatings to Ensure Food Safety-Opportunities and
Challenges,” Compr. Rev. Food Sci. Food Saf., vol. 16, pp. 617-631, 2017.

O. Akhavan, R. Azimirad, S. Safa, and E. Hasani, “CuO/Cu(OH)2 hierarchical
nanostructures as bactericidal photocatalysts,” J. Mater. Chem., vol. 21, no. 26, p.
9634, 2011.

J. O. Saucedo-Lucero and S. Arriaga, “Photocatalytic oxidation process used as a
pretreatment to improve hexane vapors biofiltration,” J. Chem. Technol. Biotechnol.,
vol. 90, no. 5, pp. 907-914, 2015.

S. N. Hosseini, S. M. Borghei, M. Vossoughi, and N. Taghavinia, “Immobilization of
TiO2 on perlite granules for photocatalytic degradation of phenol,” Appl. Catal. B
Environ., vol. 74, no. 1-2, pp. 53-62, 2007.

K. S. W. Sing et al., “International Union of Pure and Applied Chemistry, Including
Catalysis-Reporting physisorption data for gas/solid systems with special reference
to the determination of surface area and porosity,” Pure Appl. Chem., vol. 57, no. 4,
pp. 603-619, 1985.

90



[90]

[92]

[108]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]
[120]

[121]
[122]

M. Hinojosa, S. Arriaga, and V. Rodriguez, “Estudio de un sistema hibrido de
degradacion de etilbenceno: oxidacién avanzada UV / TiO acoplada a un biofiltro,”
Instituto Potosino de Investigacion cientifica y Tecnoldgica, A.C., 2011.

L. M. Vanhee, H. J. Nelis, and T. Coenye, “Rapid detection and quantification of
Aspergillus fumigatus in environmental air samples using solid-phase cytometry,”
Env. Sci Technol, vol. 43, no. 9, pp. 3233-3239, 2009.

K. Yang, L. Li, W. Ding, and S. Xue, “A full-scale thermophilic biofilter in the treatment
of sludge drying exhaust: performance , microbial characteristics and bioaerosol
emission,” J. Chem. Technol. Biotechnol., vol. 0, no. December 2017, 2018.

P.-S. Chen and C.-S. Li, “Real-time monitoring for bioaerosols—flow cytometry,”
Analyst, vol. 132, no. 1, pp. 14-16, 2007.

R. Sathyamoorthy and K. Mageshwari, “Synthesis of hierarchical CuO microspheres:
Photocatalytic and antibacterial activities,” Phys. E Low-Dimensional Syst.
Nanostructures, vol. 47, pp. 157-161, 2013.

K. Mageshwari and R. Sathyamoorthy, “Flower-shaped CuO Nanostructures:
Synthesis, Characterization andAntimicrobial Activity,” J. Mater. Sci. Technol., vol.
29, no. 10, pp. 909-914, 2013.

Y. Xie, Y. He, P. L. Irwin, T. Jin, and X. Shi, “Antibacterial activity and mechanism of
action of zinc oxide nanoparticles against Campylobacter jejuni,” Appl. Environ.
Microbiol., vol. 77, no. 7, pp. 2325-2331, 2011.

G. Madhumitha, G. Elango, and S. M. Roopan, “Biotechnological aspects of ZnO
nanoparticles: overview on synthesis and its applications,” Appl. Microbiol.
Biotechnol., vol. 100, no. 2, pp. 571-581, 2016.

Z. Wang et al., “Anti-microbial activities of aerosolized transition metal oxide
nanoparticles,” Chemosphere, vol. 80, no. 5, pp. 525-529, 2010.

S. R. Lingampalli, M. M. Ayyub, and C. N. R. Rao, “Recent Progress in the
Photocatalytic Reduction of Carbon Dioxide,” ACS Omega, vol. 2, no. 6, pp. 2740—
2748, 2017.

Y. Xia, J. Wang, R. Chen, D. Zhou, and L. Xiang, “A Review on the Fabrication of
Hierarchical ZnO Nanostructures for Photocatalysis Application,” Crystals, vol. 6, no.
11, p. 148, 2016.

V. Prigione, G. Lingua, and V. F. Marchisio, “Development and Use of Flow Cytometry
for Detection of Airborne Fungi,” Society, vol. 70, no. 3, pp. 1360-1365, 2004.

BD Biosciences, “Live and Dead Cell Discrimination BD™ Cell Viability Kit,” 2015.

BD Bioscicences, R. Alsharif, M. Tapia, W. Godfrey, J. Wannlund, and M. Nagar,
“Bacterial Disinfectant Efficacy Using Flow Cytometry,” 2001.

BD Biosciences, “BBL ™ Calcofluor White Reagent Droppers,” 2016.

Universidad de Vigo. Facultad de Biologia, “Técnicas Hitolégicas. 2- Fijacion.
Fijadores. Atlas de Histologia Vegetal y Animal,” Atlas de Histologia Vegeta y Animal,
2018. [Online]. Available: https://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/2-fijadores.php.
[Accessed: 22-Jun-2018].

91



[123] S. Verdin et al., Histologia e Inmunohistoquimica. Manual de Métodos. 2013.

[124] R. J. Watts, S. Kong, M. P. Orr, G. C. Miller, and B. E. Henry, “Photocatalytic
inactivation of coliform bacteria and viruses in secondary wastewater effluent,” Water
Res., vol. 29, no. 1, pp. 95-100, 1995.

92



CAPITULO VI:
INACTIVACION DE BIOAEROSOLES EN UN PROCESO CONTINUO
CON ZnO Y TiO2 IMPREGNADOS SOBRE PORAVER

RESUMEN

El tratamiento de bioaerosoles es un tema de alto interés debido a los multiples
dafios y complicaciones a la salud que pueden presentarse ya que pueden ser
patdogenos por las diversas enfermedades infecciosas (gripa, influenza o
tuberculosis), respiratorias (asma, rinitis, conjuntivitis 0 pneumonias
hipersensitivas), pulmonares obstructivas cronicas y cancer. La Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) ha reportado como Valor Limite de Exposicion (ELV)
300 UFC/m3. Se han desarrollado diversas tecnologias de control o eliminacion de
bioaerosoles en aire de interiores. Dentro de estas podemos encontrar procesos
fisicos, térmicos y quimicos dentro de los cuales destacan los procesos de oxidacion
avanzada como la fotocatalisis.

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un proceso continuo para la
inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles reales emitidos por un biofiltro que trata
vapores de acetato de etilo con ZnO y TiO2 inmovilizados en poraver. Los sistemas
fotocataliticos fueron conectados a la salida del biofiltro, desempefidndose como un
proceso de post-tratamiento de bioaerosoles.

Los resultados mostraron que el sistema fotocatalitico mas eficiente fue el de
TiO2/Poraver con un 77% de inactivacion de bioaerosoles durante las primeras 2
horas del proceso, mientras que con el sistema ZnO/Poraver no se detecto la
inactivacion de bioaerosoles. Ademas, se determiné el tiempo de vida media para
ZnO y TIO2, los cuales fueron de 0 horas y 3.5 horas respectivamente. Los
bioaerosoles emitidos por el biofiltro y el fotorreactor estan compuestos de 94 —
99.71 % de bacterias y levaduras y de 0.29 — 6 % de esporas fungicas.

Palabras clave: Biofiltracion, emision de bioaerosoles, fotocatalisis en flujo
continuo, citometria de flujo, microscopia de epifluorescencia.
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1. INTRODUCCION

Actualmente existe una creciente preocupacion con respecto a la calidad del aire y
los niveles de exposicion de los diferentes contaminantes a los que estamos
expuestos los seres vivos tanto en espacios exteriores como en interiores. Los
contaminantes suspendidos en el aire de interior pueden afectar la salud de los
ocupantes de los edificios. Para la mayoria de estos contaminantes la STPS y EPA
ha establecido concentraciones limite permisibles en jornadas de trabajo debido a
que tienen un efecto en la salud y en el desempefio laboral de trabajadores. Lo
anterior debido a que los ocupantes de edificios permanecen mas del 85% de su
tiempo en interiores [125]. Se han relacionado diversas enfermedades a la
presencia de bioaerosoles que son considerados como contaminantes de interiores

[6].

Los bioaerosoles son particulas, de origen biolégico, suspendidas en el aire.
Consisten de bacterias, hongos, virus, particulas de peso molecular alto,
alergénicos, endotoxinas, micotoxias, peptidoglicanos, B(1->3)-glucanos, polen y
fibras de planta patdégenas o no patdgenas, vivas o muertas [6], [33]. Asi, la mayoria
de los bioaerosoles se encuentra en un tamafo respirable y debido a su ligero peso,
los bioaerosoles suspendidos en el aire son facilmente transportados, transferidos
y desplazados de un ambiente a otro con facilidad [32], [33].

Los bioaerosoles son ubicuos en nuestro ambiente, pero existen factores que
provocan la acumulacién y proliferacion de bioaerosoles como la humedad,
temperatura, incidencia de luz, presencia de humanos, plantas, animales o
desarrollo de procesos bioldgicos [33], [37] como la biofiltracion, biorreactores con
membranas y biolavadores que han sido desarrollados para tratar compuestos
organico volatiles, H2S, NHs, NOx, y otros gases de efecto invernadero y que
degradan la calidad del aire de interiores [105]. Sin embargo, se ha reportado que
dichos procesos biolégicos emiten de 80 a 105> UFC/m? de bioaerosoles alterando
la calidad del aire [1], [2], [31], [108]. Los estudios reportados se han desarrollado
con métodos de cultivo dependiente, asi como la mayoria de los estudios de
bioaerosoles en aire de interior y se sabe que dichos métodos subestiman la
concentracion real de bioaerosoles ya que solo el 10% de los microorganismos
suspendidos en el aire son cultivables. Ademas, los métodos estan limitados por las
condiciones ambientales y medios de cultivo especificos [1]-[3]. Existen métodos
de cultivo independiente como la citometria de flujo que representa una alternativa
a los métodos de cultivo dependiente ya que cuantifica el total de células y
metabolitos muestreados por medio de tinciones con fluorocromos que se unen a
componentes celulares especificos por lo que permite la caracterizacion de las
células vivas, muertas o dafadas [33], [47], [110].

Los riesgos a la salud provocados por los bioaerosoles aparecen cuando las
concentraciones de algunas especies son altas (102 — 10* UFC/m3 y 100
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esporas/m®) tales como las que han presentado las bacterias filamentosas,
bacterias entéricas y hongos [7], [32]. Se pueden identificar tres grupos principales
de enfermedades asociadas a la exposicion de bioaerosoles: enfermedades
infecciosas, enfermedades respiratorias y cancer. Las enfermedades infecciosas
(gripa, influenza y tuberculosis) y respiratorias (asma, rinitis, conjuntivitis,
pneumonias) son las mas comunes, sin embargo, también se han descrito casos de
abortos y efectos inmunologicos hormonales en mujeres expuestas a micotoxinas
[6], [38], [56].

Por lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha establecido que el
valor limite de exposicion (ELV) de bioaerosoles en aire ambiente debe ser menor
a las 300 UFC/m3. Sin embargo, las respuestas de los seres humanos a los
diferentes microorganismos y fragmentos de los mismos suspendidos en el aire
varian desde efectos inocuos hasta enfermedades graves, dependiendo del agente
especifico y de los factores de susceptibilidad de cada persona.

Debido a esto, se han desarrollado diferentes procesos para prevenir, reducir y
controlar las fuentes de contaminacion con bioaerosoles en espacios de interiores.
Dentro de estas tecnologias destacan los procesos de oxidacién avanzada como la
fotocatalisis para inactivar a los bioaerosoles [125], [14].

El tratamiento de bioaerosoles a través del proceso de fotocatalisis se logra
mediante la interaccion entre un catalizador y la luz ultravioleta (UV) para producir
los radicales hidroxilo (-OH), los cuales son altamente reactivos y son consideradas
las especies oxidantes dominantes que contribuyen a la mineralizacion de los
bioaerosoles [4], [17] mediante el rompimiento de la membrana celular, causando la
oxidacion de las proteinas (desnaturalizacion) y al dafio al ADN [70].

