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Resumen 

El presente trabajo se basó en la evaluación de la degradación químico – biológica de una 

solución modelo de cafeína (50 ppm), para ello se planteó primero realizar una degradación 

química a través de fotocatálisis de cafeína con TiO2 como fotocatalizador, luego se realizó un 

ensayo de degradación biológica, para ello se aisló, aclimató y utilizó una cepa de bacterias 

degradadoras de cafeína obtenidas de un cultivo de café y por último se realizó un ensayo 

combinado en secuencia. Se obtuvo, en la parte química, una degradación máxima de 88 ± 2 

%, después de tres horas de exposición a un pH = 4 y con la presencia de H2O2 en relación 2 a 

1 con el fotocatalizador. Para la degradación biológica, se obtuvo una máxima degradación de 

87 ± 2 %, después de 48 horas de degradación a 150 rpm y 35 ºC. Las bacterias utilizadas fueron 

Pseudomonas sp identificadas a través de su morfología y pruebas bioquímicas. En cuanto a la 

degradación combinada, se obtuvo porcentaje de degradación del de 99 ± 1 % que no se puede 

atribuir a la degradación secuencial, debido a que en la solución control se observó la misma 

degradación luego del tiempo de estudio (24 horas), esto puede ser por la presencia de productos 

fototóxicos en la solución. 

 

Palabras clave: Contaminantes emergentes, cafeína, degradación biológica, fotocatálisis. 

 

  



Abstract 

The present work was based on the evaluation of the chemical-biological degradation of a 

caffeine model solution (50 ppm), for this, it was first proposed to carry out a chemical 

degradation through caffeine photocatalysis with TiO2 as a photocatalyst, then a biological 

degradation test was carried out, for this a strain of caffeine-degrading bacteria obtained from 

a coffee crop and finally a combined trial was performed in sequence. In the chemical part, a 

maximum degradation of 88 ± 2 % was obtained, after three hours of exposure to a pH = 4 and 

with the presence of H2O2 in a 2 to 1 ratio with the photocatalyst. For the biological degradation, 

a maximum degradation of 87 ± 2 % was obtained, after 48 hours of degradation at 150 rpm 

and 35 ºC. The bacteria used were Pseudomonas sp identified through their morphology and 

biochemical tests. Regarding the combined degradation, a degradation percentage of 99 ± 1 % 

was obtained, but cannot be attributed to sequential degradation because the same degradation 

is triggered in the control solution after the study time (24 hours), this may be due to the 

presence of phototoxic products in the solution. 

Keywords: Emerging pollutants, caffeine, biological degradation, photocatalysis. 
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Introducción 

 

En el año 2014, las sustancias químicas, orgánicas e inorgánicas, sumaban 88,3 millones sin 

embargo, menos del 0,05 % de estas se encuentran normadas a nivel mundial (Ramírez-

Sánchez, Martínez-Austria, Quiroz-Alfaro, & Bandala, 2015). Las sustancias que no se 

encuentran normadas y que pueden causar daño a los seres vivos aún en muy bajas 

concentraciones se las denomina “Contaminantes Emergentes”, es así que los contaminantes 

emergentes pueden entenderse en un sentido amplio como un compuesto, químico con efectos 

ecológicos y para la salud humana tóxicos, conocidos y que se encuentren en baja concentración 

en el medio ambiente (UNESCO, 2019). Estos contaminantes incluyen principalmente 

sustancias químicas en productos farmacéuticos, artículos para el cuidado personal, pesticidas, 

productos industriales y para el hogar, metales, surfactantes, aditivos industriales y disolventes. 

Muchos de ellos se utilizan y se liberan en el medio ambiente. Algunos pueden causar toxicidad 

en diferentes organismos: seres humanos, vida silvestre o incluso promueven resistencias en 

microorganismos patógenos (Ramírez-Sánchez et al., 2015; UNESCO, 2019). 

