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Tratamiento de residuos de laboratorio via fotocatalisis heterogénea con TiO2

Resumen

La contaminacion ambiental causada por la generaciéon de desechos peligrosos es un
problema creciente y globalizado. Los residuos peligrosos, una vez emitidos, pueden
permanecer en el ambiente durante cientos de anos. En diversos laboratorios universitarios
se trabaja con distintas sustancias quimicas y se efectian una serie de operaciones que
conllevan a la generacién de residuos que, en la mayoria de los casos, son peligrosos para la
salud y el ambiente; dentro de estos residuos estan los generados en los procedimientos de la
coloraciéon de Gram.

En este trabajo, se presenta una alternativa para el tratamiento de los residuos de la
tincion de Gram via Fotocatalisis Heterogénea (FH). Se utilizé TiOz P-25 de la casa comer-
cial Evonik® y como fuente de radiacién una lampara germicida; ademads, se usaron como
técnicas de analisis la espectroscopia UV — Vis acompafiada de mediciones de DQO.

Dada la naturaleza de estos residuos, se determiné tratarlos en concentraciones menores
a las reales (diluidas al 10 %), con dosificaciones de TiO:z seguin la literatura en procesos con
colorantes; alcanzando en 2 horas una degradacién alrededor del 70 % y una reduccién de la
DQO del 40 %, mostrando la viabilidad de la posible implementacién de este proceso en su
eliminacién.

Palabras clave
Coloracién de Gram, Fotocatalisis Heterogénea, Residuos peligrosos, Didxido de titanio.

Abstract

Environmental pollution caused by hazardous waste is a growing and globalized prob-
lem. Such waste, once emitted, can remain in the environment for hundreds of years. Chem-
ical substances are handled and several operations are carried out in different university
laboratories, which generates waste that in most cases is dangerous to human health and
the environment. Some of these residues include those produced during Gram staining pro-
cedures.

This paper presents an alternative for treating residues of Gram staining by Heteroge-
neous Photocatalysis (HP). Evonik® TiO: P-25 was used, and the radiation source was a
germicidal lamp. In addition, UV-Vis spectroscopy together with COD measurements were
used as analytical techniques.

In view of the nature of these residues, it was decided to treat them in concentrations
lower than real ones (diluted to 10 %), with TiO2 dosages according to the literature on dy-
ing processes. Within 2 hours, a degradation of around 70 % and a reduction of 40 % of the
COD were achieved, which shows the feasibility of the implementation of this process to
eliminate said wastes.

Keywords
Gram staining, Heterogeneous Photocatalysis, Hazardous waste, titanium dioxide.
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1. INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas ha surgido
una gran preocupaciéon ambiental y de
salud por los problemas que originan los
residuos, principalmente los denominados
peligrosos. Esta preocupacién, que nacié en
los paises con mayor desarrollo econémico,
obligd a encarar problemas de contamina-
ci6on del medio ambiente y sus consecuen-
tes efectos adversos en la salud publica [1].
Las instituciones educativas, principal-
mente las universidades, en el desarrollo
de sus actividades docentes e investigati-
vas se caracterizan por el uso y consumo de
productos quimicos, [2]. En el laboratorio
se manejan gran cantidad de productos y
se efectiian diversas operaciones que con-
llevan la generaciéon de residuos, en la
mayoria de los casos peligrosos para la
salud y el medio ambiente, y aunque el
volumen de residuos que se generan en los
laboratorios es generalmente pequefio en
relacion al proveniente del sector indus-
trial, no por ello debe minusvalorarse el
problema [3].

La tincién de Gram es un procedimien-
to de gran utilidad empleado en los labora-
torios donde se manejan pruebas microbio-
logicas. Es definida como una tincién dife-
rencial, ya que utiliza dos colorantes y
clasifica a las bacterias en dos grandes
grupos: bacterias Gram negativas y bacte-
rias Gram positivas. Fue desarrollada por
el cientifico danés Hans Christian Gram en
1884; hoy en dia, sigue siendo una de las
tinciones mas utilizadas universalmente
debido a lo econémico, sencillo y eficaz que
resulta [4].

