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RESUMEN

El agua utilizada en la acuicultura debe presentar excelente calidad microbioldgica de
manera que garantice el éxito de la produccion en la acuicultura. Con este fin, esta
industria utiliza como métodos de desinfeccion del agua, tratamientos con cloro,
filtraciony uso de radiacion ultravioleta, que ademas de ser costosos, pueden generar
compuestos residuales altamente toxicos. Ante este escenario, la presente investigacion
plante6 el uso de la fotolisis directa (FD) o desinfeccion solar y la fotocatalisis
heterogénea con didxido de titanio (FH-TiO,) como métodos para la desinfeccion de
agua de mar destinada para la acuicultura. La metodologia empleada consistié en
evaluar las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del agua de mar sometida a
dos fototratamientos (FH-TiO, y FD) durante diferentes intervalos de tiempo y analizar
el uso del agua fototratada en los cultivos de la microalga Tetraselmis chuii y del
rotifero Brachionus plicatilis. Los resultados obtenidos evidenciaron que la FH-TiO,
durante 180 min fue el tratamiento que produjo el menor indice microbioldgico
(mesdfilos aerobios totales: 207 UFC/mL y hongos: 1233 UFC/mL), se observé ademas
que los pardmetros de crecimiento de la microalga T. chuii, cultivada con el agua
fototratada con FH-TiO,, mostraron diferencias no significativas con los obtenidos en
los cultivos controles. De igual forma, los parametros de crecimiento del rotifero B.
plicatilis alimentados con T. chuii, producida en agua fototratada con FH-TiO,, fueron
estadisticamente similares a los obtenidos en los cultivos controles. Por ultimo, el
tiempo de desinfeccion efectivo (TDE) fue de 48 horas (260 UFC/mL de bacterias
mesdfilas y 1200 UFC/mL de hongos). A partir de alli, estos microorganismos se
desarrollaron rapidamente. Los resultados de esta investigacion demuestran que la FH-
TiO; es una tecnologia que puede aportar soluciones innovadoras en el tratamiento del
agua para la acuicultura.

Palabras clave: Fotolisis, fotocatalisis, bacterias, hongos, cultivos
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INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad con un fuerte componente cientifico-técnico que se
encuentra asociada a diversas disciplinas tales como la biologia, ingenieria y economia, con
a finalidad de maximizar la produccion de organismos acuaticos cultivados, como peces,
moluscos, crustéceos, algas, entre otros (FAO, 2006; MERINO & SAL, 2007). Aprovechando
los recursos de cada area para mejorar y maximizar la produccion de organismos.

En la actualidad, la produccién proveniente de la acuicultura se estima en 64
millones de toneladas (FAO, 2012) y para lograr su sustentabilidad es necesario intensificar
los cultivos, valiéndose de la tecnologia que permita el dptimo tratamiento del agua, el cual
es el recurso mas utilizado en esta actividad (CASTELLO, 1993; FAO, 2006; MERINO & SAL,
2007).

El agua destinada para las labores de acuicultura es tratada con métodos
convencionales, tanto fisicos como quimicos. Entre los métodos fisicos se incluyen:
filtracion, tratamiento en autoclaves, pasteurizacion y la irradiacion con luz ultravioleta
(CouTTEAU, 2005). Estos métodos a pesar de ser efectivos en el tratamiento del agua
presentan desventajas; en el caso de la filtracion, ésta no remueve metales ni compuestos
orgénicos toxicos y ademas la velocidad de filtracion disminuye al saturarse los
filtros(MADIGAN et al., 2000; LEAL, 2005; COUTTEAU, 2005).

Con respecto a los métodos quimicos que mas se emplean en acuicultura para
eliminar bacterias y otros seres vivos se encuentran la ozonizacion y cloracion, las cuales
presentan una serie de desventajas, como la presencia de compuestos residuales, altamente
toxicos para los organismos cultivados (COUTTEAU, 2005; LITTER & LEAL, 2005).

En los ultimos afios, se han realizado investigaciones tendientes a la busqueda de
métodos alternativos para el tratamiento de agua destinada a la acuicultura, entre los que
destacan la fotolisis directa (FD) y la fotocatalisis heterogénea con didxido de titanio (FH-
TiO,). El primer método utiliza la radiacién solar (UV-A e infrarrojo) para la desinfeccion
de agua, mediante su exposicion directa al sol, mientras que la fotocatalisis con dioxido de
titanio es un proceso promovido también por energia UV, capaz de excitar a un

semiconductor (catalizador), desarrollandose en su superficie reacciones de Oxido-

reduccion en la que participan radicales altamente oxidantes (-OH’, y -O,") quedegradan la



materia organica, destruyen las bacterias e impiden su recuperacion al causar dafio celular
irreversible (FuJisHIMA et al., 2000; IBANEZ et al., 2003 & GELOVER et al., 2004).

La FD destruye microorganismos como las bacterias, las cuales son vulnerables en
el espectro de luz UV-A (longitud de onda 320-400 nm), debido al dafio fotoquimico de sus
acidos nucleicos. Los nucle6tidos absorben la radiacion UV, produciéndose union entre los
nucleétidos adyacentes, creando moléculas dobles o dimeros. La formacion de un nimero
suficiente de dimeros dentro de un microorganismo impide su reproduccion, debido a que
imposibilita la duplicacion y transcripcion del ADN (WRIGHT & CAIRNS, 2000). La
principal ventaja de la FD es su simplicidad, ya que no necesita de una gran infraestructura;
sin embargo, sus desventajas radican en que se requiere suficiente radiacion solar. Se ha
demostrado que la efectividad de la FD esta directamente relacionada con la intensidad de
la radiacion solar y con los tiempos de exposicion. Otra desventaja es que la FD es
ineficiente para tratar grandes volumenes de agua y aguas que presenten mucha turbidez
(WRIGHT & CAIRNS, 2000; RINCON et al., 2005).

Por otra parte, la FH-TiO, es un método quese enmarca dentro de los denominados
Procesos Avanzados de Oxidacién, PAOs (Advanced Oxidation Processes, AOPSs). Esta
técnica se basa en la capacidad de generar radicales hidroxilo en suficiente cantidad como
para afectar a la purificacion del agua. La FH-TiO,, a diferencia de la mayoria de los
procesos fotoquimicos, no es selectiva y puede emplearse para tratar mezclas complejas de
contaminantes, utilizando la radiacion solar como fuente primaria de energia (GLAZE et al.,
1987; BLANCO et al., 1994).