La cafeína está clasificada como un contaminante emergente y es uno de los alcaloides más 

usados a nivel mundial, en bebidas preparadas como café o té,  en productos de consumo 

personal como cremas o lociones, y en fármacos (Marques et al., 2013; Schuh & Griffiths, 

1997). La cafeína tiene una alta solubilidad en agua (10 g/L) (Elhalil et al., 2018), lo cual hace 

que sea tan fácil su inserción en cualquier cuerpo de agua. De igual manera, la presencia de 

cafeína en agua puede producir efectos negativos en los organismos que la habitan y en el 

ambiente ecológico; en dosis moderadas (superiores a 680 mg/L) puede reducir la coordinación 

motora fina, causa insomnio, dolores de cabeza, nerviosismo, entre otros (Elhalil et al., 2018; 

Gummadi, Ganesh, & Santhosh, 2009; Marques et al., 2013). 
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En el Ecuador, los contaminantes emergentes se encuentran presentes en las cuencas 

hidrográficas más importantes del país en las cuales se ha reportado la abundante presencia de 

cafeina. Por ejemplo, en la cuenca del Machángara se han reportado valores de 5597.0 µg/L 

(Voloshenko-Rossin et al., 2015a). A pesar de que la cafeína presenta una baja ecotoxicidad, 

aun en tan bajas concentraciones es muy perjudicial para la fertilidad de la vida acuática del 

sector (Voloshenko-Rossin et al., 2015b). 

Por otra parte, en las últimas dos décadas, los Procesos Avanzados de Oxidación (AOP) han 

causado un gran impacto sobre los científicos debido a su potencial en la remediación ambiental 

(Moreira et al., 2018; Robert, Keller, & Selli, 2017). La fotocatálisis es un AOP que, en 

términos generales, se trata de una reacción que ocurre en presencia de un catalizador, el cual 

acelera dicha reacción. Empezó a generar interés desde que en 1972 se descubrió la hidrólisis 

electroquímica fotoasistida del agua con un microcristal de TiO2 y desde dicha fecha se han 

incrementado exponencialmente las investigaciones en este tema (Rodriguez-Narvaez, Peralta-

Hernandez, Goonetilleke, & Bandala, 2017). El TiO2 fotoexitado ha sido utilizado para 

diferentes aplicaciones, tales como en superficies antivaho y autolimpiantes hasta aplicaciones 

no tan comunes como en impresiones offset (Cruz, 2015).  

En la actualidad, ciertos estudios se han centrado en explotar aún más el potencial que brinda 

la fotocatálisis, aprovechando la radiación en el rango del espectro electromagnético 

relacionado con la luz visible (Arlos et al., 2016; Moreira et al., 2018; Wang, He, Chen, & 

Wang, 2019) y así poder disminuir costos asociados a las fuentes de radiación del catalizador. 

De igual manera, se ha estudiado las aplicaciones ambientales que esta técnica ha desarrollado 

a lo largo de los últimos años, tanto en suelos, cuerpos de agua y gases (Lin et al., 2013). 

Diversos estudios han utilizado la fotocatálisis en la eliminación de contaminantes emergentes 

(Bolong, Ismail, Salim, & Matsuura, 2009; Ghernaout & Elboughdiri, 2019; Robert et al., 2017; 

Sornalingam, McDonagh, Zhou, Johir, & Ahmed, 2018), específicamente en cafeína, se han 
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reportado porcentajes de degradación de 71 a 96 % (Marques et al., 2013), de 89 a 92 % (Elhalil 

et al., 2018) y de 90 % (Almeida, Lenzi, Pietrobelli, & Onélia, 2019). La eficiencia de esta 

reacción en la degradación de contaminantes emergentes de aguas residuales es ampliamente 

reconocida (Bolong et al., 2009; Ghernaout & Elboughdiri, 2019; Waghmode et al., 2019). 

Se considera importante también complementar los ensayos químicos de degradación de 

contaminantes con ensayos biológicos. La degradación biológica de una sustancia química se 

trata de la supresión de dicha sustancia a través del uso mayoritario de microorganismos que 

viven en el medio del contaminante (Oller, Malato, & Sánchez-Pérez, 2011). En este sentido, 

los procesos de degradación biológica proporcionan resultados poco satisfactorios, en 

comparación con los AOPs ya que muchas sustancias son resistentes a este tratamiento.  Por 

esta razón se plantea como alternativa la aplicación de tratamientos combinados químicos y 

biológicos, como el uso de AOPs, muy reconocidos para la eliminación de contaminantes (Abd 

Kadir, Yaakob, & Mohamed Zulkifli, 2013; Oller et al., 2011) y tratamientos biológicos con 

microorganismos (bacterias) para obtener mejores resultados. En trabajos citados anteriormente 

(Cédat, de Brauer, Métivier, Dumont, & Tutundjan, 2016; A Espejo, Aguinaco, García-Araya, 

& Beltrán, 2014; Khan, Yu, Achari, & Tay, 2019; Khenniche et al., 2015; Nivya & Pieus, 2016; 

Sun, Chen, Chen, Wang, & Zhang, 2016; Tatoba R. Waghmode et al., 2019; Xu, Siracusa, 