En los laboratorios de analisis microbio-
logico se utiliza la tincién de Gram para la
identificacion de microorganismos, gene-
rando asi residuos peligrosos por el alto
contenido de colorantes en estos. Debido a
todo lo anterior, se hace necesario buscar
alternativas de tratamiento que sean efi-
cientes aprovechando las energias limpias
y efectivas, asi como disenar sistemas sus-
ceptibles a un facil mantenimiento y que

estén al alcance de la poblacién [5]; entre
estos tratamientos alternativos se encuen-
tran los Procesos Avanzados de Oxidacién
(POASs), los cuales, en algunos casos apro-
vechan la energia de la luz ultravioleta
(UV) y un fotoactivador como el caso del
TiO:z utilizado en la Fotocatalisis Hetero-
génea (FH), el cual crea radicales hidroxilo
(OH*) que son altamente oxidantes y per-
miten la degradacion de materia organica
[6].

Cuando se habla de FH se hace referen-
cla a una reaccién catalitica que involucra
la absorciéon de luz por parte de un catali-
zador o substrato. Una de sus aplicaciones
se encuentra en la soluciéon de problemas
de interés ambiental, como la depuracion
de agua utilizando un semiconductor sen-
sible a la luz como catalizador; y esta per-
mite la degradacién, e incluso la minerali-
zacion, de gran variedad de compuestos
organicos [7]. Son muchas las publicacio-
nes en las que se reporta el uso del TiO2
para degradar colorantes ya sea solos o en
mezclas, entre estas encontramos que
Romio et. al. [8] compararon varios fotoca-
talizadores para degradar mezclas de na-
ranja de metilo y antrazina, encontrando
que el de mejor desempenio fue el TiO2 P-
25, el cual es fabricado por la casas comer-
cial Evonik y se caracteriza por ser una
mezcla anatasa/rutilo 70/30, area superfi-
cial BET 50 + 15 m?/g, tamano de particula
20 a 40 nm, energia de ancho de banda 3,2
eV. Asi mismo, [9] degradaron el colorante
azul brillante usando este mismo fotocata-
lizador obteniendo remociones superiores
al 90 %;, por otra parte, [10] degradaron el
colorante rojo recolvite en concentraciones
de 100 ppm con TiOz P-25 obteniendo de-
gradaciones superiores al 90 % utilizando
una lampara germicida con irradiacion de
254 nm y [11] degradaron rojo directo 23,
80 y 81, amarillo directo 27 y 50 y violeta
directo 51 tratados por separado en con-
centraciones de 25 ppm cada uno, obte-
niendo degradaciones superiores al 90 % de
cada uno de ellos.
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Dado que la coloracion de Gram tiene
mayoritariamente el colorante cristal viole-
ta, a continuacién, se relacionaran algunas
publicaciones en las que se degradd este
colorante utilizando FH con TiO2 como
fotocatalizador, por ejemplo, [12] degrada-
ron cristal violeta con P-25 utilizando una
fuente de radiacién ultravioleta-visible
procedente de dos lamparas de descarga de
microondas sin electrodos con una dosis de
TiO:z de 1 g/l, alcanzando remociones supe-
riores al 90 % en los primeros 3 minutos,
por otra parte, [13] degradaron cristal
violeta con TiO:z a escala nanométrica con-
teniendo proporciones de 3:1 de anatasa y
rutilo y se obtuvieron degradaciones supe-
riores al 99 % después de 45 minutos de
irradiacién, asi mismo, [14] degradaron
varios colorantes entre los que se encon-
traba el cristal violeta con diferentes tipos
de TiO:z (comerciales, sintetizados y dopa-
dos), obteniendo remociones alrededor del
80 % con dosis maximas de 200 mg/l.

En el presente articulo inicialmente se
mostrara la caracterizacién de los residuos
de la coloracién de Gram, seguidamente los
resultados experimentales de degradacion
via FH con TiOz2 Evonik® P-25 y su poste-
rior analisis cinético; finalmente, con los
resultados del analisis cinético se mostra-
ran los resultados de remociones mayores
al 99 % del colorante con su respectivo
valor de remocién de demanda quimica de
oxigeno (DQO), para asi poder proceder a
su disposicién final.