Asi, los sistemas fotocataliticos presentan ventajas sobre otros métodos de control
de bioaerosoles como la rapida eliminacion de los mismos y la inactivacion de
microorganismos permanente. Sin embargo, es necesario estudiar este tipo de
procesos con catalizadores que mantengan un mayor tiempo de vida media ya que
una de las principales limitaciones de estas técnicas es la desactivacién del
catalizador [4]. Ademas, la mayoria de los estudios se han realizado para la
inactivacién de bioaerosoles sintéticos en procesos en lote y algunos estudios en
modo continuo [5], [18]-[20]. Los bioaerosoles sintéticos son aquellos que son
cultivos prefabricados de bacterias u hongos con especies conocidas, asi como su
concentracion de nebulizacidn para sus estudios y se ha estudiado el efecto
antimicrobiano del TiO2 y ZnO en procesos fotocataliticos en lote desarrollados en
agua para la inactivacion del 100% de células de E. coli (concentracion inicial de
1x107 UFC/mL) donde se demostré que se producen 3 tipos de especies reactivas
oxidantes: radical superéxido (05 ), radical hidroxilo (OH") y oxigeno (O2z) que atacan
las membranas celulares ademas de la liberaciéon de iones de Zn?* que dafian a las
células [70].
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Rodrigues y col. (2017) [20] desarrollaron un sistema en lote para demostrar la
capacidad de inactivacion fotocatalitica con TiO2 y ZnO en agua para las bacterias
E. coli, Pseudomonas aeuginosa, Citrobacter freundii, Staphylococcus aureus y S.
saprophyticus, Aspergillus fumigatus y Peniccillium spp. Obtuvieron hasta un 100%
de inactivacion de las bacterias y en un proceso en continuo en fase gaseosa
evaluaron la capacidad de inactivar las bacterias (concentracion inicial de 10°
UFC/mL) y Aspergillus fumigatus (concentracion inicial de 10* UFC/mL) con TiO2
obteniendo una inactivacion del 90% y 80% para bacterias y el hongo,
respectivamente. Las concentraciones usadas por Rodrigues y col. [20] son al
menos un orden de magnitud inferior a las que se han encontrado en el aire
ambiente por medio de métodos de cultivo independiente [3]

Otro de los problemas més importantes de los sistemas fotocataliticos radica en la
perdida de los semiconductores cuando se usan para tratar flujos de aire en modo
continuo debido a su bajo tamafio (2 — 50 nm) [4], [114], [115]. Se ha demostrado
gue los catalizadores se liberan al medio de evaluacién debido a la baja estabilidad
del soporte [16], los enlaces quimicos débiles entre el soporte y el catalizador [88] y
fendmenos de abrasion que puedan ocurrir en el sistema como lo evalué Meichtry
y col. (2007) [126].

Meichtry y col. (2007) [126] probaron diferentes materiales de soporte como
ceramica, placas de vidrio, anillos de vidrio y botellas de plastico PET que fueron
impregnadas con soluciones al 2% (P/V) de TiO2 (-25 Degussa) para el tratamiento
fotocatalitico de agua para consumo humano. Determinaron que el soporte con
mayor grado de impregnacion fue la ceramica con 2.10 mg TiO2/g soporte, seguido
de las placas de vidrio y los anillos de vidrio con 1.24 mg TiO2/g soporte y 1.01 mg
TiO2/g soporte, respectivamente. Finalmente, obtuvieron un grado de impregnacion
de 0.18 — 0.21 mg TiO2/g soporte en las botellas PET. Aunque la eficiencia
fotocatalitica de las nanoparticulas (NPs) de TiO2 disminuyo debido a que se redujo
el area superficial especifica y aumentaron las limitaciones de transferencia de
masa, los materiales cerdmicos evaluados tuvieron una velocidad de reaccion y
eficiencia de degradacion, de una solucién 0.2 mM de 4-chlorophenol (4-CP), similar
a la de las NPs suspendidas con una cinética de orden cero en un tiempo de 120
min para ambos casos. La eficiencia de degradacion del 4-CP fue de 75% y 100%
con TiO2/cerdmica y NPs suspenidas, respectivamente. Por lo tanto, la
impregnacion de los semiconductores en materiales como polimeros, fibra de vidrio,
filtros de celulosa, perlita, placas de vidrio de cuarzo y otros es una alternativa viable
para evitar la pérdida de catalizadores [18]-[20], [61], [101].

Chuaybamroong y col. (2010) impregnaron NPs de P25-Degussa (TiOz2) en filtros

HEPA para la inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles sintéticos compuestos de

Aspergillus niger, Penicillium citrinum, Staphylococcus epidermidis, y Bacillus

subtilis con un flujo de 1440 L/min donde se alcanzo una inactivacion de 60% para

hongos y 80% para bacterias [19]. Asi mismo, Sanchez y col. (2012) [61] estudiaron

la inactivacién fotocatalitica de bioaerosoles reales con TiO2, impregnado en
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Tereftalato de polietileno (PET), y a un flujo de 180 L/min de un laboratorio de 42 m?
ocupado por cinco personas, encontrando una eficiencia de inactivacion para
bacterias de hasta 76% y sin inactivacion significativa para hongos [61], sin
embargo, subestimaron la cantidad y diversidad de bioaerosoles ya que la
cuantificacion y caracterizacion de los bioaerosoles fue hecha por métodos de
cultivo dependiente.

En la presente investigacion se ha logrado establecer los parametros operacionales
en continuo para la inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles emitidos por un
biofiltro -en estado estable- que trata vapores de acetato de etilo a una carga
constante de 60 g/m3h y una eficiencia de remocién de 100%. Los catalizadores
empleados para la fotocatalisis fueron el ZnO y el TiO2 impregnados en poraver y
fotoactivados a 254 nm. La técnica de citometria de flujo se desarroll6 para
cuantificar y caracterizar las células vivas, muertas y dafiadas de las muestras de
bioaerosoles obtenidas. De acuerdo a nuestro conocimiento, ningun otro estudio ha
reportado este proceso en la literatura. Ademas, se usO la microscopia de
epifluorescencia para cuantificar la concentracion total de esporas fangicas emitidas
por el biofiltro.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Caracterizacion e impregnacion de catalizadores
En la Tabla 9 se muestran los resultados resumidos de la caracterizacion de las
nanoparticulas con las diferentes técnicas descritas en la metodologia.

Mediante los analisis de XRD y el software EVA se determinaron las fases cristalinas
para ambas nanoparticulas, donde se obtuvo que la nanoparticula ZnO esta
compuesta 100% de la fase cristalografica Zincita-Wurzita [90], [114] y el TiO2
estaba compuesto de 87.65% de la fase cristalografica Anatasa y de 12.35% de la
fase cristalografica Rutilo [90]. Ademas, con los analisis en RAMAN se comprobo la
presencia de dichas fases cristalogréaficas por los modos vibracionales obtenidos.
Ambas fases dominantes en los catalizadores hacen propicio desarrollar los
procesos fotocataliticos [90], [114].

En la Tabla 9 se muestra la Aset obtenida para ambos catalizadores de 38.2 m?/gy
53.3 m?/g para ZnO y TiOz2, respectivamente. Ademas, se determind que ambos
catalizadores tienen una isoterma tipo IV que es representativa de sélidos
mesoporosos dominados por una fisisorcion en multicapas [89]. Se obtuvieron lazos
de histéresis tipo Hz para ambos catalizadores y esto indica que los solidos forman
aglomeraciones [89] como se puede notar en las Figuras 40y 41.

La morfologia del ZnO se muestra en la Figura 40. Se determind que el ZnO tiene
una forma hexagonal caracteristica del zinc [31], ademas, se observé un
empaquetamiento de cristales. En la Figura 41 se muestran los cristales de TiO:2
cubicos y aglomerados.
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Tabla 9. Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas

Técnica Zn0O TiO2
Microscopia Se observé un _ Se observaron cristales cubicos
electronica de empaquetamlent_q de cristales _aglomerad_qs yuna
barrido y una impregnacion impregnacion homogénea sobre

homogénea sobre el poraver. | el poraver.
ABgeT: 38.2417 m2/g AgeT: 53.3070 mzlg

Fisisorciéon con

— Isoterma: IV — séli m r n fisisorcion por multi
Nitrégeno soterma sélidos mesoporosos con fisisorcién por multicapas

Histéresis: Hs — sélidos que forman aglomeraciones

Tamafio: 28.85 nm Tamafio: 19.37 nm

Difraccién de Cristal hexagonal Cristal Tetragonal

Rayos X Fase cristalina: Zincita-Wurzita | Fase cristalina: Anatasa
(87.65%) y Rutilo (12.35%)
Modos vibracionales de Zincita | Modos vibracionales de Anatasa
203, 331, 377,438y 1152 cm™ | (TiOy): 144, 197, 399, 519 y 639

Espectroscopia

RAMAN (Data base Ruff ID R060027) cm? [90]
Grado de Impregnacién: 0.050 | Grado de Impregnacion: 0.041
anO/ gPoraver anO/ gPoraver

Analisis Capacidad de retencion de Capacidad de retencion de

agua: 1.51 mL/g agua: 1.58 mL/g

Volumen requerido para tener | Volumen requerido para tener 1
1 g de catalizador en el g de catalizador en el
fotorreactor: 123.264 mL fotorreactor: 150.774 mL

gravimeétricos

En las Figuras 40 y 41 se muestra que la impregnacién de los fotocatalizadores es
homogénea, aunque no con el mismo grado de impregnacion como se indica en la
Tabla 9. En la Figura 41 se puede apreciar que el TiO2 tiene una mejor distribucion.
Por los andlisis elementales EDS (Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) que se
hicieron con el equipo FEI QUANTA 250 se determind que la forma de impregnacion
no modifica ni la composicion de los catalizadores. Ademas, se ha reportado que la
forma de impregnacion no modifica las caracteristicas cristalograficas de los
catalizadores [31], [90].

J

100 000x

Figura 40. Caracterizacion morfologica y de distribucion sobre poraver del ZnO; a) Nanoparticula ZnO, b) y c)
ZnO/Poraver

En la Tabla 9 se muestran los resultados de los analisis gravimétricos, y se puede
observar que el grado de impregnacién de ZnO/Poraver es 1.21 veces mayor con
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respecto al TiOz/Poraver. Ademas, en las micrografias obtenidas mediante la
microscopia electronica de barrido se determiné que el soporte tiene una
distribucion de poros heterogénea y una escasa porosidad, asi como una superficie
lisa. Las caracteristicas fisicas del poraver afectan directamente en el grado de
impregnacion y en el volumen de soporte impregnado que se debe colocar en el
fotorreactor.

10 000x

Figura 41. Caracterizacion morfologica y de distribucion sobre poraver del TiOz; a) Nanoparticula TiOz, b) y c)
TiO2/Poraver

2.2 Desempefio de los reactores

El biofiltro alcanz6 y mantuvo un estado estable durante 130 dias con una eficiencia
de remocion (ER) de 100% de acetato de etilo (EA). Asi, la salida del biofiltro estuvo
principalmente compuesta de bioaerosoles y de dioxido de carbono producido
durante la mineralizacion del EA, la cual fue superior al 100%.

Debido a que se ha reportado que el tiempo de vida media de los catalizadores es
un factor limitante [31], se decidi6 evaluar los sistemas durante 96 h. En las primeras
12 horas se tomaron dos muestras de la salida del fotorreactor cada hora. A partir
de las 12 horas se tomO6 una muestra cada 12 horas hasta completar 96 h de
evaluacién como se muestra en las Figuras 44 y 45.

2.2.1 Controles fotocataliticos

Los controles de fotolisis y adsorcion se desarrollaron para determinar la
contribucion de la irradiacion UVC (254 nm) y el punto de equilibrio en el que el
empague del fotorreactor alcanzaba la saturacion por bioaerosoles [12], [20], [67],
es decir, el punto en el que la cantidad de bioaerosoles a la entrada del fotorreactor
era la misma que la salida. Las Figuras 42 y 43 muestran el comportamiento de los
controles de fotélisis y adsorcidn, respectivamente, con respecto a la composiciéon
de las muestras en cuanto al porcentaje de células vivas, muertas y dafiadas.
Ademas, en los graficos se puede observar una linea sobre las barras que indica la
cantidad total de bioaerosoles a través del tiempo. El Tiempo 0 (To) corresponde a
la entrada de bioaerosoles para cada sistema.
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Un analisis de comparaciéon de medias multiples Tukey fue desarrollado con el
software “Rstudio”. Con el analisis estadistico se determind que no existe un efecto
fotolitico significativo sobre la composicidén de las muestras de bioaerosoles (valor
de P > 0.05), lo cual significa que el porcentaje de células vivas o muertas no cambia
significativamente con respecto al tiempo debido a que el TRG es muy bajo con
respecto a otros estudios [12], [20], [66], [67].