Segin HERRMAN (2005), (Fig. 1), cuando en la nanoparticula de TiO; incide luz
suficientemente energética (A<387 nm), como para igualar o superar la diferencia de
energia entre la banda de valencia (BV) y la banda de conduccion (BC), tiene lugar la
excitacion de un electron de la banda de valencia (BV) hacia la banda de conduccion (BC).
De esta manera se crea un espacio vacio en la banda de conduccién, al cual se le denomina
un hueco, con caracteristicas similares a las del electron pero de carga positiva. Estos
huecos se mueven hacia la superficie del semiconductor y en la interfase reaccionan con los
iones OH" y/o con las moléculas de H,O para formar radicales libres hidroxilo (OH"). Por
otra parte, los electrones generados simultineamente con los huecos, reaccionan con el

oxigeno molecular para formar radicales superoxido y peroxido de hidrogeno; tanto el



radical superoxido como el peréxido de hidrogeno generan a su vez mas radicales
hidroxilo. Estos radicales hidroxilo (-OH) presentan un elevado potencial de oxidacién (E°
= 2.8 V), lo que permite la completa mineralizacion de muchas sustancias orgéanicas,
quedando como residuos CO; y H,O (FulisHIMA et al., 2000; IBANEZ et al., 2003; GARCES
et al., 2004).

vA¢
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Figura 1. Esquema del proceso de fotocatalisis. Tomado de HERRMANN, 2005.

La FH-TiO, presenta una serie de ventajas con respecto a los métodos
convencionales y a la FD, estas ventajas incluyen: la transformacion y tratamiento de
contaminantes quimicos a muy baja concentracién (por ejemplo, ppb), disminucién de la
concentracion de compuestos residuales originados por métodos quimicos y menor
consumo de energia. Entre las limitantes que posee este método, se incluye su ineficiencia
para tratar grandes volimenes de agua 0 muestras de agua que posean elevadas
concentraciones de contaminantes. Pero a pesar de estas limitaciones, la FH-TiO; en fase
liquida ofrece un amplio campo de aplicaciones que le permite competir con los
tratamientos convencionales (MALDONADO et al., 2010).

En cuanto a las aplicaciones de estas técnicas, tenemos los trabajos de RINCON et al.

(2005), quienes compararon el efecto bactericida de la FD y FH-TiO, en Escherichia coli,
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ambas tecnicas fueron eficientes, pero con la FH-TiO, este proceso fue tres veces mas
répido que el logrado con la FD. De igual forma, CLAURE (2006) logré la inactivacion total
de bacterias coliformes fecales en muestras de dos litros de aguaal exponerlas al sol durante
8 horas. UBoMBA-JASWA et al. (2008) igualmente inactivaron E. coli enteropatogénica.
Ademas, demostraron que existe una sinergia entre la radiacion ultravioleta y temperatura.

La FH-TiO; se ha aplicado en diversos campos, tal como lo demuestran los
siguientes trabajos: ROBERTSON et al. (1997) demostro la efectividad de la fotocatalisis con
TiO; en la degradacion de microcistina, la cual es una toxina hepatotdxica en mamiferos,
producida por algunas cianobacterias. JARAMILLO & PABON (2002) utilizaron luz artificial
(lamparas UV) para activar el catalizador (TiO3) en el tratamiento de efluentes industriales
contaminadas con fenol; los resultados obtenidos mostraron la reduccion en un 96% de la
concentracion inicial de este compuesto. CHo et al. (2004) demostraron una correlacion
lineal positiva entre las concentraciones de OH" y las tasas de inactivacion de E. coli,
durante el proceso fotocatalitico. GELOVER et al. (2004) comprobaron la efectividad dela
FH-TiO, en la inactivacion de coliformes totales y parasitos (huevos de helmintos),
disminuyendo las concentraciones de estos organismos a los 30 minutos de exposicion,
mientras que los huevos de helminto, la fotocatalisis redujo la viabilidad de estos paréasitos
a cero en seis horas de exposicion al sol. GOGNIAT & DUKAN (2007) demostraron que los
radicales -OH’producen dafios en el ADN de E. coli. HARRELKAS et al. (2008) lograron
eliminar méas del 90% del color y ademas redujeron los contaminantes quimicos toxicos en
textiles que contenian antraquinonas y ftalocianina al aplicar FH-TiO, condidxido de titanio
inmovilizado. GARCIA et al. (2008) inactivaron huevos de helmintos mediante FH-TiO; en
aguas residuales de Cuernavaca. MACHUCA & COLINA (2011) trataron mezclas de
pesticidas con FH-TiO,, obteniendo la degradacion completa de estas sustancias. VENEGAS
(2011) aplicé fotocatalisis en aguas residuales proveniente de un campo de acuicultura
intensiva, obteniendo como resultado la degradacion de la materia organica, permitiendo
ademés su esterilizacion y reutilizacion. PANTOJA-ESPINOZA et al. (2015), inactivaron
bacterias E .coli y coliformes totales presentes en efluentes municipales de Salamanca,
Espafia, mediante fotolisis (radiacion UV-C) y FH-TiO..

Por todo lo expuesto anteriormente, la FD y la FH-TiO,sonmetodologias que

podrian aportar soluciones innovadoras para el tratamiento de agua destinada a las labores



de acuicultura; por lo que esta investigacion planteo la evaluacién de ambos métodos para

depurar agua de mar destinada a la acuicultura.



METODOLOGIA

Caracteristicas del Reactor Solar

El reactor solar consto de dos tubos de vidrio de 5 mm de espesor (Fig. 2a y 2b), 3,6
cm de didmetro, 60 cm de largo y una reduccion de 1,14 cm en cada extremo. Ambos
tubos, se conectaron entre si, por uno de sus extremos reducidos, a través de una manguera
plastica de 30 cm de largo (Fig. ¢). Uno de los tubos (Fig. 2a) drenaba el agua, a través de
una manguera al reservorio y el otro tubo (Fig.2b) se conectd a una bomba de %2 pulgada
(HP/450 de 110 voltios y 8w de potencia), inmersa en el reservorio (Fig. b), el cual
contenia 4 L de agua de mar filtrada. Esta agua fue impulsada (33 mL/seg), con la ayuda de
la bomba, a través de los tubos de vidrio, haciendo de esta manera un circuito cerrado.

El reactor se colocO sobre una mesa, forrada en papel aluminio, manteniendo una
inclinacion de 45° con respecto a la horizontal. La misma se ubicd en uno de los jardines

del Instituto Oceanografico de Venezuela para que recibiera luz solar.

Figura 2. Esquema del reactor solar.



Ensayo 1. Evaluacion fisico-quimica y microbioldgica del agua de mar sometida a

dos fototratamientos (FH-TiO,y FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

Los fototratamientos se realizaron en las horas de mayor intensidad solar (10 am — 3 pm).

Fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio (FH-TiO,)

El TiO, utilizado es marca Sigma P-25, con un area superficial entre 51 y 55 m?/g.
con particulas 25 nm. Se evaluaron tres concentraciones de TiO, (0,25; 1,0 y 2,5¢0/L)
separadamente,siguiendo las recomendaciones de FERNANDEZ et al., (1999); MALATO et al.
(2004) y RINCON et al. (2005), para cada concentracion se realizaron cuatro bioensayos. En
el reservorio se colocaron 4 L de agua de mar (37 ups), filtrada con filtros de cartucho de
10 um de tamafio de poro y luego se agregd en ésta la cantidad respectiva de TiO,.
Seguidamente, se encendio la bomba y se dejé recircular el sistema reservorio-reactor en
oscuridad (protegido con plastico negro) durante 15 minutos para asegurar que la
suspension fuera homogénea. Transcurrido este tiempo se destapé el sistema reservorio-
reactor para iniciar asi el proceso de fotocatalisis heterogénea (tiempo cero) durante 180
minutos. Desde el tiempo cero y cada 60 minuto, en un matraz Erlenmeyer, previamente
esterilizado, se tomaron tres muestras de 50 mL, del agua de mar contenida en el reservorio,
para realizar los diferentes analisis fisico-quimicos y microbioldgicos descritos mas

adelante.