2. METODOLOGIA

El sistema de reaccion estaba confor-
mado por un reservorio de 1 litro en vidrio
borosilicato, una bomba sumergible JAD®
con un flujo de 45 ml/s, la irradiacién se
realiz6 con esterilizador de agua VIQUA®
modelo S5Q — PA el cual posee una irra-
diacién a 254 nm con una potencia de emi-
sion de 25 W.

Para la medicion del pH se utilizé6 un
pH — metro WI'W® Modelo pH 3110, la

absorbancia se midié con un espectrofoté-
metro Lab Scient® modelo UV-1100 y la
DQO se midié por colorimetria de acuerdo
con el método estandar SM 5220D. Para la
medicién de la cantidad de TiO:2 agregada
al sistema se utiliz6é una Dbalanza
RADWAG® modelo AS 220 R2 y la homo-
genizacion del mismo en los residuos a
tratar se realiz6 con un bafio ultrasénico
Elma® modelo E 30H.

De acuerdo con los datos suministrados
por el laboratorio, la coloracién de Gram
esta compuesta por una solucién A confor-
mada por 2 gramos de cristal violeta en 20
ml de etanol, la solucién B son 0,8 g de
oxalato de amonio en 80 ml de agua desti-
lada, el Lugol esta conformado por 1 g de
Yodo resublimado, 2 g de yoduro de potasio
en 300 ml de agua destilada, también hay
una mezcla de 50 ml de etanol al 95 % con
50 ml de acetona y con la safranina prime-
ro se prepara una solucién madre mez-
clando 2,5 g de safranina en 100 ml de
agua destilada; de esta solucién madre se
sacan 30 ml y se mezclan con 300 ml de
agua destilada para obtener asi la solucién
de trabajo. Para la coloracién de Gram se
preparan por separado las soluciones, lue-
go se mezclan y se homogenizan. Por ulti-
mo, se filtran y se guardan en frasco oscu-
ro. Una vez realizados los procedimientos
de la tincion de Gram por los estudiantes,
los residuos se almacenan para su poste-
rior disposicién. Debido a la alta concen-
tracién de colorantes en los residuos a
tratar, se realizé6 una dilucién 1:10 del
mismo en agua destilada para su caracte-
rizacién y evaluacién.

Para las pruebas fotocataliticas se to-
maron 1500 ml de los residuos a tratar
(diluidos 1:10) y se homogenizaron durante
5 minutos en un bano ultrasénico con TiO2
el cual se agregd en dosis de 1 g/l (de
acuerdo con la literatura para la elimina-
cién del cristal violeta) [13], la mezcla se
llev6 al sistema de reaccién y se dejé un
tiempo de 30 minutos en oscuro para la
interaccién del TiO:2 con las especies a
degradar y la reaccion fotocatalitica como
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tal (sistema bajo irradiacién) se mantuvo
durante 2 horas, con los datos obtenidos de
estos experimentos, se determiné la cons-
tante de velocidad de pseudo primer orden
para la reaccién [6], [7] con esta informa-
cién se calculd el tiempo de reaccion para
alcanzar el 100 % de la degradacién y pos-
teriormente, se realizaron pruebas a este
tiempo. Adicionalmente, se hicieron los
controles de fotdlisis (reaccién en fase ho-
mogénea) y adsorcién en oscuro. Para me-
dir la degradacién de los residuos se utili-
zaron las técnicas de absorbancia y De-
manda Quimica de Oxigeno (DQO).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, se procedi6 a tomar un
espectro de absorcién de los residuos con el
propésito de determinar la longitud de
onda adecuada para el seguimiento de la
degradacion de estos; este espectro se com-
paré con la absorciéon de los colorantes
Cristal Violeta (CV) y Safranina (SF) pre-
sentes en la tincion de Gram (ver Fig. 1).

—+—Residuos dilucién 1:10

3,5

Como se puede ver en la Fig. 1, debido a
la notable presencia del CV en los residuos,
se determiné seguir las degradaciones a la
longitud de onda de absorcién de este que
corresponde a 590 nm.