Lo anterior se comprueba ya que se han expuesto diferentes cepas como
Aspergillus versicolor y Mycobacterium parafortuitum con un tiempo de exposicion
de 14 min y una concentracién de 140 UFC/mL [67] asi como para Mycobactereium
bovis con un tiempo de exposicion de 100 min y una concentracion de 1x10°UFC/mL
[69]. La Figura 45 muestra la composicion de las muestras de bioaerosoles durante
el control fotolitico.

Los experimentos control de adsorcion indicaron que el equilibrio fue alcanzado a
las 14 horas para ambos semiconductores. Esto se muestra con la linea del total de
bioaerosoles marcada en la Figura 43A y 43B. Ademas, se puede observar que no
hay un cambio en la composicion de las muestras de bioaerosoles, por lo que se
determind con un analisis ANOVA que el contacto de los bioaerosoles tanto con
ZnO y TiO2 no tiene un efecto significativo en la inactivacion de bioaerosoles (valor
de P = 0.935).

2.2.2 Proceso de fotocatalisis

Una vez que el equilibrio de adsorcion fue alcanzado, se inicié el proceso de
fotocatalisis para cada catalizador. Las Figuras 44 y 45 muestran la composicion de
las muestras a la entrada (To en ambos gréaficos) asi como las 18 salidas evaluadas
a través del tiempo para ambos sistemas fotocataliticos (ZnO/Poraver y
TiO2/Poraver).

La Figura 44 muestra el rendimiento fotocatalitico que tuvo el sistema ZnO/Poraver,
en el cual se puede apreciar que no hubo un efecto de inactivaciéon de los
bioaerosoles.

De manera natural, al momento de que el ZnO absorbe los fotones se genera la
reaccion de oxidacion que provoca la produccion de un electréon hueco positivo (hzy,)
de la banda de valencia y debido a la migraciéon de un electrén de la banda de
valencia (BV) a la banda de conduccion (BC), este electron reduce el oxigeno
presente en el medio y produce el radical superéxido (- 05) [127], [128].

El h}, reacciona con un grupo funcional hidroxilo (OH") para producir el radical
hidroxilo (- OH). El radical hidroxilo, que es la especie dominante para la oxidacion
de los bioaerosoles en aire [17], [118], reacciona con las membranas de los
bioaerosoles lo que produce el dafio celular. Ademas, el -0, se protona con los
atomos de H*, provenientes de las moléculas del agua (Ecuacién 24), produciendo
el radical hidroperoxil (HOO-) y subsecuentemente el peréxido de hidrégeno (H202)

101



y O2 (Ecuacion 26). El H202y el - 05 raccionan para formar otro - OH, OH™ y O2
[127], [128].

Sin embargo, el poraver tiene una CRA menor a 1.6 mL/g, lo que provoco que no
existieran suficientes moléculas de agua en el medio con las cuales el hj,
reaccionara con los OH" sin producir suficientes - OH. Ocurre lo mismo con el - 05 y
la falta de H* en el medio. Asi, el electron hueco y el electron sufrieron una
recombinacién de carga impidiendo la produccién de -OH que inactive a los
bioaerosoles. Lo anterior provoca la baja eficiencia de inactivacion de bioaerosoles
en el sistema ZnO/Poraver aunado a la escasa afinidad o solubilidad del catalizador
en agua. Las reacciones se detallan en las ecuaciones [127], [128].

Zn0 + hv - ZnO (egc + h#y,) -+ OH + Bioaerosoles ... Ecuacién 19

egc + hfy - Calor ... Ecuacién 20
egc + 0, = - 05 ...Ecuacion 21
hf, + OH™ - - OH ...Ecuacién 22
-OH + R — Bioaerosoles - R + H,0 ... Ecuacion 23

egc+ 0, >0+ H* > HOO- +-0; » HOO - + 0~ ...Ecuacion 24

HOO - - H,0, + 0, ....Ecuacion 25
H,0, +-0; »-0H+ OH™ + 0, ...Ecuaciéon 26

Aunado a lo anterior, se sabe que el CO2 es poco soluble en agua [17], [116] lo que
puede promover las reacciones de competencia en la reduccion del CO:z en la
superficie del catalizador y provocar la desactivacion del ZnO por la deposicion de
especies reducidas del CO2 debido a su baja capacidad de retencion de agua ya
gue se ha demostrado que se tiene una selectividad 3 — 4 veces mayor en reducir
el CO2 en comparacion con el H20 en fase gaseosa [116].

Pese a que la corriente gaseosa que llega al fotorreactor estuvo compuesta de
bioaerosoles y COz, la superficie lisa y la escasa porosidad del poraver tiene un
efecto negativo en la fotocatalisis debido a que disminuye el area superficial
disponible para que ocurran las reacciones para la produccion de radicales hidroxilo
(- OH) y por consecuencia la inactivacidon de bioaerosoles. Ademas, la capacidad de
retencion de agua en el sistema ZnO/Poraver es 1.04 menor con respecto al sistema
TiO2/Poraver, lo que puede provocar una ineficiencia en la inactivacion de
bioaerosoles ya que no se tienen las moléculas de H20 disponibles como
precursores de la produccion de los -OH como se ha reportado en sistemas
fotocataliticos en fase acuosa y gaseosa con ZnO [20], [72], [81].

Por otro lado, en la Figura 45 se puede apreciar el rendimiento en la inactivacion de
bioaerosoles en el sistema TiO2/Poraver, en el cual se puede observar que el
catalizador se mantuvo activo hasta las primeras 3.5 horas del proceso. Se obtuvo
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una eficiencia de inactivacion maxima de 77.8 % en la hora 2 del proceso y una
eficiencia minima promedio de 28 + 10.4 % en las horas 1, 2.5y 3.5.
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Figura 45. Proceso fotocataliticoTiOz/Poraver

A patrtir de la hora 4 del proceso se puede detectar una inactivacion del catalizador
debido a una saturacion de los productos de lisis celular (exopolisacaridos) por la
degradacion de los bioaerosoles. Lo anterior se puede comprobar con las
micrografias mostradas en la Figura 51 de las muestras de soporte fijadas con GHT
para el sistema TiO2/Poraver donde se puede apreciar que no se detectan los
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bioaerosoles como en las micrografias en la Figura 50, que muestran las
micrografias de los bioaerosoles retenidos en ZnO/Poraver.

La desactivacion de los catalizadores también se asocia directamente con la
saturacion de su superficie con las moléculas del vapor de agua, asi como los
productos de degradacion de los bioaerosoles que propician el envenenamiento y
ensuciamento del catalizador (Figura 46) como lo observado en el estudio de
Saucedo y col. (2015) [118] donde evaluaron la transferencia de masa de moléculas
de hexano de la fase gaseosa a la fase acuosa que rodea los catalizadores.
Ademas, reportaron el envenenamiento de ZnO por subproductos de la degradacion
de hexano y con ello la inactivacion del catalizador. Se ha reportado que el TiO2 es
altamente hidrofilico y se sobresatura facilmente de moléculas de H20 lo que pudo
contribuir a su desactivacion y asi afectar el rendimiento en la produccién de
radicales hidroxilo [17], [117].

BIOAEROSOLES
+Cn

Aire con bioaerosoles y CO2

\ O Bioacrosoles (bacterias, levaduras y hongos)

® | ® Moléculas de CO2
| @ Moléculas reducidas de CO2

@ Subproductos de degradacién de bioacrosoles

Figura 46. Transferencia de bioaerosoles y CO2 a través de la fase gaseosa y la fase acuosa en el sistema
fotocatalitico ZnO/Poraver (imagen modificada y adaptada de Saucedo y col. 2015) [31].

Se us6 el Calcofluor-White para tefiir y cuantificar el total de hongos que emiti6 el
biofiltro ya que se une a los polisacaridos de la pared celular (1 -3)y (1 -4) - B —
D — Glucano (Celulosa y Quitina, respectivamente) [92], [121]. Estos polisacaridos
son las especies quimicas dominantes de las paredes celulares de las esporas
fungicas [92], que una vez tefiidas con el Calcofluor-White presentan fluorescencia
cuando se irradian con una longitud de onda cercana a la region UVA y una corta
longitud de onda del espectro visible (375 — 470 nm) [92], [121].

Sin embargo, el Calcofluor-White no es selectivo entre esporas flngicas viables y
no viables [3], [92], por tal razén, no fue posible calcular una eficiencia de
inactivacién fotocatalitica fangica real. La cuantificacion de esporas fungicas no se
incluye en la composicion de las muestras de bioaerosoles mostradas en las Figuras
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44 y 45 ni en el balance global de bioaerosoles (Tabla 10). Sin embargo, en la Figura
47 y 48 se muestra la concentracion total de esporas fungicas cuantificadas en las
muestras de entrada (To) y las muestras de salida de los sistemas fotocataliticos
con mayor eficiencia de inactivacion, descritos anteriormente.

Asi, la concentracion total de esporas fungicas durante la evaluacion del sistema
fotocatalitico ZnO/Poraver se muestra en la Figura 47 y se puede observar que las
muestras de bioaerosoles colectadas estan compuestas de 94 — 99 % de bacterias
y levaduras y de 1 — 6% de esporas fungicas. Ademas, se determind un promedio
de disminucién en la concentracion de esporas fungicas a la salida, durante la
primera hora del proceso, de 57.3 £ 0.01 % con respecto a la concentracion de
esporas fungicas en la entrada (To). Posteriormente se detectd un desprendimiento
de esporas fungicas ya que la concentracion en la salida del fotorreactor a la hora
2 del proceso fue de 149 % mas con respecto a To. Después de esta hora de
desorcion la concentracion de bioaerosoles se mantiene estable. Lo anterior se
puede comprobar con las micrografias mostradas en la Figura 50 (B y C) donde se
muestra una dispersion homogénea de bioaerosoles en el soporte.

4.01E+08 4.01E+08
)
D 3.51E+08 3.51E+08 G
= ME
‘& 3.01E+08 3.01E+08
= @©
(n —
T 251E+08 2 51E+08
2 =)
< 2.01E+08 2.01E+08 &
a Q
S 1.51E+08 1.51E+08 2
o 2
$ 1.01E+08 1.01E+08 &
5] o
m Q.
5.10E+07 5.10E+07 Lle

1.00E+06 1.00E+06

35
Tiempo (h)
mmmm Bacterias y Levaduras meei Bioaerosoles Totales =m==Esporas Fungicas

Figura 47. Concentracion de esporas fungicas emitidas por el biofiltro acoplado al sistema ZnO/Poraver

Por otro lado, en la Figura 48 se puede observar la concentracion total de esporas
fungicas durante la evaluacion del sistema fotocatalitico TiO2/Poraver donde las
muestras de bioaerosoles colectadas estan compuestas de 97.2 — 99.7 % de
bacterias y levaduras y de 0.3 — 2.8 % de esporas fungicas con una disminucion
maxima de 72.8 £ 0.04 % en la primera media hora de operacion del sistema.
Posterior a la hora de operacion, la concentracion a la salida del fotorreactor de
esporas fungicas se mantiene estable con respecto a To.
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Figura 48. Concentracion de esporas fungicas emitidas por el biofiltro acoplado al sistema TiOz/Poraver.

Como se menciond anteriormente, se obtuvieron micrografias de las muestras de
soporte fijadas con GHT para el soporte sin impregnacion (control) y con
impregnacion del catalizador (TiO2 o ZnO). La micrografia de la muestra control sin
impregnacion se puede observar en la Figura 49 y se puede notar (en circulos de
color azul) el desarrollo de biopelicula por parte de los bioaerosoles. Debido a que
el soporte tiene una textura lisa y cuenta con una porosididad irregular y baja [93] la
biopelicula se pudo observar en las cavidades del soporte.

En la Figura 50 (A, By C) se muestra a los bioaerosoles como semi-esferas con un
tamafo, determinado con el equipo SEM QUANTA 250, dentro del rango de 4.2 —
15.4 um. EI ZnO cubrié la superficie lisa del poraver con una forma de “espuma o
nieve”. Se puede observar en las micrografias que el ZnO inhibe la formaciéon de
una biopelicula de las células de bioaerosoles debido a la citotoxicidad que causan
los iones de Zn?* [74], [115]. En la Figura 50A, se muestra una micrografia obtenida
después del proceso de adsorcion, se puede observar una gran cantidad de células
y en la Figura 52B, se puede ver la micrografia obtenida después del proceso de

fotocatdlisis, se puede observar una disminucién significativa en la cantidad de
bioaerosoles.