Fotolisis directa (FD)

La FD directa se realizé bajo las mismas condiciones mostradas anteriormente pero
sin el uso de TiO; igualmente se realizaron cuatro bioensayos. Cabe sefialar que los
primeros bioensayos realizados correspondieron a la FD, una vez culminados los cuatro
ensayos, se prosiguio con la FH-TiO,. Los analisis fisico-quimicos y microbioldgicos se

realizaron siguiendo los lineamientos descritos a continuacion:

Analisis fisico-quimicos
A las muestras de agua, antes, durante y después de ser fototratadas, se les

determino: la temperatura con un termometro de mercurio de 0,1° C de apreciacion, el pH



con un pHmetro marca AP 10 y la salinidad con un refractometro manual Atago de

apreciacion de 0,1%.

Analisis Microbiologicos

Bacterias mesofilas (Unidades formadoras de colonias, UFC)

Estas fueron determinadas de acuerdo a las recomendaciones de la APHA (1998). A
cada una de las muestras de agua se le realizaron diluciones seriadas. Para ello, se agregd 1
mL de la muestra en un tubo con 9 mL de agua de mar estéril y se homogenizd con la
ayuda de un vortex. Esta muestra representé la dilucién 10™. Posteriormente, a partir de
ella se tomo6 1 mL de la solucion y se sembré en un tubo con 9 mL de agua de mar estéril,
con lo cual se obtuvo la dilucién de 102, este procedimiento se repitié para obtener la
dilucién final de 107.De cada una de las diluciones por separado, se tomé 0,1 mL con una
pipeta esterilizada y se agregd mediante el método de extension en placas sobre la
superficie de Agar Marino 2216 (Difco), servido en placas de Petri (15 mL). Las placas
inoculadas se incubaron 37°C por 24 horas, para posteriormente contar las colonias
bacterianas (entre 30 y 300). Un nimero menor de 30 colonias supone la presencia de
errores debido a fluctuaciones estadisticas; por otro lado, un nimero mayor de 300 puede
ser excesivo para contarlas exactamente (MADIGAN et al., 2000). Con los datos obtenidos
se calculé el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) con la siguiente

férmula;

UFC/mL=@
v
Donde:
UFC = unidades formadoras de colonias/ mL
N = n° de colonias
D = dilucion

V = Volumen de agua sembrado en mL



Hongos (Unidades formadoras de colonias, UFC)

Estas fueron determinadas de acuerdo a las recomendaciones de APHA (1998). El
procedimiento para las diluciones fue similar al proceso que se realizo para las pruebas
bacterioldgicas, a excepcion de la inoculacion en las placas. Para ello, se tom6 1 mL de
cada dilucion, por separado y se coloco en placas de Petri previamente esterilizadas, luego
se afladid de 15-20 mL del medio Agar Papa Dextrosa (APD, Difco), previamente fundido
a una temperatura de 40 °C; posteriormente, se homogeniz6 con movimientos giratorios
suaves sobre el mesdn. Se incubaron a 25 °C durante 5 dias, realizando lecturas a las 72
horas para observar el crecimiento de las colonias y efectuar el contaje, seleccionando
aquellas placas con un numero menor a 150 UFC. Con los datos obtenidos se calculo el

numero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/L) con la siguiente formula:

NXD
UFC/mL= ~

Donde:
UFC = unidades formadoras de colonias/mL

N = n° de colonias
D =dilucion

V= Volumen de agua sembrado en mL

Ensayo 2. Cultivo de la microalga Tetraselmis chuii con agua de mar proveniente del
fototratamiento seleccionado.

El fototratamiento (FD o FH-TiO,;) que produjo el indice microbiologico
significativamente menor, de acuerdo con los analisis estadisticos que se realizaron, se
selecciond y se repitié. El agua de mar tratada se utilizé para cultivar a la microalga T.
chuii, la cual es de uso comun en la acuicultura, con lo cual se demostraria si el agua de
mar fototratada puede o0 no ser usada en las salas de cultivo de microalgas.

La microalga T. chuii perteneciente al Banco de Germoplasma de algas de la
Universidad de Oriente, ubicado en el Departamento de Biologia Pesquera del Instituto
Oceanogréafico de Venezuela,Universidad de Oriente. Se cultivd, por triplicado, durante 10

dias, en matraces de 250 mL de capacidad que contenian 150 mL de agua de mar



proveniente del fototratamiento seleccionado y enriquecida con el medio /2 (GUILLARD &
RYTHER, 1962). Cultivos similares de esta microalga, las cuales sirvieron como controles,
se realizaron en agua de mar tratada con la metodologia rutinaria del laboratorio (filtracion,
esterilizacién en autoclave). Los cultivos se iniciaron con un indculo de 1x10° cel/mL,
recibieron aireacion constante de 100 mL/min, irradiancia continua de 100 pmoles/m?/s y
temperatura de 23 £1 °C.

Diariamente, se tomaron alicuotas de 1 mL de cada cultivo, se fijaron con una gota
de Lugol al 1% y se contabilizd la densidad poblacional con la ayuda de una camara de
Neubauer de 0,1 mm de profundidad y un microscopio éptico marca LEICA. Para calcular
la densidad celular se utiliz6 la siguiente relacion:

D=C x 10.000
Donde:
D = Numero de células/ mL.
C = Promedio de células contadas en cuatro cuadrantes de la camara.
10 000 = Constante para convertir de microlitros a mililitros

Los datos de densidad celular se graficaron y a partir de estos gréficos se
determinaron las tasas de crecimiento instantaneo y los tiempos de duplicacién siguiendo
recomendaciones de MADIGAN et al. (2000), Estos calculos se hicieron con las siguientes

formulas:

Tasa instantanea de crecimiento

_ log, , X¢-log, X '
0,301(te-tg)

Donde:

K= Tasa instantanea de crecimiento (div/ dia)
ty-t,= Tiempo final e inicial de cultivo.

Xs, Xo= Densidad celular final e inicial.

Tiempo de duplicacion

TD=—;

Donde:
10



TD= Tiempo de duplicacion (dia)
K= Tasa instantanea de crecimiento (div/dia)

Ensayo 3. Alimentacién del rotifero Brachionu splicatilis usando la microalga T.
chuii cultivada con agua de mar proveniente del fototratamiento seleccionado.
Cultivo de rotiferos

La cepa del rotifero B. plicatilis se aislo de las salinas de Araya, Venezuela (10°30'-
10°40'N y 63°32'-64°21'W) y se encuentra depositada en la coleccion de cultivos
planctonicos del Laboratorio de Acuicultura, extension Plancton del Departamento de
Biologia Pesquera, del Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad de Oriente.