Gregorio, & Yuan, 2018)  la aplicación de técnicas combinadas ha sido reportada como un 

tratamiento eficiente en cuanto a el aumento de la biodegradabilidad del contaminante, la 

disminución del tiempo de reacción, aumento de la eficacia entre otros; por ejemplo Waghmode 

et al. (2019) reportan un estudio realizado con consorcios bacterianos en el cual utilizaron 

fotocatálisis heterogénea para degradar rojo metilo, en donde le tratamiento químico 

independiente reporta un 70 % de degradación y el tratamiento biológico independiente reporta 

un 100 % en 6 horas. El tratamiento combinado reportó un 100 % en 4 horas, disminuyendo el 

tiempo de reacción.  
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El presente trabajo se enfoca en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) número 6: agua 

limpia y saneamiento, número 11: ciudades y comunidades sostenibles y número 14: vida 

submarina. 

Con base en lo explicado anteriormente, la pregunta de investigación es: ¿Qué tan efectiva es 

la aplicación de técnicas fotoquímicas y biológicas en secuencia en la degradación de cafeína 

en comparación con los tratamientos de degradación por separado? 

El objetivo del presente trabajo es: Evaluar la degradación químico - biológica de una solución 

modelo de cafeína; para llevarlo a cabo, se plantean los siguientes objetivos específicos: i) 

Seleccionar las mejores condiciones químicas para llevar a cabo la degradación fotocatalítica 

ii) Desarrollar ensayos fotoquímicos – microbiológicos en secuencia para degradar la solución 

modelo de cafeína y iii) Evaluar el efecto sinérgico entre la degradación fotocatalítica y la 

degradación microbiológica de la cafeína. Siendo la hipótesis planteada: con la aplicación de 

un tratamiento fotoquímico y biológico de manera secuencial se obtendrá una mayor 

degradación de cafeína que en los procesos de degradación por separado. 
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Capítulo I 

1 Marco conceptual. 

 

1.1 Contaminantes emergentes. 

 

Los contaminantes emergentes pueden entenderse en un sentido amplio como un compuesto 

químico, natural o sintético, con efectos ecológicos y para la salud humana tóxicos y que se 

encuentren en baja concentración en el medio ambiente (UNESCO, 2019). Se ha definido una 

amplia gama de sustancias químicas que no se monitorean en las plantas de tratamiento de 

aguas (Gil, Soto, Usma, & Gutiérrez, 2012). Estos contaminantes incluyen principalmente 

compuestos químicos encontrados en artículos farmacéuticos o para el cuidado personal, 

pesticidas, productos industriales y para el hogar, metales, surfactantes, aditivos industriales y 

solventes. Muchos de ellos se utilizan y se liberan en el medio ambiente en pequeñas cantidades; 

causan diferentes efectos negativos en la salud humana y en la vida silvestre del lugar (Ramírez-

Sánchez et al., 2015; UNESCO, 2019). Estos contaminantes no requieren mantener una 

presencia continua en el ambiente para causar daño a los organismos, la gran variabilidad que 

poseen compensa su introducción continua en el medio ambiente (Barceló & López, 2007).  

En la Error! Reference source not found. se resumen los principales tipos de contaminantes 

emergentes. 
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Tabla 1.  

Tipos de contaminantes emergentes reportados. 

Contaminante 

emergente 

Descripción Ejemplos de 

contaminantes 

Referencia 

Pesticidas y 

plaguicidas 

Los pesticidas son sustancias o 

mezclas de sustancias destinadas 

a prevenir, destruir, repeler o 

mitigar las plagas. Causan 

preocupación por los productos 

de degradación y pueden llegar a 

ser más tóxicos que los 

compuestos a partir de los que se 

generan. 

• Etilentiourea 

• Alcohol 

cloroalílico 

• Isotiocianato 

de metilo 

Geerdink, 

Niessen, & 

Brinkman, 2002; 

Gil et al., 2012. 

Productos 

farmacéuticos. 

Las vías principales de ingreso 

de productos farmacéuticos en el 

medio ambiente son a través de 

la excreción humana, la 

eliminación de los productos no 

utilizados y por el uso agrícola. 

Se consideran como 

contaminantes pseudo 

persistentes, que entran 

continuamente en el ambiente en 

concentraciones muy bajas. 

Hasta ahora, se ha detectado más 

de 160 productos farmacéuticos 

diferentes en sistemas acuáticos 

en concentraciones muy bajas de 

ng/L a un rango bajo de μg/L. 

• Cafeína 

• Diclofenaco 

• Carbamazepina 

Gogoi et al., 

2018; Poynton & 

Vulpe, 2009. 