En la Figura 50C se marcan dentro de un circulo naranja las células que fueron
modificadas debido a la presencia de los iones de zinc. Lo anterior se determiné ya
gue se hicieron analisis elementales sobre dichas estructuras revelando una
composicién de elementos pertenecientes de a las células (C, Mg, P, Na y K) que
pueden ser los elementos remanentes de los compuestos de lisis celular como los
exopolisacaridos [18], [117].
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Figura 49. Micrografia de muestra control de poraver sin impregnacion de catalizador y fijada con GTH.

Anteriormente se habia demostrado la modificacion morfolégica celular provocada
por la interaccion de ZnO con Campylobacter jejuni donde la bacteria cambio su
morfologia de bastones a cocos en el estudio realizado por Xie y col. (2011) [73] y
en el presente estudio se puede observar una modificacion celular provocada por la
impregnacion de cristales de Zn sobre la célula. Aunado a lo anterior, en la Figura
50C se muestra una delimitacion de espacio entre el ZnO y los bioaerosoles. Esta
delimitacién tiene una extension dentro de un rango de 700 nm a 2 um. Lo anterior
se debe al efecto de retraccion que se ha reportado que causa el GTH usado para
la fijacion de células [122], [123] y el efecto citotdxico que provocan las NPs de ZnO
[72].

Al hacer la comparacion entre la cantidad de bioaerosoles de los sistemas
ZnO/Poraver y TiO2/Poraver la concentracion de bioaerosoles en el segundo
sistema es nula ya que se lograron identificar de 1 a 4 células en cada muestra del
soporte. Esto puede ser atribuido a la lisis celular sobre el TiO2 [18] como se puede
observar en la Figura 51 (A y B). Por lo anterior las micrografias mostradas en la
Figura 51 son de espacios puntuales enfocados a las células que lograron
observarse.

En la Figura 51D se puede observar hendiduras que también pudieron ocasionarse
por la irradiacion UVC del sistema [18]. Asi mismo se puede observar en la Figura
51E que las particulas que rodean a la célula son las nanoparticulas de TiO2 debido
al analisis elemental (EDS) que se realiz6 durante la observacion en SEM.
Finalmente, en la Figura 51F se puede ver una célula con la membrana dafiada por
lo que se podria atribuir a la oxidacién de los componentes de la membrana con los
radicales hidroxilo y la interaccion con las NPs de TiO:z y la célula.
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Figura 51. Micrografias de bioaerosoles en TiO2/Poraver

Con base en las micrografias mostradas en las Figuras 38 (Capitulo V), 50 y 51 se
propone un mecanismo de inactivacion y dafo de bioaerosoles por la fotocatalisis
con el ZnO (Figura 52). La inactivacion y dafio de bioaerosoles por TiOz se produce
por lisis celular y dafio en la membrana de las células de bioaerosoles.

En la Figura 52 se puede observar que cuando se liberan los radicales hidroxilo por
la fotoexcitacion del ZnO [17], los radicales y el catalizador interaccionan con los
bioaerosoles y pueden provocan la ruptura o dafio de la membrana celular, lisis
celular y liberacion de sustancias endoplasmaticas y la modificacion morfolégica
como se ha reportado por el estudio de Xie y col. (2011) [73] donde por la interaccion
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de las NPs de ZnO y las células se modificaron las células de bastones a cocos. Asi
mismo, Jacoby y col. (1198) [18] observaron dafos en la membrana celular y lisis
celular de E. coli por dafio fotocatalitico con TiOx.

Dano externo Y

Fuente de luz UVC (254 nm) anla g pecs Ruptura
§ membrana V de
membrana

ﬂ. OH

g Lisis celular

ZnO

Zn0 + hv - Zn0 (eg¢ + hjpy) -+ OH + Bioaerosoles Modificacion
de morfologia v

Figura 52. Mecanismo de inactivacion fotocatalitica de bioaerosoles con ZnO

2.3 Balance de bioaerosoles

Para poder determinar una eficiencia de retencion de bioaerosoles a través del
tiempo se hizo un balance global evaluado a las 96 horas del proceso fotocatalitico,
ya que es el tiempo en que se pudo extraer una muestra del soporte para el
desprendimiento y posterior andlisis celular. El balance global para ambos sistemas
se muestra en la Tabla 10.

El balance se desarrollé con las ecuaciones 16, 17 y 18 para homogenizar unidades
con respecto a las células acumuladas en el soporte:

) cel (0.0022m3
Bioaerosoles (células) = X

- ) (Tiempo) ... Ecuacién 16
min

m3 aire
Celulasretenidas

g — (Volumen muestra) (Y gsoporte) .. Ecuacion 17
soporte

Bioaerosolesey soporte (células) =X

Balance global = Entrada — (¥ Salidas + Acumulaciong,yoyte) .- Ecuacion 18

En la ecuacién 16 se puede apreciar que se involucra el flujo del biofiltro que es el
mismo que tiene el fotorreactor para poder considerar el tiempo de evaluacién y la
cantidad de células en la muestra medidas con el citrometro de flujo. Al final se
obtiene el valor numérico de bioaerosoles en unidades de células que se pueden
comparar con el numero de células retenidas en el soporte (ecuacion 17).

El balance global se calcula con el uso de la ecuacion 18 donde se involucra la
cantidad de células a la entrada durante las 96 horas y la suma de todas las células
cuantificadas durante todo el proceso de fotocatalisis, asi como la cantidad de
células retenidas en el soporte.
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Debido a que no se analizaron todas las muestras de la salida de cada sistema para
calcular la cantidad de esporas fungicas el balance global, que se muestra en la
Tabla 10, no incluye la cantidad de esporas fungicas. Sin embargo, se hizo la
evaluacion de esporas fungicas retenidos en el soporte al final de las 96 h del
proceso de fotocatalisis. Se determind que se retuvieron 9.38x10° esporas
flngicas/m3aire para el sistema ZnO/Poraver y 1.01x107 esporas fangicas/m3aire
para el sistema TiO2/Poraver, lo cual corresponde a un 0.45% y 0.03% del total de
bioaerosoles retenidos en el soporte.

Los numeros negativos expresados en la Tabla 10 se deben a que hubo un proceso
de desorcidn de bioaerosoles, el cual también se puede apreciar en las Figuras 47
y 48 a partir de las horas 4, 9 y 24 en el sistema ZnO/Poraver y la hora 36 en el
sistema TiO2/Poraver (linea de bioaerosoles totales sobre las barras en las
gréficas). Lo anterior se atribuye a que el sistema estd compuesto de catalizadores
mesoporosos con isotermas tipo 1V, lo cual permite procesos de fisisorcion no
selectivos.

Tabla 10. Balance global para los sistemas fotocataliticos con poraver.

Condiciones de Valor (Célulastotates)
muestreo en Zn0O TiO2
fotorreactor
1.58x10° 4.61x10°
Células ala entrada V M D vV M D
38.37% 59.96% 1.99% 31.94% | 65.00% | 3.06%
. , 9 9
Sumatoria de células en - 1'40&'(10 = - 8'97'\);10 =
las 18 salidas 63.30% | 32.15% 424% | 24.05% | 74.09% | 1.86%
Células retenidas en 2.07x107 4.00x10°
soporte v M D v M D
(Acumulaciénseporte) 43.58% 41.16% 15.26% 4.54% 94.95% | 0.51%
Balance global -1.8810° células -5.50x10° células

V= Células vivas; M= Células muertas; C = Células dafiadas

Con el balance global se demostr6 que en el sistema ZnO/Poraver el mayor
porcentaje de células a la salida del fotorreactor (To) es de vivas (63.30 %)
comparado con el 38.37% de células vivas a la entrada del fotorreactor. Lo anterior
se puede atribuir a una acumulacién de células en el soporte y la pronta
desactivacion del ZnO por las reacciones de competencia con CO:2 y dicho
porcentaje es variable a lo largo de las 96 h de operacion del sistema. Durante las
Gltimas 24 h de operacion del sistema se registré un promedio de 2.05x108 + 4.8x107
células, siendo este valor 20.31 mayor comparado con el de las primeras 4 h de
operacion, que es cuando se logra estabilizar la cantidad de células vivas a la salida
del fotorreactor, se registré un promedio de 1.01x107 + 8.92x10° de células vivas a
la salida del fotorreactor. Se puede observar una mayor cantidad de células dafiadas
retenidas en el en el soporte con respecto a las células dafiadas a la entrada del
fotorreactor y a la salida del mismo de 7.66 veces mayor y 3.59 veces mayor,
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respectivamente. Lo anterior se puede atribuir a la citotoxicidad que pueden
provocar las NPs de ZnO [72].

En cambio, en el sistema TiO2/Poraver se registr6 una mayor cantidad de
bioaerosoles totales a la entrada del fotorreactor (4.61x10°- To) y a partir de la hora
36 de operacion se registr6 un proceso de desorcion. A partir de esta hora la
cantidad de bioaerosoles totales en las salidas del fotorreactor se estabilizé con
respecto a la cantidad en la entrada haciendo evidente el proceso de desorciény la
estabilidad del sistema términos de fisisorcion. Ademas, con el balance global de
bioaerosoles retenidos en el soporte del fotorreactor, se registré un 29 % mas de
células muertas comparado con el de la entrada debido debido a la lisis celular sobre
el TiO2 [18].

El porcentaje de células dafiadas se mantiene constante con un promedio de 5.02
+ 1.03 de células en el sistema ZnO/Perlita y de 4.51 + 0.62 de células en el sistema
TiO2/Perlita. En ambos sistemas es al menos 1.38 y 1.17 veces mayor la cantidad
de células dafiadas a la salida y retenidas en el soporte, respectivamente, con
respecto a las de la entrada.

3. CONCLUSIONES

Se determin6 que no existe un efecto fotolitico significativo en la inactivacion de
bioaerosoles. Ademas, se pudo comprobar que el solo contacto de los bioaerosoles
con las nanoparticulas no tiene un efecto significativo en los porcentajes de
composicién de las muestras colectadas a la entrada y salida del biofiltro. Y,
mediante los andlisis por citometria de flujo se logré determinar que el sistema con
mayor eficiencia de inactivacion de bioaerosoles fue el TiOz/Poraver con un
porcentaje de inactivacion de 77.8 % en la hora 2 del proceso y una eficiencia
minima promedio de 27.94 + 10.4 % en las horas 1. 2.5 y 3.5. por otro lado, el
sistema fotocatalitico ZnO/Poraver no tuvo un impacto en la inactivaciéon de los
bioaerosoles emitidos por el biofiltro.

Se comprobd que la capacidad de retencion de agua es un parametro vital para el
desarrollo de la fotocatalisis con las diferentes nanoparticulas empleadas en este
estudio ya que tienen diferentes grados de afinidad a las moléculas del agua, lo que
impacta directamente en su tiempo de vida media, asi como la eficiencia en la
produccion de radicales hidroxilo que inactiven los bioaerosoles.

El balance global de bioaerosoles resulta en nimeros negativos debido a que se
tienen procesos de desorcion fisica de bioaerosoles en los catalizadores
Mesoporosos.

Los bioaerosoles estan compuestos de un 94 — 99.7 % de bacterias y levaduras y
de un 0.29 — 6 % de esporas flingicas. Se retuvieron 9.4x10® esporas flngicas
/m3aire para el sistema ZnO/Poraver y 1.01x107 esporas flingicas/m?3aire para el
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sistema TiO2/Poraver, lo cual corresponde a un 0.45% y 0.03% del total de
bioaerosoles retenidos en el soporte.

Los mecanismos de inactivacion de los bioaerosoles observado en las micrografias
obtenidas a través de microscopia electronica de barrido fue por dafio en la
membrana de los bioaerosoles, lisis celular, asi como la modificacién morfologica
de las células.
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CAPITULO VII:
EFECTO DEL MATERIAL DE SOPORTE (PERLITA Y PORAVER)
EN EL DESEMPENO DE LOS FOTOCATALIZADORES ZnO Y TiO;
EN LA INACTIVACION DE BIOAEROSOLES

RESUMEN

El tratamiento de aire de interiores o de corrientes gaseosas es crucial para
mantener o mejorar la calidad de aire al que estamos expuestos, por lo que los
procesos de tratamiento en modo continuo representan aplicaciones reales a las
necesidades de mejora de la calidad de aire de interiores. La fotocatalisis
heterogénea con los catalizadores inmovilizados representa una tecnologia factible
para desarrollar procesos con flujo continuo que eliminan el problema de la pérdida
del catalizador. El aire de interiores puede estar contaminado por un 35% de
particulas bioldgicas suspendidas en aire, conocidas como bioaerosoles que son de
alta complejidad y causan una amplia diversidad de enfermedades infecciosas,
respiratorias y crénico degenerativas. Se han desarrollado sistemas fotocataliticos
para el tratamiento de bioaerosoles sintéticos en flujo continuo y se ha demostrado
que el tipo de soporte influye en la eficiencia de inactivacién de bioaerosoles debido
a la capacidad de impregnaciéon que puede alcanzar el soporte y a la humedad que
puede retener.