Los cultivos de B. plicatilis se realizaron por cuadruplicado, durante 7 dias, en
matraces de 500 mLque contenian 250 mL de agua de mar previamente sometida al
fototratamiento seleccionado. Los cultivos se iniciaron con una densidad de 100
rotiferos/mL, se mantuvieron con aireacion continua (50 mL/min) y se les proporciond
alimentacion al inicio del ensayo. Como alimento se utilizé una dieta simple (900.000
cel/mL) de la microalga T. chuii, la cual fue cultivada en agua de mar proveniente del
fototratamiento seleccionado. Paralelamente, en similares condiciones, se realizaron
cultivos de B. plicatilis alimentados con la misma microalga, pero cultivada con agua de
mar tratada con la metodologia rutinaria del laboratorio.

Diariamente se tomaron alicuotas de 1 mL de cada cultivo, se fijaron con una gota
de Lugol al 1% y se contabilizd la densidad poblacional con la ayuda de una camara de
Bogorov y una lupa estereoscépica marca LEICA. Los datos de densidad se graficaron y a
partir de éstas, se calcularon las tasas de crecimiento instantaneo. Ademas la fecundidad
(nimero de huevos/hembra) y productividad (rot/L/dia) se determinaron mediante las

siguientes formulas de NAVARRO & YUFERA (1998):

Densidad diaria de rotiferos

D=CxFd
Donde:
D= Numero de rotiferos/mL

C=Promedio de rotiferos contados en la cAmara de Bogorov en un volumen conocido.
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Fd= Factor de dilucién.

Tasa instantnea de crecimiento (K):
InN;-InN,
K: ———————————————
T

Donde:

K= Tasa instantanea de crecimiento (rotiferos/dia)
N, = Numero inicial de rotiferos

N;= Numero de rotiferos en el tiempo T

T = Tiempo en dias

Fecundidad

_Nl’lmero de huevos totales

Hembras ovadas
Donde:

F = Fecundidad (huevos/hembra)

Productividad

B Dmax-Do

Donde:

P = Productividad (Rot/L/dia)

Dmax = Densidad méxima de rotiferos alcanzada al final de la fase de crecimiento
exponencial.

Do = Densidad inicial de rotiferos.

T=tiempo en dias

Ensayo 4. Evaluacion del tiempo de desinfeccion efectiva del agua de mar sometida
al fototratamiento seleccionado.

El tiempo de desinfeccion efectivo (TDE) se llevo a cabo con el proposito de

asegurar que no exista recrecimiento bacteriano antes del uso del agua (RINCON et al.,

2005). Para determinar este parametro, el agua de mar expuesta al fototratamiento

12



seleccionado, se almacend en oscuridad durante 96 horas y cada 24 horas se tomaron

muestras para realizar los tratamientos microbiol6gicos descritos anteriormente.

Andlisis de resultados

A los resultados del primer bioensayo donde se realizaron pruebas microbiologicas,
se aplico un ANOVA I, siendo los tratamientos: tipo de fotolisis (fotolisis directa y
fotocatalisis con TiO,) y los tiempos de exposicion, con el fin de evidenciar cual de los dos
tratamientos producen efectos bactericida y fungicida en el menor tiempo posible.

A los resultados del segundo bioensayo donde se cultivé la microalga T. chuii en
agua tratada por métodos convencionales y agua proveniente del fototratamiento
seleccionado, se aplic6 un ANOVA simple para demostrar si existen diferencias en el
crecimiento de la microalga cultivadas en ambos tipos de agua.

A los resultados del tercer bioensayo se aplicd un ANOVA simple para determinar
si existen diferencias en los parametros de crecimiento del rotifero B. plicatilis alimentado
con la microalga T. chuii cultivada en agua tratada por métodos convencionales y agua
proveniente del fototratamiento seleccionado.

A los resultados del cuarto ensayo se aplicd un ANOVA simple para determinar si
existen diferencias en los diferentes tiempos de desinfeccion efectiva del agua de mar
sometida al fototratamiento seleccionado.

Para el procesamiento de los datos se usé el programa estadistico Statgraphic5.0

siguiendo la metodologia SOKAL & ROLF (1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion fisico-quimica y microbiolégica del agua de mar sometida a dos
fototratamientos (FH-TiO,y FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

En los ensayos donde se aplicé 1,0 y 2,5 g/L de TiO, no hubo inhibicién del
crecimiento bacteriano ni fungico. Estos resultados pueden deberse a que estas
concentraciones de TiO; (1,0 y 2,5 g/L) impiden la penetracion de la luz a través de la
solucion heterogénea, causando un fendmeno de dispersion de la misma y disminuyendo la
fotoexcitacion, es decir, impide que la radiacion atraviese la suspension mas alla de una
cierta distancia en el interior del reactor (SAKKAS et al. 2007). Sin embargo, BONNET et al
(2005) emplearon 1 g/L de TiO, para eliminar cepas de E. coli, Lactobacillus y
Staphylococcus aureus, en un tiempo de 30 minutos. Segun FERNANDEZ et al. (1999);
MALATO et al. (2004) y RINCON et al. (2005) la concentracion dptima de TiO; tanto para la
degradacién fotocatalitica de compuestos organicos como para la fotodesinfeccion esta
entre 0,1 y 5,0 g/L por lo tanto la concentracion dptima de TiO, dependera principalmente
de la naturaleza del compuesto y la geometria del reactor. Cabe destacar que la
concentracion de 0,25 g/L, fue la que produjo inhibicion del crecimiento bacteriano y
fangico, COLINA & CASTILLA (2013) utilizaronconcentraciones de 0,3 g/L de TiO,, para la
degradacidn del antibidtico dicloxacilina, concentracion muy cercana a la utilizada en esta
investigacion.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos con la concentracion de 0,25
g/L de TiO;,

Resultados obtenidos con 0,25 g/L de TiO;
Analisis fisico-quimicos
pH.
En la figura 3 se puede apreciar el comportamiento del pH del agua de mar sometida
a los dos tratamientos ya descritos. En el agua de mar tratada con fotolisis directa, este
parametro no presento una variacion tan marcada, estando el pH inicial en 7,40 y el final en
7,49. Por su parte, en el agua tratada con TiO, se puede observar una disminucién del pH,

desde 7,09 (tiempo inicial) hasta 6,02 (tiempo final). Esta disminucion del pH en el agua
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fototrada con TiO, también fue resefiada por FERNANDEZ-IBANEZ et al. (2000) y es
atribuida al consumo de iones OH que tiene lugar en la interfase solido-liquido de las
particulas de semiconductor. Igualmente RINCON & PULGARIN (2004) sugirieron que la
diminucion del pH es causado por la acumulacion de acidos alifaticos producto de
degradacion bacteriana. Ademas, se ha demostrado que loscambios de pH no tienen efectos
significativos en la inactivacion de algunos grupos bacterianos como coliformes fecales y
en la especie E. coli (SALIH, 2002; CHo et al., 2004; SEVEN et al., 2004 & RAHMANI et al.,
2009)

Temperatura.