Siguiendo con la metodologia explicada,
se procedié a realizar primero los experi-
mentos de control, como se muestran en la
Fig 2, y posteriormente, las pruebas de
fotodegradacién, las cuales se presentan en
la Fig 3.

Como se puede observar en las pruebas
de absorcién en oscuro, dada la disminu-
cién inicial de la concentracién de los resi-
duos (Fig. 2), se concluye que estos tienen
afinidad con el fotocatalizador y por ende
se da la adsorcién necesaria para la poste-
rior degradacién; por otra parte, las prue-
bas de fotdlisis (Fig. 2) muestran una dis-
minucién importante de la concentracion
inicial a la longitud de onda de la medicién,
sin embargo, esta disminucién no es sufi-
ciente para degradar de forma adecuada
los residuos, ya que tanto para el CV como
para la SF de acuerdo con las investigacio-
nes realizadas [12], [13], [14], [15],la apli-
cacion de irradiaciéon unicamente no es

-=-Cristal Violeta (CV) 20 ppm

3 kT —&—Safranina (SF) 20 ppm

1\)
w

]

=
v

Absorbancia (U.A)

200 300 400

500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Fig. 1. Espectros de absorcién de Residuos dilucién 1:10, Cristal Violeta (CV) 20 ppm y Safranina (SF) 20 ppm.
Fuente: autores.
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1,2
—B-Fotdlisis ——Adsorcién en oscuro

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
tiempo (min)
Fig. 2. Experimentos de control. Fuente: autores.

Radiacion
1,4

1,2
—+—Fotodegradacion

C/Co

0,6
0,4
0,2

0
-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
tiempo (min)
Fig. 3. Fotodegradacién de residuos dilucién 1:10: Volumen tratado 1500 ml, TiO:z 1 g/, radiacién 254 nm,
tiempo de irradiacién 2 horas. Fuente: autores.
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suficiente para degradar en su totalidad
estos colorantes y se hace mas dificil en la
matriz tan compleja en la que se encuen-
tran; es por esto que se procedié a realizar
las pruebas de fotodegradacion, en los
residuos diluidos 1:10, los cuales tenian un
pH de 6,3 y una dosis de 1 g/l de TiO: (Fig.
3). La mezcla se dejé homogenizar en oscu-
ro en bafo ultrasénico durante 5 minutos,
luego se dispuso en el sistema de fotorreac-
cion en oscuro durante 30 minutos para
dar tiempo a la interaccién de los contami-
nantes presentes en los residuos con el
fotocatalizador, después se procedi6 nue-
vamente a medir el pH obteniéndose un
valor de 6,2 y se encendié la lampara de
254 nm durante 2 horas.

La Fig. 3 muestra el efecto combinado
que tiene la luz con el fotocatalizador sobre
la degradacién de los residuos [12], [13],
[14], [15], ya que se alcanz6 una remocién
del 71 % durante el tiempo de irradiacién.
Noétese que si la fotodegradacién se estima
desde las condiciones iniciales, la remocién
corresponde al 75 %. Al realizar las medi-
ciones de pH para el sistema se pudo ob-
servar una disminucion en este parametro,
ya que el pH inicial fue de 6,3, al agregarle
el TiO2 y después de homogenizar se obtu-
vo un pH de 6,2; pero al terminar la reac-
cién, el pH disminuy6é hasta 5,4, esto fue
debido a las especies generadas durante la
reacciéon. Sin embargo, es necesario hacer
andalisis mas completos para poder deter-
minar si el proceso es viable para una im-
plementacién del tratamiento sobre dichos
residuos; con este propdsito se hallé el
orden de reaccidon, encontrando que el me-
jor ajuste fue el orden 1 (Fig. 4), mas espe-
cificamente pseudo primer orden (1) que
define v como la velocidad de reaccién en
mol*L1*min-!, acorde con lo que esta repor-
tado en la literatura para las fotodegrada-
ciones con TiO2 como catalizador [6], [7].

dc kKC

V=& T AYKD )

Si se aproxima KC a 1, y se integra di-
cha ecuacién, se obtiene la ecuaciéon simpli-
ficada (2), con la cual se realizan los calcu-
los posteriores.