Por lo anterior, se desarroll6 un proceso de inactivacién fotocatalitica con flujo
continuo de bioaerosoles reales emitidos por un biofiltro que tratd vapores de
acetato de etilo con un fotorreactor anular de 210 mL que operé con un tiempo de
residencia de gas de 5.72 segundos. El fotorreactor fue empacado con perlita o
poraver, previamente impregnados con los catalizadores ZnO o TiO2 y se coloco
una lampara-UV de 254 nm. Los bioaerosoles fueron muestreados a la entrada y
salida del fotorreactor por medio de un impinger AGI-30 y fueron cuantificados y
caracterizados por medio de la técnica de citometria de flujo usando fluorocromos
(yoduro de propidio y naranja de tiazol) y en funcién del numero de células vivas,
muertas y dafiadas en las muestras.

Los resultados mostraron que el sistema fotocatalitico mas eficiente fue el de
ZnO/Perlita con un 68-72% de inactivacion de bioaerosoles, manteniendo dicho
porcentaje de inactivacion durante 7.5 horas en comparacién con los sistemas
fotocataliticos de TiO2/Perlita y TiO2/Poraver, que tuvieron un porcentaje de
inactivacibn maximo de 40% y 70% pero el tiempo de desactivacion catalitica fue
mas reducido de 1 y 3.5 horas, respectivamente. Por otro lado, el sistema
ZnO/Poraver no logré inactivar bioaerosoles debido a la baja capacidad de retencion
de agua del soporte y a las reacciones de competencia entre la oxidacion del
material biolégico y la reduccion del COs-.
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1. INTRODUCCION

Los bioaerosoles se definen como particulas suspendidas en el aire provenientes
de material biolégico con un didmetro aerodindmico entre 0.5 y 200 pm [32].
Consisten de bacterias, hongos, virus, particulas de peso molecular alto,
alergénicos, endotoxinas, micotoxias, peptidoglicanos, B(1->3)-glucanos, polen y
fibras de planta [6], [33].

La contribucion de los bioaerosoles en el aire es de un 40%, seguido de los
compuestos organicos volatiles (COVs) con un 40% y particulas fisicas suspendidas
con un 20% [35]. Los bioaerosoles son ubicuos en el ambiente, pero existen factores
que provocan la acumulacion y proliferacion de bioaerosoles como la humedad,
temperatura, incidencia de luz, presencia de humanos, plantas, animales o
desarrollo de procesos biolégicos como la biofiltracién, biorreactores con
membranas y biolavadores [33], [37]. Los bioaerosoles pueden causar diversas
afecciones a la salud como enfermedades infecciosas (gripa, influenza y
tuberculosis), enfermedades respiratorias (asma, rinitis, conjuntivitis, pneumonias)
y cancer [6], [38], [56].

Por lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que el
Valor Limite de Exposicion (ELV) de bioaerosoles, en aire de interiores, debe ser
menor a las 300 UFC/m? [3] debido a que los ocupantes de edificios permanecen
mas del 89% del tiempo en interiores [7].

Se han desarrollado diversas tecnologias para el control y remocion de los
bioaerosoles en aire de interiores dentro de las cuales la fotocatalisis heterogénea
representa una alternativa viable ya que se producen radicales hidroxilo (-OH), los
cuales son altamente reactivos y son consideradas las especies oxidantes
dominantes que contribuyen a la mineralizacién de los bioaerosoles en aire [4], [17]
mediante el rompimiento de la membrana celular, causando la oxidacién de las
proteinas (desnaturalizacién) y al dafio al ADN [70].

La mayoria de los estudios fotocataliticos para la inactivacion de bioaerosoles se ha
desarrollado con bioaerosoles sintéticos, los cuales son bioaerosoles con cultivos
prefabricados de bacterias u hongos con especies y concentraciones conocidas
como Pseudomonas, Staphylococcus, Aspergillus, Peniciilium [61], Staphylococcus
epidermidis o Bacillus subtilis [19] que son comUnmente encontradas en aire
ambiente y han sido evaluados en sistemas en lote [5], [18], [75], [81] y en procesos
en continuo [19], [20], [61], [66]. Por ejemplo, Rodrigues y col. (2017) [20]
desarrollaron un sistema en lote para demostrar la capacidad de inactivacion
fotocatalitica con TiO2 y ZnO en agua para las bacterias E. coli, Pseudomonas
aeuginosa, Citrobacter freundii, Staphylococcus aureus y S. saprophyticus,
Aspergillus fumigatus y Peniccillium spp. Obtuvieron hasta un 100% de inactivacion
de las bacterias y en un proceso en continuo en fase gaseosa evaluaron la
capacidad de inactivar las bacterias (concentracion inicial de 10® UFC/mL) y
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Aspergillus fumigatus (concentracion inicial de 10* UFC/mL) con TiO2 obteniendo
una inactivacion del 90% y 80% para bacterias y el hongo, respectivamente. Las
concentraciones usadas por Rodrigues y col. [20] son al menos un orden de
magnitud inferior a las que se han encontrado en el aire ambiente por medio de
meétodos de cultivo independiente [3].

Los procesos fotocataliticos en modo continuo son cruciales para el desarrollo de
tecnologia aplicable para el control de la calidad de aire de interiores. Una de los
principales retos de estos sistemas es evitar la pérdida de catalizadores durante el
desarrollo del proceso por lo que se han evaluado diferentes tipos de soportes para
la inmovilizacion de los catalizadores entre ellos han sido placas de vidrio [18], [78],
microesferas de vidrio huecas [129], [130] filtros de acetato de celulosa [19], [20],
membranas poliméricas [5], tereftalato de polietileno (PET) [61], carbdn activado
[21], [131], entre otros. De igual forma, existen diferentes métodos o técnicas de
impregnacion (inmovilizacion) de los catalizadores sobre los soportes como el
meétodo de recubrimiento por inmersion en sol-gel, el térmico, el de deposicion de
vapores quimicos, el de spraying (capa por capa). Meichtry y col. (2007) [126]
probaron diferentes materiales de soporte como ceramica, placas de vidrio, anillos
de vidrio y botellas de plastico PET que fueron impregnadas con soluciones al 2%
(P/V) de TiOz2 (-25 Degussa) para el tratamiento fotocatalitico de agua para consumo
humano. Determinaron que el soporte con mayor grado de impregnacion fue la
ceramica con 2.10 mg TiO2/g soporte, seguido de las placas de vidrio y los anillos
de vidrio con 1.24 mg TiO2/g soporte y 1.01 mg TiO2/g soporte, respectivamente.
Finalmente, obtuvieron un grado de impregnacion de 0.18 — 0.21 mg TiO2/g soporte
en las botellas PET. Aunque la eficiencia fotocatalitica de las nanoparticulas (NPs)
de TiO2 disminuyé debido a que se redujo el area superficial especifica y
aumentaron las limitaciones de transferencia de masa, sin embargo, los materiales
ceramicos evaluados tuvieron una velocidad de reaccién y eficiencia de
degradacion, de una solucion 0.2 mM de 4-chlorophenol (4-CP), similar a la de las
NPs suspendidas con una cinética de orden cero en un tiempo de 120 min para
ambos casos. La eficiencia de degradacion del 4-CP fue de 75% y 100% con
TiO2/ceramica y NPs suspenidas, respectivamente. Por lo tanto, la impregnacion de
los semiconductores en materiales como polimeros, fibra de vidrio, filtros de
celulosa, perlita, placas de vidrio de cuarzo y otros parece ser una alternativa viable
para evitar este problema [18]-[20], [61], [101].

De los métodos de impregnacion mencionados anteriormente se ha utilizado
ampliamente el recubrimiento por inmersion por sol-gel para tratamientos
fotocataliticos de vapores de hexano con nanoparticulas de ZnO [132] y de
etilbenceno con In/TiO2 [90]. Sanchez y col. (2012) [61] estudiaron la inactivacion
fotocatalitica de bioaerosoles reales con TiO2, impregnado en Tereftalato de
polietileno (PET), y a un flujo de 180 L/min de un laboratorio de 42 m? ocupado por
cinco personas, encontrando una eficiencia de inactivacion para bacterias de hasta
76% Yy sin inactivacion significativa para hongos [61]. Por otro lado, también se ha
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utilizado el método de recubrimiento capa por capa (spraying) para impregnar con
P25-Degussa (TiO2) a filtros HEPA en la inactivacién fotocatalitica de bioaerosoles
sintéticos compuestos de Aspergillus niger, Penicillium citri- num, Staphylococcus
epidermidis, y Bacillus subtilis con un flujo de 1440 L/min donde se alcanz6 una
inactivacion de 60% para hongos y 80% para bacterias [19]. Otro estudio empleo el
mismo método de impregnacion con nanoparticulas de Sophora flavescens/fibras
de carbon activado para la inactivacion de Staphylococcus epidermidis sin
irradiacion y con 1 min de tiempo de contacto y la degradacién de tolueno con un
flujo de 0.1 L/min, se obtuvieron eficiencias superiores al 80% para ambos procesos
[131].

Antes de desarrollar los métodos de inmovilizacion de los catalizadores sobre los
diferentes soportes se usan diferentes solventes (etanol, metabol, xilano, agua
saturada de cal o polimeros) donde se suspenden los catalizadores para formar
soluciones dispersadas y evitar las aglomeraciones de las nanoparticulas, aumentar
el Ager sobre el soporte y no afectar en el rendimiento fotocatalitico [17], [50], [117].
Asi mismo, la temperatura de calcinacién o secado de agentes dispersantes es un
factor que debe ser estrictamente controlado ya que el secado rapido puede
conducir a la formacion de hojuelas del fotocatalizador [17], [133] o pueden ocurrir
transformaciones de fase en el catalizador y causar un decremento en la
fotoactividad [17], [50], [87], [134]. La masa impregnada se debe calcular de acuerdo
a la diferencia de peso después del tratamiento de deposicion [50], [87].

La relacion entre la cantidad o concentracion del fotocatalizador y el soporte afecta
la fuerza de adhesion a la superficie del material a impregnar [17]. El método de
sintesis de las nanoparticulas afecta su Aser, tamafio de nanoparticula, fases
cristalinas dominantes, asi como la concentracion de nanoparticula que puede ser
impregnada en el soporte [135]-[137].

Dentro de las caracteristicas de los soportes que se pueden emplear en los
procesos fotocataliticos para la inactivacion de bioaerosoles se debe considerar la
porosidad, area superficial especifica, capacidad de retenciébn de agua como
precursor de los radicales hidroxilo, tamafio, resistencia, estabilidad y afinidad a los
catalizadores para evitar la pérdida de los mismos en procesos con flujo continuo a
través de los fendmenos de abrasién y arrastre que pueda causar la corriente de
aire contaminada [50], [87], [111], [114].

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue estudiar el efecto de
material de soporte en la impregnacion de los catalizadores ZnO y TiO2 y su
eficiencia en la inactivacion fotocatalitica con flujo continuo de bioaerosoles reales
emitidos por un biofiltro que trata vapores de acetato de etilo. Los bioaerosoles
fueron cuantificados y caracterizados en funcion de su viabilidad por medio de la
citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia.

120



2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La perlita es una roca de vidrio de origen volcanico formada por estructuras amorfas
de SiO2y Al20s. Es capaz de expandir su volumen original de 4 — 20 veces al aplicar
calor [119]. Por otro lado, el poraver es un producto esférico resultante del reciclaje
de vidrio molido y estan compuestas principalmente por SiO2, con pequefias
porciones de Na20, K20 y CaO [87]. Debido a que ambos materiales tienen como
base en su estructura quimica el SiO2, son quimicamente estables. Ademas, el
poraver es mecanica y térmicamente estable [87].

La morfologia de los soportes sin catalizador impregnado se muestra en las Figuras
53 y 54. Se ha reportado que la perlita tiene una textura rugosa, como se puede ver
en la Figura 53, y que tiene un porcentaje de poros de 77% a 85% [93], [138] 0 hasta
del 92 % [119]. Sin embargo, en la Figura 54 se puede ver que la superficie del
poraver es lisa y que la distribucién de los poros no es homogénea y ademas es
escasa. Por lo tanto, estas caracteristicas en el poraver no permiten que los
catalizadores se adhieran a la superficie tan eficientemente como en la perlita, como
se muestra en los resultados de grado de impregnacion detallados en la Tabla 11,
y cuyo grado de impregnacion en perlita fue 2.58 para ZnO y 8.36 para TiOz2.