En la figura 4 se observa el comportamiento de la temperatura del agua de mar
sometida a los dos tratamientos ya descritos. En el agua de mar tratada con fotolisis directa,
este parametro aumentd desde 30,6 °C (temperatura inicial) hasta 33,4 °C (temperatura
final). Por su parte, en el agua tratada con TiO,, la temperatura aument6 desde 30,6 °C
hasta 35,6 °C. Este resultado es debido a que existe una relacion directa entre las particulas
suspendidas, en este caso el TiO,, y la temperatura del agua, las particulas suspendidas
absorben la radiacién infrarroja, lo que ocasiona un aumento de la temperatura del agua
(GOMmEZ-Couso et al., 2009 & MANDAL, 2014)
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Anélisis Microbiolégicos
Bacterias mesofilas (Unidades formadoras de colonias, UFC/ mL)

Las UFC/mL de bacterias mesofilas en los dos fototratamientos (FD y FH-TIiO,)
fueron incontables durante los primeros 90 minutos de exposicion solar. A partir de los 120
minutos, se observd un decrecimiento del nimero de UFC/mL en ambos fototratamientos,
siendo méas evidente cuando se aplico FH-TiO, (Fig. 5). En la FD, las UFC/mL
disminuyeron desde 8033 (120 minutos) hasta 2733 (180 minutos); por su parte, en la FH-
TiO, este pardmetro decrecié desde 2700 (120 minutos) hasta 207 (180 minutos). Las
UFC/mL mostraron diferencias significativas (P<0,05) tanto en los fototratamientos (F=
767,04) como en los tiempos de exposicion (F= 222,12) e interaccion de ambos factores
(F= 32,27; tabla 1), siendo la FH-TiO, y los 180 minutoslos tratamientos mas efectivo para

causar la disminucion significativa de la carga bacteriana mesofila en el agua de mar (tablas

2y 3).
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Figura 5. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de bacterias mesofilas en el agua
de mar sometida a dos fototratamientos (FH-TiO,y FD) durante diferentes intervalos
de tiempo.
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Tabla 1. Resultados de la ANOVA Il realizados a partir de las unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) de bacterias mesofilas en el agua de mar sometida a dos
fototratamientos (FH-TiO, y FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

Fuente Suma de gl Media Razon-F  Valor-P

cuadrados cuadratica
Efectos
principales

A: Tratamientos 8,14088E7 1 8,14088E7 140,32 0,0000

B: Tiempo 4,7148E7 2 2,3574E7 40,63 0,0000

Interaccion

AB 6, 84893E6 2 3, 42447E6 32, 27 0,0000

Residual 8,12253E6 14 580181,0

Total (corregido) 1,36679E8 17

Tabla 2. Prueba de rangos multiples basado en el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) de bacterias mesofilas en el agua de mar sometida a dos
fototratamientos (FH-TiO, y FD).

Método: 95, 0 porciento Scheffe

Tratamientos Casos LS Media Grupos homogéneos
FH-TiO; 9 1502, 22 X
FD 9 5755, 56 X

Tabla 3. Prueba de rangos multiples basado en el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) de bacterias mesofilas en el agua de mar sometida a dos
fototratamientos (FH-TiO, y FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

Método: 95, 0 porciento Scheffe

Tiempo (min) Casos LS Media Grupos homogéneos
180 6 1470,0 X

150 6 4050,0 X

120 6 5366,67 X

Los resultados de la disminucion del crecimiento bacteriano obtenidos en los
fototratamientos evaluados (FD y FH-TiO;) guardan relacion con los expuestos por
numerosos investigadores, los cuales han referido que la FD aumenta su efectividad cuando
el tiempo de exposicion solares mayor, mientras que la FH-TiO, es una técnica que brinda
mejores resultados en menos tiempo. De esta manera, MANESS et al. (1999) y RODRIGUES et
al. (2007) obtuvieronentre 98-100% de mortalidad de E.coli en muestras de agua tratadas

con FH-TiO; durante 30-120 min, BABAEI et al. (2016) lograron reducir de manera
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significativa el crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus y E. coli al irradiarlas
durante 60 min con luz ultravioleta més TiO, en suspension.

En cuanto a la FD DEJUNG et al. (2007) al aplicar FD a muestras de agua
contaminadas con E. coli, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa y Bacillus
subtilis, obteniendo una inactivacion del 90% del crecimiento bacteriano después de seis
horas de exposicidn solar, encontrando mayor resistencia en P. aeruginosa y B. subtilis por
la formacion de esporas. Recomendando un segundo dia de exposicion, a fin de mejorar la
proteccion contra estas cepas productoras de esporas.UBOMBA-JASWA et al. (2008)
redujeron el crecimiento de E. coli enteropatogénica al exponer muestras de aguas a FD

durante 4 horas.

Hongos(Unidades formadoras de colonias, UFC/mL)

De forma similar a los resultados obtenidos con las bacterias mesofilas, las UFC/mL
de hongos en los dos fototratamientos (FD y FH-TiO,) fueron incontables durante los
primeros 90 minutos de exposicion solar. A partir de los 120 minutos, se observo un
decrecimiento del numero de UFC/mL en ambos fototratamientos, siendo mas evidente
cuando se aplicé FH-TiO; (figura 6). En la FD, las UFC/mL disminuyeron desde 6066 (120
minutos) hasta 4433 (180 minutos); por su parte, en la FH-TiO, este pardmetro decrecid
desde 2500 (120 minutos) hasta 1233 (180 minutos). Las UFC/mL mostraron diferencias
significativas (P<0,05) tanto en los fototratamientos (F= 206,8) como en los tiempos de
exposicion (F=12; tabla 4), siendo la FH-TiO,(tabla 5)y180 minutos (tabla 6) los

tratamientos més efectivo para causar la disminucion de la carga fungica en el agua de mar.
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Figura 6. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de hongos en agua de mar

sometida a dos fototratamientos (FH-TiO, yFD) durante diferentes intervalos de

tiempo.

Tabla 4. Resultados de la ANOVA Il realizados a partir de las unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) de hongos en

el agua de mar sometida a dos fototratamientos (FH-TiO;

y FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

Fuente Suma de gl Media Razon-F  Valor-P
cuadrados cuadrética
Efectos principales
A: Tratamientos 5,408E7 1 5,408E7 228,28 0,0000
B: Tiempo 6,30778E6 2 3,15389E6 13,31 0,0006
Interaccion
AB 163333,0 2 81666,7 0,31 0,7386
Residual 3,15333E6 12 262778,0
Total (Corregido ) 6,37044E7 17

Tabla 5. Prueba de rangos mdltiples basado en el nimero de unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) de hongos en
y FD).

el agua de mar sometida a dos fototratamientos (FH-TiO,

Método: 95, 0 porciento Scheffe

Tratamientos Casos Media LS Grupos
homogéneos
FH-TiO; 9 1822,22 X
FD 9 5288,89 X
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Tabla 6. Prueba de rangos multiples basado en el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) de hongos en el agua de mar sometida a dos fototratamientos (FH-TiO; y
FD) durante diferentes intervalos de tiempo.