C

In (C—) = kgt @)

En donde Co es la concentracién inicial
del contaminante en mol*L!, C es la con-
centracién del contaminante en mol*L1 al
tiempo t de irradiacién en minutos, K es el
coeficiente de adsorcién de los contaminan-
tes sobre el catalizador en L*mg! y kap es
la constante aparente de reaccién de pseu-
do primer orden en mint. Cabe notar que
los valores cinéticos obtenidos son los me-
didos a una longitud de onda de 590 nm,
como se explicé anteriormente y corres-
ponden a una dilucién de residuos 1:10.

Con los datos cinéticos, se procedid a es-
tablecer el tiempo en que, de acuerdo con el
orden de reacciéon encontrado, se degrada-
ria el 100 % del contaminante. Este resulto
en 447 minutos, definiéndose entonces
como T= 7,45 horas, el tiempo en que se
espera que se degrade el 100 % del conta-
minante en las siguientes condiciones:
1500 ml de residuos diluidos 1:10, 1 g/l de
TiOs2, 5 minutos de homogenizaciéon en
bafio ultrasénico, 30 minutos de interac-
ci6on en oscuro a un flujo de 45 ml/s sin
aireacion ni ajuste de pH, luego al encen-
der la lampara, la cual posee una radiacién
de 254 nm, se denominaron t=0 la muestra
tomada después de 30 minutos de adsor-
cién en oscuro, t = 0,5T a muestra tomada
a la mitad del tiempo T (este tiempo es
diferente al tiempo de vida media) yt =T a
la muestra tomada a las 7,5 horas de irra-
diacién. Para el seguimiento de la reaccién
se realizaron mediciones de pH, espectrofo-
tometria y demanda quimica de oxigeno
(DQO).

En la Fig. 5 se muestra la evolucion de
los espectros de absorcion de los residuos
tratados y en la Fig. 6 se presentan las
remociones de absorbancia medidas a 590
nm y la DQO.

TecnoLégicas, ISSN-p 0123-7799 / ISSN-e 2256-5337, Vol. 21, No. 42, mayo-agosto de 2018, pp. 187-197 [193]



Tratamiento de residuos de laboratorio via fotocatalisis heterogénea con TiO2

tiempo (min)

40 60 80 100 120 140

-0,2
04 y =-0,0103x
e R2=0,9753
o006
2
)
c
=-0,8
-1
-1,2
-1,4
Fig. 4. Anélisis cinético para orden 1 de reaccién. Fuente: autores.
3,5
3 —+inicial
-m-t=0
——t=0,5T
2,5 —--t=T

Absorcion

200 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Fig. 5. Evolucién de los residuos durante la fotodegradacion con TiO2. Fuente: autores.
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0,400
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0,000
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—-A/Ac -®-DQO/DQO0
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t=

t=0,5T T

tiempo

Fig. 6. Remocién de colorantes medidos a 590 nm y de DQO. Fuente: autores.

Como se puede apreciar (Fig. 5 y 6), al
alcanzar el tiempo denominado 0,5T ya se
ha eliminado mas del 90 % de la coloracién,
pero la remocion de la DQO es solo del 40
%, mientras que cuando se alcanza el
tiempo T ya se han removido el 99,5 % de
la coloracién, pero solo un 55 % de la DQO,
lo que indica que el sistema se puede im-
plementar, aunque son necesarios mayores
tiempos de irradiaciéon para la completa
eliminacién de los residuos. Se observa
también que las especies que absorben a
590nm (principalmente CV) disminuyen
notablemente en un tiempo 0,5T mientras
se evidencia la presencia de subproductos
que no absorben a esa longitud de onda y
que aun contribuyen a la carga organica.

La aplicaciéon de la Fotocatalisis Hete-
rogénea conduce a la transformacién de los
contaminantes iniciales en subproductos
de degradaciéon mas oxidados que los origi-
nales, lo cual es comprobado con la dismi-
nucién de la DQO con el tiempo de trata-
miento.