Tabla 11. Caracteristicas fisicoquimicas de los catalizadores impregnados en los soportes

Caracteristica | ZnO/Perlita | ZnO/Poraver | TiOz/Perlita | TiO2/Poraver
Empaquetami-

p Em_paqueta— ento de cristqles Empaguetami- Empagquetamiento
Morfologia nc];lr?srlg)ledse con tfeo r;;dnear;ma & | ento de cristales de cristales
aglomerados

Aget (M?/Q) 15.60 10.00 - -
Tipo de Y, Y, i i
Isoterma

Tipo de lazo de
Histéresis T Hz i )
Gl
(gcatalizador/gsopor 0.129 0.050 0.343 0.041
te)

CRA (mL/g) 2.79 151 2.89 1.58

DAI (g/mL) 0.15 0.16 0.15 0.16
Volumen

requerido en 49.61 123.3 19.34 150.8
FTR (mL)

ABeT = Area superficial especifica; Gl = Grado de impregnacion; CRA = Capacidad de retencion de
agua; DAI= Densidad Aparente del Soporte Impregnado; FTR = Fotorreactor

Como se determiné en el capitulo V y VI con la microscopia electrénica de barrido
y los anélisis de XRD, la morfologia del ZnO tiene un patron hexagonal caracteristico
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del zinc [31], ademas, se observé un empaquetamiento de cristales (Figura 55). Los
cristales de TiO2 son cubicos y aglomerados (Figura 57).

En las Figuras 54 y 56 se muestra que la impregnacion de los fotocatalizadores en
perlita fue mas homogénea que en poraver (Figuras 56 y 58), aunque no con el
mismo grado de impregnacion para ninguno de los soportes. En base a los andlisis
elementales EDS (Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) que se hicieron con el
equipo FEI QUANTA 250 se determin6 que la forma de impregnacién no modifica
la composicion de los catalizadores. Ademas, estudios anteriores han comprobado
que las caracteristicas cristalograficas de los polvos permanecen sin modificaciones
[87], [90].
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Figura 54. Poraver sin catalizador impregnado
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100 000x 500 nm 10 000x

Figura 55. Caracterizaciéon morfologica y de distribucion sobre perlita del ZnO; a) Nanoparticula ZnO, b) y c)
ZnO/Perlita

10 000x

200 000x 10 000x

Figura 57. Caracterizacion morfologica y de distribucion sobre perlita del TiOz2; a) Nanoparticula TiOz, b) y ¢)
TiO2/Perlita
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Figura 58. Micrografias a diferentes aumentos de TiOz/Poraver

2.2 Fisisorcion

El AgeT obtenida para los polvos fue de 38.24 m?/g y 53.31 m?/g para el ZnO y TiOz,
respectivamente. El Aset para los soportes impregnados se muestra en la Tabla 13,
asi mismo también se puede apreciar el tipo de isoterma y el lazo de histéresis. La
Aset del TiO2 fue 1.39 mayor a la que se obtuvo para el ZnO sintetizado. Sin
embargo, las muestras de ZnO y TiO2 impregnados en poraver no fueron incluidos
debido a que el area fue menor al limite de deteccién del equipo (0.5 m?/g).

Ambos catalizadores presentaron una isoterma tipo IV (Figura 33, capitulo V), la
cual es representativa de solidos mesoporosos dominados por una fisisorcion en
multicapas [89], [132]. Se obtuvieron lazos de histéresis tipo Hsz para ambos
catalizadores (Figura 33, capitulo V) y esto indicd que los sdlidos forman
aglomeraciones [89] como se puede notar en las Figuras 55 y 57. Esto explica
porque no fue posible la deteccion del area superficial de los catalizadores
impregnados en poraver debido a que, como se muestra en las Figuras 56 y 58 se
formaron aglomeraciones tanto de ZnO como de TiO2 sobre el soporte lo que
propicio la disminucion del Aset por debajo del limite de deteccion del equipo [87].

El Aser para ZnO fue 2.46 veces mas alta que el valor reportado por Saucedo y
Arriaga (2014). Lo anterior puede relacionarse con los cambios en la temperatura
durante la sintesis del catalizador la cual fue 10°C mayor. Por otro lado, el Ager de
TiO2 obtenida coincide con el rango del area superficial especificado por el
proveedor técnico y es el area superficial reportada para la mayoria de los estudios
fotocataliticos desarrollados con este catalizador [17], [19], [20]. Por otro lado, para
el ZnO se han desarrollado estudios fotocataliticos con un area superficial 2.9 veces
mayor a las que ha reportado Podporska-Carroll y col. (2017) [85] y 1.09 veces
mayor a las NPs que usoé Xie y col. (2011) [73].

En la Tabla 11 se puede observar que una vez que se impregnan los catalizadores
en la perlita se obtienen isotermas tipo IV que indican una débil interaccion entre el
adsorbato (catalizador) y el adsorbente (perlita) que permite que se desarrollen
fendmenos de fisisorcion [89]. Ademas, se puede observar que el tipo de lazo de
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histéresis después de la impregnacion es de tipo Hz, el cual es el tipo de lazo
caracteristico de solidos inorganicos [89].

Es importante resaltar que una vez que los catalizadores se impregnan en el soporte
se reduce el Aset significativamente y en comparacion con otros estudios reportados
para la fotocatalisis con semiconductores impregnados el Aser obtenida en el
presente estudio es comparable solo con soportes de espuma y no coincide con los
reportados para materiales de vidrio, como el poraver [17].

2.3 Gravimetria

En la Tabla 11 se muestran los resultados gravimétricos para cada uno de los
catalizadores en perlita y en poraver. Se puede observar que el Grado de
Impregnacion (GI) de ZznO/Perlita fue 3.14 veces mayor con respecto a
ZnO/Poraver. Por otro lado, el grado de impregnacion que tuvo el TiO2/Perlita fue al
menos 2.65 veces mayor comparado con los otros 3 sistemas mostrados en la Tabla
2.

El Grado de Impregnacion determina la cantidad de soporte impregnado que se
debe colocar en el fotorreactor para tener 1 g de catalizador actuando en el sistema
de post-tratamiento al biofiltro para la inactivacion de bioaerosoles.

Es importante resaltar que el sistema TiOz/Perlita mostré la mayor Capacidad de
Retencion de Agua (CRA), seguido del ZnO/Perlita. Lo anterior se relaciona
directamente con la textura y porosidad de los soportes ya que el poraver cuenta
con menor porcentaje de poros comparado con la perlita (Figuras 53 y 54), lo que
disminuye la cantidad de sitios activos donde se puede fisisorber el catalizador.
Ademas, la CRA es un parametro importante en el proceso fotocatalitico ya que, la
presencia de moléculas de agua es un parametro crucial para que se inicien las
reacciones de produccion de radicales hidroxilo en cualquier sistema fotocatalitico
[17], [87].

2.4 Controles fotocataliticos

Los controles de adsorcion se desarrollaron para determinar el punto de equilibrio
en el que el empaque del fotorreactor alcanzaba la saturacion por bioaerosoles [12],
[20], [67], es decir, el punto en el que la cantidad de bioaerosoles a la entrada del
fotorreactor fue la misma a la salida. Los experimentos indicaron que el equilibrio
fue alcanzado a las 20 y 14 horas, para el soporte perlita y poraver,
respectivamente. Lo anterior indica que la Perlita tiene mayor capacidad para
retener bioaerosoles debido al area superficial especifica disponible que se registro
con los analisis de fisisorcidn por su textura rugosa y mayor cantidad de poros
uniformes en comparacion con el poraver que tiene una textura lisa y una
distribucion y tamafio de poros irregular [93], asi, el punto de saturacion de
bioaerosoles en la perlita requiere mayor tiempo de exposicion al flujo emitido por
el biofiltro que el poraver. Ademas, por medio de un analisis ANOVA simple se
determind que no hay un cambio significativo en la composicion de las muestras de
bioaerosoles (valor de P > 0.93). El tiempo para alcanzar el equilibrio de adsorcion
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se debe al area superficial especifica con la que cuanta cada sistema y los sitios
activos disponibles donde puede ocurrir la adsorcion de bioaerosoles.

2.5 Proceso de fotocatalisis

Una vez que el equilibrio de adsorcion fue alcanzado en ambos soportes, se inicio
el proceso de fotocatalisis para cada catalizador. La Tabla 12 muestra la eficiencia
de inactivacion fotocatalitica para los cuatro sistemas (ZnO/Perlita, ZnO/Poraver,
TiO2/Perlita y TiO2/Poraver). El rendimiento de inactivacion fotocatalitica de los
bioaerosoles tuvo una eficiencia maxima de inactivacion de 72% en la hora 2.5 para
el sistema ZnO/Perlita. Dicho porcentaje de inactivacion se mantuvo durante las
primeras 7.5 h del proceso y disminuyé hasta la hora 60 donde se detectd la
desactivacion del catalizador ZnO.

Por otro lado, en el sistema ZnO/Poraver no se detectd una eficiencia de
inactivacion de bioaerosoles debido a que pueden existir reacciones de
competencia con el CO2 que es emitido por el biofiltro ya que la solubilidad del CO2
en agua es baja [17], [116]. Asociado a lo anterior, la baja capacidad de retencién
de agua (CRA) que se determind en los sistemas con poraver (ver Tabla 11), en
comparacioén con los de perlita, promueve reacciones que propician la reduccién del
CO2 dentro del fotorreactor por las substituciones con los aniones aliovalentes y los
precursores de los radicales hidroxilo por su alta selectividad al gas [116]. Las
especies reducidas del CO2 se depositan en el catalizador y el coque formado por
las especies reducidas de COz2, los bioaerosoles y las sustancias de lisis celular,
disminuyen los sitios activos disponibles para que se produzcan los radicales
hidroxilo una vez que las especies se retienen en el catalizador [17].

En el caso del ZnO/Poraver, se pudieron desarrollar reacciones para la produccion
de - OH, sin embargo, dichas especies oxidantes pudieron provocar un dafio a los
bioaerosoles, lo que provoco que las sustancias exopolisacaridas de la lisis celular
contribuyeran a la desactivacion del catalizador junto con las especies reducidas del
CO2y la retencion continua de los bioaerosoles sobre el soporte impregnado con el
catalizador [127], [128].

Por otro lado, la superficie lisa y la escasa porosidad del poraver tiene un efecto
negativo en la fotocatalisis debido a que disminuye el area superficial disponible
para que ocurran las reacciones para la produccion de radicales hidroxilo (- OH) y
por consecuencia disminuye la inactivacion de bioaerosoles, en comparacion con
los sistemas con perlita como se demostro con los resultados de fisisorcion (Tabla
11).

En la Tabla 12 se puede observar el rendimiento en la inactivacion de bioaerosoles

en los sistemas TiO2/Perlita y TiO2/Poraver, en los cuales se determiné que en

ambos sistemas se tuvo un efecto de inactivacion, pero en diferentes porcentajes y

tiempos. En el sistema TiO2/Perlita se observdo un 40% de eficiencia en la

inactivacién de bioaerosoles durante la primera hora del sistema, sin embargo,

después de este tiempo se observé la desactivacion del catalizador al aumentar el
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porcentaje de células vivas a la salida del fotorreactor. Caso contrario, en el sistema
TiO2/Poraver se observo que el catalizador se mantuvo activo hasta las primeras
3.5 horas del proceso y se obtuvo una eficiencia de inactivacibn maxima de 77.8 %
en la hora 2 del proceso, después de esta hora el porcentaje de inactivacién de
bioaerosoles disminuyé.