Método: 95, 0 porciento Scheffe

Tiempo (min) Casos LS Media Grupos homogéneos
120 6 4283,33 X

150 6 3550,0 XX

180 6 2833,33 X

Los resultados de la disminucién del crecimiento flngico obtenidos en los
fototratamientos evaluados (FD y FH-TiO,) se asemejan con los reportados por otros
investigadores, los cuales han referido que ambos métodos son efectivos para inhibir el
crecimiento de hongos pero con la FH-TiO; se reduce el tiempo de exposicion. De esta
manera, MATSUNAGA et al. (1985) lograron eliminar a Saccharomyces cerevisiae de
muestras de agua, después de 120 min de exposicion a FH-TiO,. CABALLERO (2012)
inactivaron hongos fitopatdgenos, presentes en muestras de suelo, al exponerlos durante 6
horas a la FH-TiO,. De igual manera, PoLo (2012) logré reducir significativamente el
crecimiento de los hongos Fusarium y Phytophthora, presentes en muestras de agua, al
exponerlos durante 5 horas a FH-TiO,.

Con respectoa la FD, LONNEN et al. (2005) lograron reducir de manera significativa
el crecimiento de Candida albicans y Fusarium solani al someterlos a FD durante 8 horas.
Por su parte, SICHEL et al. (2007) indicaron que Fusarium genus, F. solaniy F.
anthophilumson eliminados cuando se exponen a FD entre 6 y 8 horas.

Al analizar la influencia que puede ejercer la FD y la FH-TiO, sobre las células
bacterianas y fungicas se ha encontrado que FD produce en estos microorganismos una
serie de efectos negativos que ocasionan su muerte; estos efectos varian en funcion del tipo
de microorganismo presente en el sistema y del tiempo de exposicion. Cuando el
microorganismo objeto de inactivacion es muy resistente, como es el caso de las esporas de
hongos, al ser expuesto a la misma dosis UV solar, los dafios son menores. De hecho, se ha
demostrado experimentalmente que la accion de la radiacion solar no es tan eficiente en la
desinfeccion de aguas contaminadas con esporas de hongos como en la desinfeccion de
suspensiones bacterianas; lo anterior puede deberse a que las esporas, a diferencia de las
células vegetativas, son estructuras de resistencia y supervivencia cuya arquitectura

bioldgica estadisefiada para soportar factores medioambientales adversos, por lo tanto
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requiere de mayor tiempo de tratamiento (SICHEL et al., 2007; BoyLE et al., 2008 &
UBOMBA-JASWA et al., 2010). Sin embargo, la FD ha tenido efecto fungicida sobre las
esporas de algunos hongos como el caso de Fusarium spp, lo cual demuestra que este
tratamiento es muy efectivo para la inactivacion de microorganismos resistentes, pero para
lograr dicha efectividad se requiere mayor tiempo de exposicién en comparacion a la FH-
TiO, (UBOMBA-JASWA et al., 2010).

Con respecto al mecanismo de la FH-TiO, como método de tratamiento
antimicrobiano, los investigadores han sefialado que TiO, en presencia de luz solar,
potencia la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), éstas atacan directamente a
las membranas y a las paredes celulares microbianas. El efecto sobre las membranas
celulares es derivado de la peroxidacion lipidica, lo cual provoca una pérdida de funciones
celulares esenciales, como la actividad respiratoria y, finalmente, la muerte celular
(MANEsS et al 1999; HUANG et al., 2000; GOGNIAT et al., 2007; Kim et al., 2013).

Otros autores también han sefialado que las ROS, mediadas por la FH-TiO,, causan
la oxidacion de enzimas claves, tales como la Acetil CoA, y la degradacién de los
polisacaridos de las paredes celulares, lo cual posteriormente conduce hasta la inactivacion
celular (MATSUNAGA et al., 1988).

Los mecanismos involucrados en la FD como método de inactivacion de los
microorganismos incluyen dafios en el ADN, tales como mutaciones provocadas por la
radiacion UV-A. Este tipo de radiacion produce la formacién de dimeros
ciclobutanopirimidina (CPDs), los cuales son los dimeros méas abundantes y citotoxicos
formados tras una exposicion a radiacion UV (SINHA & HADER, 2002). También pueden ser
generados los fotoproductos 6-4 (6-4 PPs, aductos de pirimidina), los cuales pueden ser
mas letales y mutagénicos que los CPDs. Ambos productos distorsionan la hélice de ADN
y si las lesiones no son reparadas, un solo dimero de CPDs es suficiente para inhibir un gen
y detener los procesos de replicacion y transcripcion, impidiendo la lectura del codigo
genético y causando mutaciones y eventualmente la muerte (SINHA & HADER, 2002).

Otro mecanismo que posee la FD es el de la generacion de ROS como: el anién
superdxido (-O;"), perdxido de hidrogeno (H,0,), radical hidroxilo (-OH"), entre otros, los
cuales son generados a bajos niveles de radiacion UV que afectan al ADN, produciendo

rupturas y alteraciones de la secuencia de bases en la cadena, asi como modificaciones en
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las bases nitrogenadas que pueden tener consecuencias letales y mutagénicas (IMLAY, 2008;
UBOMBA-JASWA et al., 2009). Igualmente,durante la FD, la radiacion UV oxida a las
proteinas, entre ellas a las enzimas catalasa y superoxido dismutasa, las cuales se encargan
de eliminar las ROS generadas por el metabolismo aerobio de los microorganismos
(IMLAY, 2008;). Otras vias de generacion de especies radicales es la presencia de hierro y
H,0, en el interior celular. Estos, al reaccionar generan radicales hidroxilo que, dada su
baja especificidad, atacan cualquier componente celular generando lesiones graves que

pueden conducir a la muerte (SPHULER et al., 2010).

Cultivo de la microalgaTetraselmischuiien agua de mar tratada con FH-TiO;
durante 180 minutos.

El tratamiento més efectivo para disminuir la carga bacteriana y flngica en el agua
de mar, de acuerdo con los anélisis estadisticos, fue la exposicion solar con TiO, durante
180 min (FH-TiO,). El agua de mar fototratada de esta manera se selecciond paracultivar a
la microalga T. chuii y evaluar el tiempo de desinfeccion efectiva.

El crecimiento poblacional de los cultivos controles (agua de mar filtrada y
esterilizada en autoclave) y experimentales (agua de mar tratada con FH-TiO, durante 180
min) de la microalga T. chuii mostro diferencias no significativas (P> 0,05; Fig. 7). Ambos
cultivos no presentaron fase de adaptacion y, la fase de crecimiento exponencial se
prolongd hasta el sexto dia, para luego entrar en fase de descenso. La densidad poblacional
méxima alcanzada fue de 2x10° cel/mL, con una tasa de crecimiento instantaneo (K) y un

tiempo de duplicacién (TD) de 0,6 div/dia y 1,67 dias, respectivamente.
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Figura 7. Crecimiento poblacional de T. chuii cultivada en agua de mar tratada con

FH-TiO, durante 180 min.