7 

 

Contaminante 

emergente 

Descripción Ejemplos de 

contaminantes 

Referencia 

Drogas ilícitas Los efectos de las drogas en el 

medio acuático son 

desconocidos. Las drogas ilícitas 

ingresan en cuerpos de agua por 

medio de plantas de tratamiento 

de aguas residuales; tanto las 

drogas ilícitas como sus 

metabolitos, son muy 

recalcitrantes a la eliminación de 

tratamientos convencionales 

fisicoquímicos y biológicos. 

• Codeína 

• Cocaína 

• Metadona 

Cosenza et al., 

2018; Peña-

Guzmán et al., 

2019. 

Disruptores 

endócrinos 

Estructuras similares a las 

hormonas naturales, causando 

una participación negativa en el 

sistema endocrino de humanos y 

animales. 

• Estrona 

• Estradiol 

 

Peña-Guzmán et 

al., 2019; Vilela, 

Bassin, & 

Peixoto, 2018. 

Elaborado por: El autor, 2020 

 En el Ecuador, los contaminantes emergentes se encuentran presentes en las cuencas 

hidrográficas más importantes del país en las cuales se ha reportado la abundante presencia de 

cafeína (Voloshenko-Rossin et al., 2015b).En la tabla se observan los valores reportados de 

cafeína en cuencas hidrográficas del Ecuador. 

 

Tabla 2.  

Presencia de cafeína reportada en cuencas hidrográficas del Ecuador. 

Cuenca Hidrográfica Cantidad en µg/L 

Machángara N 5597,0 

Cumbayá San Pedro 87,0 
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Monjas 550,0 

Guayllabamba (puente) 752,0 

Las Golondrinas 17,5 

Fuente: adaptado de Voloshenko-Rossin et al. (2015).  

 

1.2 La cafeína 

Químicamente, la cafeína es una metilxantina polar. En estado puro, la cafeína es un polvo 

blanco inodoro, amorfo, intensamente amargo con una masa molar de 194.19 g/mol 

(Kwaśniewska-Sip, Cofta, & Nowak, 2018).  

La cafeína (3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1 H-purina-2,6 diona) es uno de los alcaloides más 

usados alrededor del mundo, en una variedad de productos como bebidas energéticas, café, té, 

fármacos, choclares, entre otros (S. Dash & Gummadi, 2013). En la Tabla 3 se detallan las 

bebidas y comidas junto con su contenido en cafeína. 

 

Tabla 3.  

Contenido de cafeína de diferentes bebidas y comidas. 

Bebidas y comidas Contenido de cafeína 

Café (filtrado) 130 – 680 mg/L 

Café (instantáneo) 130 – 400 mg/L 

Café (descafeinado) 13 – 20 mg/L 

Expreso 3400 mg/L 

Té negro 100 – 470 mg/L 

Té helado (embotellado) 70 – 100 mg/L 

Refresco (descafeinado) 100 – 270 mg/L 

Pastillas con cafeína 100 mg/pastilla 
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Figura 1. (izq.) Estructura química de la cafeína. (der.) Planta de C. arabica.  

Fuente: Kwaśniewska-Sip, Cofta, & Noak (2018). 

 
 

Bebidas y comidas Contenido de cafeína 

Chocolate amargo 875 mg/kg 

Fuente: Adaptado de Dash & Gummadi (2013). 

 

En la naturaleza, la cafeína se obtiene de las hojas y frutos de 13 diferentes plantas, entre las 

que se incluyen el café (Coffea arabica), el té (Camellia sinensis), el mate (Ilex paraguriensis), 

guaraná (Paullinia coplanar), cola (Cola nítida) y el cacao (Theobroma cacao) (Ashihara & 

Crozier, 2001; S. Dash & Gummadi, 2013). La principal fuente de cafeína es la semilla de la 

planta de café (C. arabica), cuyo contenido de cafeína es entre el 1 y el 4 % en peso seco 

(DePaula & Farah, 2019). 

 

                

 

 

 

1.2.1 Compuestos relacionados con la cafeína 

Además de la cafeína, otras metilxantinas también forman un grupo importante de compuestos 

con la estructura básica de purina. La mayoría de las metilxantinas son los intermediarios de la 

vía de degradación de la cafeína en diversas formas de vida, resultantes de la desmetilación de 

dicha sustancia. Estos incluyen dimetilxantinas, concretamente teobromina (3,7-

dimetilxantina), teofilina (1,3-dimetilxantina) y paraxantina (1,7-dimetilxantina); 
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monometilxantinas como 7-metilxantina, 3-metilxantina y 1-metilxantina; y xantina (Dash & 

Gummadi, 2013), las estructuras de los compuestos señalados se muestran en la Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2 Efectos de la cafeína en el ser humano. 