Tabla 12. Resultados globales en la eficiencia de inactivacion de bioaerosoles y desactivacién de catalizadores
en los cuatro sistemas fotocataliticos

Méaximo Concentracion
Porcentaje total de BSL Tiempo de -
: . : S, Hora de Maximo
de (bacterias y inactivacion d oo :
. ST esactivacion | Porcentaje
. inactivacién levaduras) en la de BSL
Sistema ; del de
de BSL hora de (bacterias y . I C
) . U catalizador eliminacion
(bacterias y inactivacion levaduras)
b (h) de EF (%)
levaduras) maxima, (h)
(%) (células/m?3aire)
4.06x107 +
. 2.51+x10° 63.08 +
0,
Perlita | 72 +0.05% V% T M% D% 7.5 60 13.63
ZnO 15.73 | 81.30 | 2.97
Poraver 0 V% | M% | D% - 0 57.3+0.01
7 6
_ 1.73x107 + 2.88x10 5313 +
Perlita 40+ 0.5 V% | M% | D% 1 1 4.70
TiO 24.06 | 72.20 | 3.74 )
2 8.21x107 + 2.32x10°
Poraver 77.8+£0.2 V % M% | D% 35 4 72.8+04
7.52 | 91.42 | 1.06

BSL = Bioaerosoles; V=Vivas; M=Muertas; D=Dafiadas; EF = Esporas flngicas

A partir de la hora 4 del proceso se detecto la desactivacion del catalizador debido
a una saturaciéon y deposicion de los productos de lisis celular (exopolisacaridos)
por la degradacion de los bioaerosoles. Lo anterior se puede asociar con la
saturacion de su superficie con las moléculas del vapor de agua, asi como los
productos de degradacion de los bioaerosoles. Se ha reportado que el TiO2 es
altamente hidrofilico y se sobresatura facilmente de moléculas de H20 lo que pudo
contribuir a su inactivacion y asi afectar el rendimiento en la produccion de radicales
hidroxilo en el sistema TiO2/Perlita [17], [L17] y a la saturacion de la superficie del
catalizador con especies reducidas del CO2 emitido por el biofiltro [20], [72], [81],
[116]. Debido a que la CRA de la perlita es 1.82 veces mayor que la CRA del
poraver, las moléculas de agua retenidas afectaron la transferencia de bioaerosoles
del medio gaseoso al medio liquido que rodea el TiO2 en una mayor proporcion en
el sistema TiO2/Perlita que en el sistema TiO2/Poraver y, lo que explica el tiempo de
vida media 3.5 veces superior del TiO2 en poraver comparado con la perlita. Ademas
de la resistencia a la transferencia de masa, los bioaerosoles son moléculas
organicas complejas que cuando interactian con el catalizador y los radicales
hidroxilo se liberan sustancias de lisis celular o subproductos de degradacion que
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provocaron el envenenamiento del catalizador obstruyendo los sitios activos para
gue se puedan desarrollar las reacciones fotocataliticas [17], [117].

Se uso6 el Calcofluor-White para tefiir y cuantificar el total de hongos y conidias que
emitié el biofiltro ya que se une a los polisacaridos (1 -3)y (1-4) - - D — Glucano
(Celulosa y Quitina, respectivamente) [92], [121]. Estos polisacaridos son las
especies quimicas dominantes de las paredes celulares de los esporas fungicas
[92], que una vez tefiidas con el Calcofluor-White presentan fluorescencia cuando
se irradian con una longitud de onda cercana a la region UVA y una corta longitud
de onda del espectro visible (375 — 470 nm) [92], [121].

Sin embargo, el Calcofluor-White no es selectivo para tefiir esporas fungicas viables
y no viables [3], [92], por tal razon, no fue posible calcular una eficiencia de
inactivacion fotocatalitica fungica real, Gnicamente se determind la diferencia entre
la cantidad de esporas fungicas a la entrada y a la salida de los sistemas, lo que da
la eficiencia de eliminacion o retencion en el soporte, estas tuvieron valores de 53-
73%. La cuantificacion de los esporas fangicas no se incluye en la composicion de
células vivas, muertas y dafiadas de las muestras de bioaerosoles mostradas en la
Tabla 12, ni tampoco en el balance global de bioaerosoles (Tabla 14). Sin embargo,
se determind que las esporas fungicas constituyen de 1 a 6 % de la cantidad total
de bioaerosoles muestreados en los sistemas con ZnO y de 0.3 a 19% de la cantidad
total de bioaerosoles muestreados en los sistemas con TiOz. En la Tabla 12 se
puede apreciar que todos los sistemas tienen una eficiencia en la capacidad de
eliminacién de esporas fungicas a la salida del fotorreactor, lo anterior se debe a los
procesos de fisisorcion que se desarrollan sobre los soportes impregnados con los
catalizadores.

Asi mismo se hizo la evaluacion de esporas flngicas retenidas en el soporte al final
de las 96 h del proceso de fotocatélisis. En la Tabla 13 se muestra la cantidad de
bacterias y levaduras cuantificadas por medio de la citometria de flujo, asi como la
cantidad de esporas fungicas cuantificada por microscopia de epifluorescencia que
fueron retenidos en los diferentes sistemas evaluados. Asi mismo, se muestra el
porcentaje que representan de los bioaerosoles totales.

Se puede observar que la composicion predominante de bioaerosoles emitidos por
el biofiltro corresponde a bacterias y levaduras como lo reportado en los estudios
gue han tratado COVs con biofiltros inoculados con licor mixto de plantas de
tratamiento de aguas residuales, ya que Esquivel y col. (2017) [3] reporté una
emision de bioaerosoles compuesta de composicibn de bacterias y esporas
fungicas de 68 y 32 %, respectivamente. Ademas, Alvares-Hornos y col. (2007)
[100] trataron AE en un biofiltro y reportaron una composicion predominante de
bacterias que conformaban la biopelicula en el biofiltro. Dicho analisis fue realizado
con los fluorocromos con Syto 9 y yoduro de propidio, que son fluorocromos
especificos para tefir bacterias [3], [91]. Sin embargo, es importante resaltar que
solo en el sistema ZnO/perlita se registro un 13.97% de esporas fungicas retenidas
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en el soporte lo que sugiere que el biofiltro emiti6 una mayor cantidad de esporas
fungicas ya que en el sistema ZnO/Poraver se registr0 un 0.45% de esporas
fungicas retenidas y no corrobora que el ZnO tenga mayor afinidad a la adsorcién
de esporas fungicas.

Tabla 13. Cantidad de bacterias, levaduras y esporas fungicas retenidos en el soporte de los diferentes
sistemas después de las 96 h de operacion.

Bacterias Porcentaje
Levadurag retenido de Porcentaje Cantidad
bacterias y EF totales retenido de total de
. totales ) .
Sistema : levaduras retenidos en EF del bioaerosoles
retenidas en . .
del soporte porcentaje | retenidos en
soporte . 0 |
[células] porcentaje total [%] el soporte
total [%]
. 6.80x107 + 9.11x106 + 7
ZnO/Perlita 2 07x107 86.60 1 21x105 13.97 7.71x10
2.07x10° + 9.38x106+ 9
ZnO/Poraver 4.63x107 99.55 1.06x10° 0.45 2.08x10
. . 2.82x10° + 7.37x106 + 9
TiO2/Perlita 3.17%107 990.74 3 34%10° 0.26 2.83x10
. 4.00x10%0 + 1.01x107 + 10
TiOz2/Poraver 3 50x10° 99.97 > A5x10° 0.03 4.00x10

EF = Esporas fungicas

2.6 Balance de bioaerosoles

Para poder determinar una eficiencia de retencion de bioaerosoles a través del
tiempo se hizo un balance global evaluado a las 96 horas de los procesos
fotocataliticos, ya que es el tiempo en que se pudo extraer una muestra del soporte
para el desprendimiento y posterior analisis celular. El balance global para ambos
sistemas se muestra en la Tabla 14.

El balance se desarrollé con las ecuaciones 16, 17 y 18 para homogenizar unidades
con respecto a las células acumuladas en el soporte:

Bioaerosoles (células) = X -
min

cel 0.0022 m3
m3 aire

) (Tiempo) ... Ecuacién 16

Celulasretenidas

7 s (Volumen muestra) (Y gsgmrte) ... Ecuacion 17
soporte

Bioaerosolesey soporte (células) = X

Balance global = Entrada — (¥ Salidas + Acumulacionggyoree) --- Ecuacion 18

En la ecuacidon 16 se puede apreciar que se involucra el flujo del biofiltro que es el
mismo que tiene el fotorreactor para poder considerar el tiempo de evaluacion y la
cantidad de células en las muestras medidas con el citrometro de flujo. Al final se
obtiene el valor numérico de bioaerosoles en unidades de células que se pueden
comparar con el nimero de células retenidas en el soporte (ecuacion 17).

El balance global se calcul6 con el uso de la ecuacion 18 donde se involucra la
cantidad de células a la entrada durante las 96 horas y la suma de todas las células
cuantificadas durante todo el proceso de fotocatalisis, asi como la cantidad de
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células retenidas en el soporte. Debido a que no se analizaron todas las muestras
de la salida de cada sistema para calcular la cantidad de esporas fungicas (Tabla
14), el balance global no incluye la cantidad de esporas fungicas.

Los numeros negativos expresados en la Tabla 14 se deben a que hubo un proceso
de desorcién de bioaerosoles, en todos los sistemas. Lo anterior se atribuye a que
el sistema esta compuesto de catalizadores mesoporosos con isotermas tipo 1V, lo
cual permite procesos de fisisorcion no selectivos lo que propicia la desorcién de los
bioaerosoles retenidos en los soportes.

En la Tabla 14 se puede observar que, para todos los sistemas, excepto para el
TiO2/Poraver, las células vivas muestreadas a la salida del fotorreactor al final de
las 96 horas de operacién representaron un mayor porcentaje comparado con el de
las células muertas y dafiadas debido a la desactivacién de los catalizadores que
tienen lugar en los sistemas. El sistema TiO2/Poraver mantuvo la proporcién de
células vivas, muertas y dafadas de la entrada demostrando la estabilidad del
biofiltro en composicion de bioaerosoles, ademas, se registré la mayor cantidad de
bioaerosoles totales a la entrada del fotorreactor de los cuatro sistemas (4.61x10°-
To) y a partir de la hora 36 de operacion se registrd un proceso de desorcion. A partir
de esta hora la cantidad de bioaerosoles totales en las salidas del fotorreactor se
estabiliz6 con respecto a la cantidad en la entrada haciendo evidente el proceso de
desorcién y la estabilidad del sistema en términos de fisisorcion.

Asi, con el balance global de bioaerosoles retenidos en el soporte del fotorreactor,
se registro un 50% mas de células muertas comparado con el de la entrada debido
a la lisis celular sobre el TiO2 [18] y el porcentaje de células vivas retenidas en los
soportes impregnados con TiO2 es al menos 2.8 veces menor que el porcentaje de
células muertas. Lo anterior sugiere que las bacterias y levaduras sorbidas en los
sistemas con TiO2 sufrieron un efecto fotolitico para su inactivacion. Lo anterior se
debe a que la CRA del ZnO impregnado en perlita y poraver es de 3.47% a 4.44%
menor, respectivamente, comparado con la CRA del TiO2 impregnado en los
soportes, ademas, se ha reportado que el TiO2 es altamente hidrofilico [17] por lo
que estas caracteristicas afectaron la retencion de las bacterias y levaduras en los
sistemas con TiOz2, siendo al menos 1 orden de magnitud mayor la cantidad de
bacterias y levaduras retenidos en los sistemas de TiO2 comparados con los
sistemas de ZnO. Lo anterior, aunado a la irradiacion UVC constante, en los
sistemas fotocataliticos pudo propiciar la muerte celular de las bacterias y levaduras
retenidas en el sistema ya que se ha reportado que con exposiciones a longitudes
de onda de 254 nm con un tiempo de contacto mayor a 24 h se logra inactivar hasta
el 99% de E. coli, B. subtilis y Candida famata, como lo reportaron Lin y col. (2010)
[66].

Lo anterior ha sido reportado por Kujundzic y col. (2007) [67] ya que implementaron
la irradiacion UVC (254 nm) en un sistema en lote con HVAC para la inactivacion
fotolitica de Aspergillus versicolor y Mycobacterium parafortuitum, con un tiempo de

130



exposicion de 14 min y una concentracion inicial de 1.4x104 UFC/m3, alcanzando
una inactivacion de 75% y 87%, respectivamente.

En el sistema ZnO/Poraver el mayor porcentaje de células a la salida del fotorreactor
(To) es de vivas (63.30 %) comparado con el 38.37% de células vivas a la entrada
del fotorreactor. Lo anterior se puede atribuir a una acumulacién de células en el
soporte y la pronta desactivacion del ZnO por las reacciones de competencia con
CO2 y a que dicho porcentaje es variable a lo largo de las 96 h de operacion del
sistema. Durante las ultimas 24 h de operacion del sistema se registré un promedio
de 2.05x108 + 4.8x107 células, siendo este valor 20.31 veces mayor comparado con
el de las primeras 4 h de operacion. En este tiempo se logro estabilizar la cantidad
de células vivas a la salida del fotorreactor y se registré un promedio de 1.01x107 +
8.92x10° de células vivas a la salida del fotorreactor. Se puede observar una mayor
cantidad de células dafiadas retenidas en el soporte con respecto a las células
dafiadas a la entrada del fotorreactor y a la salida del mismo de 7.7 veces mayor y
3.6 veces mayor, respectivamente. Lo anterior se puede atribuir a la citotoxicidad
que pueden provocar las NPs de ZnO [72]. El dafio citotoxico causado por las NPs
de ZnO ha sido reportado por Liy col. (2012) [70] en un estudio de inactivacion de
E. coli en contacto con las NPs de ZnO suspendidas en un medio acuoso en un
sistema en lote. El tiempo de contacto fue de 120 min y causo la inactivacion del
10% de las bacterias [70].