Este resultado indica que el tratamiento del agua con TiO, no afect6 el crecimiento
de la microalgaT. chuii, al compararlo con el control. En cuanto a reportes o publicaciones
donde se haya cultivado microalgas en agua tratada con fotocatalisis con TiO,, no se ha

encontrado trabajos similares, por lo que los resultados de esta experiencia son inéditos.

Alimentacion del rotifero Brachionus plicatilis con la microalgaT. chuii, cultivada en
agua de mar tratada con FH-TiO, durante 180 min.

En la figura 8 se muestra el crecimiento poblacional de los cultivos controles
(alimentados con T. chuii cultivada en agua de mar filtrada y esterilizada en autoclave) y
experimentales (alimentados con T. chuii cultivada agua de mar tratada con FH-TiO,
durante 180 min) de B. plicatilis.Ambos cultivos mostraron diferencias no significativas

(P> 0,05) en sus pardmetros de crecimiento y se caracterizaron por no presentar fase de
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adaptacion. La fase de crecimiento exponencial se prolongé hasta el cuarto dia,

obteniéndose una densidad maxima de 160 rot/mL. La tasa de crecimiento instantaneo,

tiempo de duplicacion, fecundidad y productividad alcanzaron valores de0,2rot/ dia; 5 dias,

1 huevo/hembra y 25000 rot/L/dia, respectivamente.
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Figura 8. Crecimiento poblacional del rotifero B. plicatilis alimentado con la microalga

T. chuii, cultivada en agua de mar tratada con FH-TiO, durante 180 min

En cuanto a reportes o publicaciones donde se haya alimentadorotiferoscon

microalgas cultivadas en agua tratada con fotocatalisis con TiO,, no se ha encontrado

trabajos similares, por lo que los resultados de esta experiencia son inéditos.
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Evaluacion del tiempo de desinfeccion efectiva (TDE) del agua de mar sometida a
FH-TiO,durante 180 min.
Bacterias meso6filas (Unidades formadoras de colonias, UFC/mL)
En la figura 9 se presenta el crecimiento de bacterias meséfilas (UFC/mL) en agua
de mar, expuesta durante 180 min a FH-TIiO, y dejada en reposo durante 96 horas y
analizadas en diferentes intervalos de tiempo. El andlisis estadistico revelo diferencias
significativas (P< 0,05; tabla 7) en el recuento bacteriano durante los diferentes tiempos de
muestreo. Se aprecia que hasta las 48 h de reposo, las UFC/mL fueron estadisticamente
similares a las observadas en el tiempo 0 (260 UFC/mL; Tabla 8). A partir de alli, el

namero de bacterias se incremento significativamente hasta alcanzar 1400 UFC/mL (96 h).
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Figura 9. Crecimiento de bacterias mesofilas (UFC/mL) en agua de mar, expuesta
durante 180 min a FH-TiO, y dejada en reposo durante diferentes intervalos de
tiempo (tiempo de desinfeccién efectiva, TDE).

Tabla 7. Andlisis de varianza de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de
bacterias mesofilas en el agua de mar expuesta durante 180 min a FH-TiO, y dejada en
reposo durante diferentes intervalos de tiempo.

Fuente Suma de gl Media Razén-F  Valor-P
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3,02784E6 4 756960,0 140,87 0,0000
Intra grupos 53733,3 10 5373,33

Total (corregido) 3,08157E6 14
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Tabla 8. Prueba de rangos multiples basado en el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/ mL) de bacterias mesofilas en agua de mar, expuesta durante 180 min a
FH-TiO, y dejada en reposo durante diferentes intervalos de tiempo.

Método: 95, 0 porciento LSD

Tiempo de Casos Media LS Grupos homogéneos
desinfeccion (horas)
48 3 223,333 X
0 3 253,333 X
24 3 260,0 X
72 3 640,0 X
96 3 1400,0 X

Investigaciones realizadas por RINCON & PULGARIN (2004) obtuvieron un TDE en
muestras de agua contaminadas con E. coli y fototratadas con FH-TiO, de 60 horas, tiempo
de desinfeccion superior al obtenido en esta investigacion (48 horas) los autores indican
que la duracion del TDE va a depender de la carga bacteriana inicial y de la eliminacién
total de las bacterias, ya que las sobrevivientes se reproducen en la oscuridad. Por otra parte
RINCON et al. (2005) & IMLAY (2008), explican que el recrecimiento bacteriano, observado
después de la aplicacion de la FH-TiO,, también es posible, porque las bacterias,
sobrevivientes a los dafios causados por las ROS, son capaces de reparar estos dafios
mediante la activacion de mecanismos de defensa, tales comoel incremento de la actividad
de las enzimas peroxidasa y catalasa, las cuales eliminan el exceso de H,O,. Ademas esta

involucrada la enzima superédxido dismutasa que elimina el ion superdxido Oy

Hongos (Unidades formadoras de colonias, UFC/mL)

El crecimiento de hongos (UFC/mL) en agua de mar, expuesta durante 180 min a
FH-TIiO, y dejada en reposo durante diferentes intervalos de tiempo se presenta en la figura
9.El recuento fangico durante los diferentes tiempos de muestreo reveld diferencias
significativas (P< 0,05; tabla 9). Se aprecia que hasta las 48 h de reposo, las UFC/mL
fueron estadisticamente similares a las observadas en el tiempo 0 (1200 UFC/mL; Tabla
10). A partir de alli, el nmero de colonias fangicas se incremento significativamente hasta
alcanzar 3300 UFC/mL (96 h).
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Figura 10. Crecimiento de hongos (UFC/mL) en agua de mar, expuesta durante 180 min
a FH-TiO, y dejada en reposo durante diferentes intervalos de tiempo (tiempo de
desinfeccion efectiva, TDE).

Tabla 9. Analisis de varianza de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de hongos
en el agua de mar expuesta durante 180 min a FH-TIO, y dejada en reposo durante
diferentes intervalos de tiempo.

Fuente Suma de Gl Media Razon-F  Valor-P
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1,01721E7 4 2,54303E6 110,92 0,0000
Intra grupos 229267,0 10 22926,7

Total (corregido) 1,04014E7 14

Tabla 10. Prueba de rangos multiples basado en el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC/ mL) de hongos en agua de mar, expuesta durante 180 min a FH-TiO, y

dejada en reposo durante diferentes intervalos de tiempo.