De acuerdo con los datos suministrados
por el laboratorio y lo comprobado via es-
pectrofotometria (Fig. 1), el componente
mas relevante de los residuos tratados es el

cristal violeta, por lo cual, se describiran
los subproductos encontrados en la fotode-
gradacién del mismo via fotocatalisis hete-
rogénea con TiOz — P25 (12 y A) que estu-
diaron ampliamente el mecanismo de de-
gradacion del cristal violeta (CV) por técni-
cas cromatograficas acopladas a espectrofo-
tometria de masas y en algunos casos con
monitoreo de iones selectivos.

En [16] proponen que antes de la foto-
degradacidn, los colorantes acuosos de CV
compiten con las moléculas de agua y el
oxigeno disuelto por los sitios de reaccion
en la superficie de TiO2. E1 CV y el TiOz
reaccionan a través de las interacciones
hasta que finalmente se alcanza un equili-
brio de adsorcién/desorciéon. La radiacién
UV-vis emitida inici6 simultaneamente
una serie de procesos fotocataliticos y de
fotosensibilizaciéon sobre el TiOs. Aqui, la
luz ultravioleta fue utilizada por el fotoca-
talizador de TiO2 para producir pares foto-
generados de electrén-hueco. Posterior-
mente, los agujeros de la banda de valencia
podrian oxidar el OH- del agua quimisorbi-
da para generar los radicales oxidantes
superficiales (conocidos por sus siglas en
inglés ROS) u oxidar directamente los
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colorantes quimiosorbidos para inducir una
serie de reacciones fotocataliticas. Mien-
tras tanto, los electrones de la banda de
conduccion podrian ser tomados por molé-
culas de oxigeno adsorbidas en la superfi-
cie. Ademads, las moléculas de colorante
quimisorbidas en la superficie del cataliza-
dor también podrian usar la luz visible (A >
387,56 nm) para producir las moléculas de
CV del estado excitado, que posteriormente
expulsarian un electrén a la banda de con-
duccién del TiO:2 e inducirian el proceso
fotosensibilizado. Con lo cual el CV y sus
productos podrian descomponerse por com-
pleto.

El grupo de [12] y el de [16] proponen
que tres tipos de productos N-desmetilados
y 4-dimetilaminobenzofenona (DLBP) son
los principales intermedios principales; la
bis (4- (dimetilamino) fenil) metanona
(DLPM) se genera por la descomposicion de
la estructura conjugada del CV; ademas,
[12] muestran que el verde de malaquita
(conocido en sus siglas en inglés como MG)
y el leuco-CV no pueden ser generados por
N-desmetilacién y reacciones de fototrans-
formacién y que las vias de degradacion
unicas de CV y MG se atribuyeron a los
diferentes sustituyentes en las estructuras
conjugadas.

4. CONCLUSIONES

Se concluye que el sistema de fotorreac-
cién propuesto para el tratamiento de los
residuos de la tinciéon de Gram en los labo-
ratorios de la Instituciones universitarias
es viable, ya que a las 2 horas de irradia-
ciéon se elimin6 el 75 % de la coloracién
presente, a las 3,25 horas de irradiaciéon se
redujo en mas de un 90 % de la coloracién y
un 40 % la DQO y a 7,5 horas de irradia-
cién se eliminé el 99,5 % de la coloracion y
un 55 % de la DQO.

De acuerdo con la constante de veloci-
dad encontrada (0.0103 min-), siendo una
reacciéon lenta, sigue siendo un proceso a
ser considerado en la remocién de residuos

de laboratorio dado que la fotocatalisis
heterogénea no es selectiva y puede oxidar
muchos tipos de residuos.

Dado que el proceso se aplicé para tra-
tar litro y medio de residuos con irradia-
cién a partir de una lampara una germici-
da (pequeiia considerando este tipo de
equipos), se concluye que este sistema se
puede escalar a prototipos de mayor alcan-
ce, ya que, al poderse adaptar una lampara
de mayor capacidad, el sistema puede tra-
tar mayores cantidades de residuos.
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