Tabla 16. Balance global para los sistemas fotocataliticos.

Condiciones de Valor (Célulastotates)
muestreo en
fotorreactor X
Poraver Perlita
Zn0 TiO, Zn0 TiO,
1.58x10° 4.61x10° 5.52x10°8 1.87x108
Células ala
entrada v M D Vv M D Vv M D v M D
38.37% | 59.96% | 1.99% |31.94% | 65.00% | 3.06% | 70.90% | 24.58% | 4.52% | 40.48% | 55.89% | 3.63%
Sumatoria de 1.40x10° 8.97x10° 1.45x10° 2.87x10°
células en las 18 \Y; M D v M D v M D \Y; M D
salidas 63.30% | 32.15% | 4.24% |24.05% | 74.09% | 1.86% | 60.35% | 32.65% | 7.00% | 71.38% | 23.59% | 5.03%
Células retenidas 2.07x10° 4.00x10%° 6.80x10’ 2.82x10°
en soporte Vv M D Vv M D Vv M D v M D
(Acumulacionsoporte) [ 43 589 [ 41.16% [ 15.26% | 4.54% | 94.95% | 0.51% | 45.56% | 49.11 | 5.33% | 25.14% | 69.99% | 4.87%
Balance global -1.8910° células -3.63% células -1.57x10° células -5.50x10° células

V= Células vivas; M= Células muertas; D = Células dafiadas
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Por otro lado, en el sistema ZnO/Perlita el mayor porcentaje de células a la entrada
del fotorreactor (To) es de vivas (70.90 %) y dicho porcentaje se mantiene después
de las 96 h de operacion del sistema. Lo anterior se atribuye a la desorcion que
existio a las 72 h de operacion y a la desactivacion del catalizador a las 60 h donde
se puede notar que a partir de dicho periodo aumenta el porcentaje de células vivas
en la composicion de las muestras a la salida del fotorreactor. Durante las ultimas
24 h de operacion del sistema se registré6 un promedio de 8.62x107 + 4.00 x10°
células, siendo este valor 133 veces mayor comparado con el de las primeras 7.5 h
de operacién, cuando el catalizador tuvo la mayor eficiencia de inactivacion de los
bioaerosoles, se registré un promedio de 6.46x10° + 2.33 x10° de células a la salida
del fotorreactor.

En cambio, en el sistema TiO2/Perlita se registr6 una menor cantidad de
bioaerosoles totales a la entrada del fotorreactor (1.87x108 - To) y a partir de la hora
11.5 de operacion se registrdO un proceso de desorcidn. A partir de esta hora la
cantidad de bioaerosoles totales en las salidas del fotorreactor aumento 1 orden de
magnitud con respecto a la cantidad en la entrada, demostrando la inestabilidad del
sistema en términos de fisisorcion y es por esto que se emite una mayor
concentracion de bioaerosoles totales al final de las 96 h de operacion.

Por otro lado, el porcentaje de células dafiadas se mantiene constante con un
promedio de 5.02 + 1.03 de células en el sistema ZnO/Perlita y de 4.51 + 0.62 de
células en el sistema TiO2/Perlita. En ambos sistemas es al menos 1.38y 1.17 veces
mayor la cantidad de células dafiadas a la salida y retenidas en el soporte,
respectivamente, con respecto a las de la entrada.

5. CONCLUSIONES

El tipo de soporte seleccionado para el desarrollo de los sistemas fotocataliticos es
vital ya que afecta directamente al rendimiento fotocatalitico de los catalizadores
debido al grado de impregnacién de los catalizadores sobre el soporte, el area
superficial especifica y la capacidad de retencion de agua haciendo propicio que,
cuando el soporte es rugoso y con una constitucion de poros homogénea, se
retenga mayor cantidad de catalizador, se obtenga una mayor area superficial, asi
como mayor capacidad de retencion de agua, como en el caso de la perlita, lo que
implicé la prolongacion del tiempo de vida media del ZnO/Perlita y la pronta
desactivacion del TiO2/Perlita debido a la capacidad de retencién de agua y al grado
de afinidad a las moléculas de agua de cada uno de los catalizadores. En cambio,
el poraver propicio reacciones de competencia con el CO2 que redujeron el gas y
saturaron a los catalizadores por especies reducidas del CO2 povocando su
envenenamiento y posterior desactivacion principalmente del ZnO/Poraver.

El sistema fotocatalitico mas eficiente fue el de ZnO/Perlita debido a que puede
inactivar hasta un 72 % de bioaerosoles de forma continua y mantener dicho
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porcentaje de inactivacion durante 7.5 horas. Le sigue el sistema TiO2/Poraver con
un 77% en la hora 2 del proceso de inactivacion de bioaerosoles. Sin embargo,
dicho porcentaje no fue constante y se detecto la desactivacion del catalizador a la
hora 4 del proceso. El sistema fotocatalitico TiO2z/Perlita tuvo un porcentaje de
inactivacion maximo de 40% y el sistema ZnO/Poraver no inactivd a los
bioaerosoles.

El tipo de soporte también afecta el tiempo que se requiere para alcanzar el punto
de equilibrio debido al area superficial especifica y los sitios activos disponibles
donde puede ocurrir la adsorcion de bioaerosoles. Los cuatro sistemas mantienen
fendomenos de fisisorcion que provocaron la desorcion de los bioaerosoles.
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CONCLUSIONES GENERALES

Durante este estudio se llevo a cabo la inactivacion de bioaerosoles reales emitidos
por un biofiltro que tratdé vapores de acetato de etilo, los sistemas fotocataliticos
ZnO/Perlita, ZnO/Poraves, TiO2/Perlita y TiO2/Poraver fueron utilizados. El sistema
fotocatalitico mas eficiente consistio6 en ZnO/Perlita debido a que alcanz6é una
eficiencia de inactivacion de bioaerosoles maxima de 72% a las 2.5 h del proceso.
El porcentaje de inactivacion mantuvo un promedio de 70% = 1 durante 7.5 h del
proceso continuo y se detectd la inactivacion del catalizador hasta las 60 h. El
segundo sistema mas eficiente en la inactivacion de bioaerosoles fue el
TiO2/Poraver con un 77% en la hora 2 del proceso de inactivacién de bioaerosoles.
Sin embargo, dicho porcentaje no fue constante y se detect6 la desactivacion del
catalizador a la hora 4 del proceso. Asi, el sistema TiO2/Perlita fue el tercer sistema
mas eficiente con un porcentaje de inactivacion de 40% de bioaerosoles durante la
primera hora del proceso y en este periodo también se detectd su desactivacion
debido a su afinidad a las moléculas del agua y el envenenamiento del catalizador
por las especies reducidas de CO:2 y las sustancias de lisis celular provenientes de
los bioaerosoles inactivados. El sistema ZnO/Poraver no funcioné correctamente y
no contribuy6 en la inactivacion de bioaerosoles, lo anterior debido a la falta de
moléculas de H20 como precursores de las reacciones fotocataliticas con el ZnO 'y
a la desactivacion del catalizador por la deposicion de las células de bioaerosoles y
los compuestos reducidos del CO2 emitidos por el biofiltro.

De esta manera se concluye que la primera hipotesis planteada en el presente
proyecto se cumple para los sistemas ZnO/Perlita, TiO2/Poraver y TiO2/Perlita
donde se logré identificar y cuantificar la inactivacion de bioaerosoles por la
fotoexcitacion de los catalizadores (ZnO y TiOz2) a una longitud de onda de 254 nm.
Se descart6 un efecto fotolitico en la inactivacién de bioaerosoles debido a que las
pruebas estadisticas demostraron que la propia irradiacion a 254 nm no produce en
cambio significativo en la cantidad de células vivas a la salida de los sistemas.
Ademas, se comprobd que el contacto fisico entre los cristales de ZnO y TiOz, sin
irradiacion, tampoco provoca un cambio significativo en la cantidad de células vivas
a la salida del fotorreactor. Sin embargo, se detect6 que el contacto fisico entre los
cristales del ZnO y los bioaerosoles produce un dafio fisico externo en la membrana
de los mismos después de las 96 horas de los procesos fotocataliticos.

La segunda hipoétesis se comprob6 con el sistema TiO2/Poraver, donde se detecto
la prolongacién del tiempo de vida media del catalizador 4 veces mayor comparado
al tiempo de vida media en el sistema TiO2/Perlita. Sin embargo, para el sistema
ZnO/Poraver resulta una hipotesis nula debido al envenenamiento por las especies
reducidas del CO: y bioaerosoles.

Los mecanismos de inactivacion de los bioaerosoles observado en las micrografias
obtenidas a través de microscopia electronica de barrido fue por dafio en la
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membrana de los bioaerosoles, lisis celular, asi como la modificacion morfolégica
de las células.
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PERSPECTIVAS GENERALES

Proponer soportes que propicien una mayor area superficial especifica para
el desarrollo de los sistemas fotocataliticos y estudiar el efecto que tienen en
la eficiencia de inactivacion de bioaerosoles.

Realizar estudios de la reduccion de COz por los procesos fotocataliticos para
caracterizar y cuantificar las especies reducidas del gas.

Estudiar la reactivacion de los catalizadores, asi como evaluar los ciclos de
fotocatélisis en funcion del tiempo de vida media del catalizador reactivado y
su eficiencia en la inactivacion de los bioaerosoles.

Es importante cuantificar la cantidad de esporas fungicas emitidos por el
biofiltro, ademas del muestreo de bioaerosoles que ingresan al sistema para
determinar si el biofiltro funge como fuente o medio de retencion de
bioaerosoles.

Determinar la concentracion total de esporas fungicas con Calcofluor-White,
asi como su viabilidad con yoduro de propidio y dafio de la pared celular de
los mismos por ondas de microondas en las 18 muestras colectadas a la
salida del fotorreactor.

Se requiere desarrollar mas estudios enfocados al control de la acumulacion
de biomasa en el biofiltro por métodos naturales o biologicos por ejemplo con
acaros, para determinar las ventajas y desventajas de los mismos en la
disminucién del taponamiento, desempefio de biofiltros y emisién de
bioaerosoles.

Comprobar la fase cristalina y composicién de los cristales modificados
observados en SEM después de la evaluacion de 96 horas en el sistema
ZnO/Perlita.

Comprobar que en las muestras liquidas colectadas mediante impactacion
liguida no existen nanoparticulas desprendidas del soporte y si es el caso
medir el grado de desprendimiento.
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ANEXOS

. Curva de calibracion de Acetato de Etilo
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3. Medicion de bioaerosoles en el citometro de flujo
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. 2 ssc 350 @
£ células totales, n s el
=l vidas, muertas y oMz s g
nE darfiadas por el
= drantes :
3 cual
%E—Z P7 FL4 800 @
z o ™ Four Color DM Param:
E 10 O O Threshold

SZ@ ;RZ-H
a3ffl oA

s2fd)

P 2 © Compensation
Oparmor:  Admewstrator mpe
e DataPEDPLEANA DCA'S ABRILAD E COLI V549 - 22fxn2

i (e [lenn) b 2. 2zoffur

F2- offlxns
A3 174flsnz l

f3-  4sfflena
fs-  o3fflens

o _Stats

Tost Puises: [OFf i3
Status: Ready
Laser Power: 15.00
Laser Current: 5.54 Amps
Sample Voltage: 5.92 Volts
Sheath Fuid: OK

Waste Tank: OK
Cuantificacién automatica de células vivas, muertas, dafiadas y totales (suma de las
Gltimas tres) en el citometro de flujo mediante la tincién de muestras de bioaerosoles

con los fluorocromos naranja de tiazol y yoduro de propidio. En la parte superior

derecha se pueden observar los parametros operacionales descritos en el capitulo
de metodologia.
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4. Mediciébn de esporas flngicas por medio de microscopia de
epifluorescencia

Cuantificacién visual y manual de las esporas flngicas provenientes de las muestras de
bioaerosoles tefiidos con Calcofluor-White. En un circulo rojo estan marcadas algunos las
esporas fangicas.
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