Método: 95, 0 porciento LSD

Tiempo de Casos Media LS Grupos homogéneos
desinfeccion (horas)
48 3 1176,67 X
24 3 1233,33 X
0 3 1233,33 X
72 3 2133,33 X
96 3 3300,0 X
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Con respecto a los hongos, hasta la fecha no se han publicado datos donde se evalle
el TDE, posterior a la aplicacién de la fotocatalisis heterogénea en hongos. Sin embargo el
recrecimiento fangico se puede explicar por la naturaleza de la pared celular, la cual es
estructuralmente diferente a la de las bacterias, y ademas los hongos producen esporas las
cuales, son estructuras de resistencia y supervivencia cuya arquitectura bioldgica esta
disefiada para soportar factores medioambientales adversos. SICHEL et al. (2007) estudiaron
el efecto del TiO; en distintas especies del género Fusarium (F. equiseti, F. oxysporium, F.
anthophilum, F. verticilloides y F. solani) y demostraron que los hongos son inhibidos con
suspensiones TiO, durante 6 horas; ademas evidenciaron que la inactivacion fotocatalitica
de F. verticillioides (productor de microconidios) fue mas efectiva que F. equiseti
(productor de macroconidios y clamidosporas). Este estudio constituyd la primera
evidencia de que las diferencias estructurales en las esporas parecen determinar su
resistencia al tratamiento fotocatalitico.

Con respecto a la carga bacteriana presente en el agua de mar, posterior a la
aplicacion de FH-TiO, durante 180 min los resultados obtenidos en esta investigacion no
pueden compararse a los valores permisibles oficiales establecidos para aguas destinadas a
la cria, explotacion y mantenimiento de la vida acuatica; ya que estas normativas expresan
sus resultados en namero mas probable (NMP) y en este trabajo se expresaron en UFC/mL;
ademas, el recuento se realiz6 con bacterias mesdéfilas aerobias, las cuales son un grupo
indicador de calidad en alimentos. Estas bacterias se definen como un grupo heterogéneo de
bacterias capaces de crecer en un rango de temperatura entre 15-45 °C, con un 6ptimo de
35 °C, siendo la minima de 15 a 20 °C y la méxima de 45 °C. Su recuento en alimentos,
particularmente en bivalvos, implica un riesgo para los consumidores, pues hay que
considerar que casi todos los agentes patdgenos humanos son meséfilos, como es de
esperar, pues la temperatura corporal humana es, casi de forma constante, de 37 °C
(Prescott, et al., 2004).

Las normativas de calidad de agua destinadas a la cria, explotacion y mantenimiento
de la vida acuatica utilizan los coliformes totales y fecales como indicadores de calidad.
Las normas para la clasificacion y control de calidad de los cuerpos de agua y vertidos o
efluentes liquidos de Venezuela, estan publicados en la Gaceta Oficial de la Republica
Bolivariana de Venezuela N° 5 021 (18 de diciembre de 1995) del antiguo Ministerio del
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Ambiente y de los Recursos Naturales (MARN) y clasifica las aguas Aguas marinas o de
medios costeros destinadas a la cria y explotacién de moluscos consumidos en crudo como
tipo 3, las cuales no deben superar los 70 NMP/100 mL coliformes totales y 14 NMP/100
mL coliformes fecales; igualmente las normativas establecidas por la World Health
Organization para zonas de cultivo de moluscos, deben estar por debajo de 90 NMP/100
mL coliformes totales y de 10 NMP/100 mLcoliformes fecales (WHO, 1999).

A pesar de que no pueden establecerse comparaciones directas sobre la calidad
microbiologica del agua de mar tratada con FH-TiO, durante 180 minutos (esta
investigacion) con las expresadas en las normativas vigentes, con relacion a su uso en la
acuicultura, se puede inferir que la carga de bacterias mesdfilas aerobias determinadas en
este trabajo (207 UFC/mL a los 180 min de exposicion a FH-TiO, y 260 UFC/mL después
de 48 horas de reposo) estan dentro de los limites permisibles, pues segun la Norma Oficial
Mexicana, NOM-027-SSA1-1993, el limite maximode mesdfilos aerobios en el agua de uso
acuicola es de 10 000 000 UFC/mL.

Finalmente, los resultados de esta investigacién demuestran que la FH-TiO, es una
tecnologia que pudiera aportar soluciones innovadoras en el tratamiento del agua para la
acuicultura, dado que se evidencid por una parte, la reduccion de la microbiota bacteriana y
fangica y por la otra se constato el crecimiento de la microalga T. chuii en agua fototratada
con esta técnica y del rotifero B. plicatilis alimentado con esta microalga.

Otra ventaja que presenta la FH-TiO,, a diferencia de las usadas tradicionalmente,
es que no origina subproductos letales como en el caso del cloro;ademas, la Agencia de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA-USA) permite su inclusion como
ingrediente para cremas dentales, capsulas y suspensiones orales y preparaciones
dermatoldgicas; también es usado en pinturas, papeles y jugos (SKOCAJ et al. 2011). Sin
embargo, a pesar del amplio uso del TiO, su implementacionpara el tratamiento de aguas es
un tema polémico, ya que muchos investigadores reportan que el TiO, en forma de
nanoparticulas(<100 nm) pudiera ser toxico en los ecosistemas y en los seres humanos,
dado que al originar estrés oxidativo en presencia de luz UV-A, producen dafios celulares,
genotoxicidad, inflamacién, respuestas inmunoldgicas, etc. (SkocAset al., 2011). Este

ultimo planteamiento permite sugerir que las investigaciones relacionadas con el uso de
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FH-TIO, para la depuracion de agua con fines acuicolas deben continuar a fin de asegurar

su inocuidad.
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CONCLUSIONES

La fotocatélisis con FH-TiO,, demostr6 ser méas efectiva que la FD en la
inactivacion o inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos.

El crecimiento de la microalga T. chuii no se vio afectado al ser cultivada con agua
de mar tratada durante 180 min con FH-TiO..

El crecimiento de B. plicatilis no se vio afectado al ser alimentado con la
microalgaT. chuii, cultivada con agua de mar tratada durante 180 min con FH-TiO..

El tiempo de desinfeccién efectiva alcanzado con la FH-TiO,, fue de 48 horas, lo
cual permite mantener un stock de agua tratada por ese tiempo.

La aplicacion de la FH-TiO; es una alternativa prometedora para el tratamiento de
agua destinada para las actividades acuicolas, debido principalmente a las ventajas de orden

econdémico y ambiental.
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RECOMENDACIONES

Comprobar la efectividad del TiO; fijado y compararlo con el TiO; en suspension.

Realizar pruebas microbioldgicas para comprobar el efecto de la fotocatalisis con
TiO, sobre los diferentes tipos de microorganismos presentes en agua de mar, utilizando
organismos indicadores de la calidad de agua en acuicultura asi mismo microorganismos
patdgenos en especies cultivables de interés comercial

Ampliar los tiempos de exposicion solar, para tratar de aumentar la efectividad de
los tratamientos de desinfeccion mediante fotocatalisis con TiO,, de igual manera redisefiar
los reactores solares de manera de aumentar la eficiencia en el tratamiento aplicado.

Usar otros organismos como camarones, moluscos bivalvos para realizar pruebas y
alimentarlos con microalgas cultivadas en agua tratada con FH-TiO, y verificar sus

parametros de crecimiento.
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