Se han reportado diversos efectos adversos de la cafeína en el ser humano, como por ejemplo 

en el humor, el comportamiento, el sueño, en el sistema cardiovascular, en el metabolismo de 

la glucosa, en el balance de calcio, en la fertilidad y la carcinogénesis, entre otros (DePaula & 

Farah, 2019; Lyngsø et al., 2017; Nurminen, Niittynen, Korpela, & Vapaatalo, 1999; 

Xantinas monometílicas 

Xantinas dimetílicas 

Xantina trimetílica 

Cafeína 

(1,4,7-trimetil xantina) 

Figura 2. Estructura de la cafeína y otros compuestos relacionados.  

Fuente: Dash & Gummadi (2013). 
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Silverman, Evans, Strain, & Griffiths, 1992; Vaseghi et al., 2018; Whitehead & White, 2013). 

En la Tabla 4, se muestran los diversos efectos negativos y las conclusiones de diversos estudios 

realizados (DePaula & Farah, 2019). 

Tabla 4.  

Conclusiones de diversos estudios relacionados con los efectos negativos de la cafeína en el ser 

humano. 

Dosis de Café / Cafeína Conclusiones 

Ansiedad 

480 mg de cafeína Los pacientes con trastornos de pánico y trastornos 

de ansiedad social tuvieron un mayor número de 

ataques de pánico inducidos, algunos síntomas de 

ansiedad específicos y una respuesta de ansiedad 

más severa que los voluntarios sanos. 

Sistema cardiovascular 

Dosis únicas de 200 – 250 mg 

de cafeína 

Aumento de la presión arterial sistólica en 3–14 

mmHg y presión arterial diastólica por 4–13 mmHg. 

Metabolismo de la glucosa 

Entre 200 – 500 mg de cafeína La ingesta de cafeína aumentó las concentraciones 

de glucosa en sangre en 16-28 % del área bajo la 

curva de cafeína 

 

Balance de calcio en los huesos 

280 – 240 mg de cafeína / día El consumo diario de 280–420 mg de cafeína puede 

acelerar la pérdida ósea de la columna vertebral en 
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Dosis de Café / Cafeína Conclusiones 

mujeres con ingestas de cafeína / día de calcio por 

debajo de la cantidad diaria recomendada de 800 mg. 

Efectos en la fertilidad 

>600 mg de cafeína al día El consumo de café/cafeína está asociado con un 

incremento significativo en el riesgo de abortos 

espontáneos. 

Carcinogénesis 

1 – 3 copas de café al día El consumo de café con cafeína se asoció con el 

riesgo de carcinoma basocelular. 

Fuente: modificado de Depaula & Farah (2019). 

1.3 Procesos avanzados de oxidación. 

 

Los Procesos Avanzados de Oxidación (AOPs por sus siglas en inglés) se definen como los 

procesos de oxidación que involucran la generación de radicales hidroxilos (OH•) en cantidad 

suficiente para degradar diversas categorías de contaminantes. Permite la generación in situ de 

varias especies reactivas de oxígeno (ROS) a través de diferentes procesos como sonólisis, 

ozonización, UV, procesos Fenton, etc. Estos ROS son los que posteriormente se utilizan para 

la degradación de los contaminantes (Mishra et al., 2017).  

Los AOPs fueron propuestos por primera vez en los años 80 para el tratamiento de agua potable, 

luego también han sido utilizados para el tratamiento de aguas residuales debido a que los 

oxidantes fuertes pueden fácilmente degradar los contaminantes orgánicos recalcitrantes y 

eliminar ciertos contaminantes inorgánicos en aguas residuales (Deng & Zhao, 2015). 

1.3.1 Fotocatálisis heterogénea. 

 

La fotocatálisis heterogénea es un Proceso de Oxidación Avanzada que se basa en el uso de 

radiación UV para foto-excitar un catalizador semiconductor en contacto con agua y en 
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presencia de oxígeno (Cruz, 2015). El catalizador más utilizado es el TiO2 debido a sus 

propiedades: no tóxico, resistente a la corrosión y biocompatible (Khudhair et al., 2016). En la 

región interfacial entre sólido excitado y la solución tienen lugar las reacciones de destrucción 

o de remoción de los contaminantes. En la Figura se detallan los procesos químicos que ocurren 

en una partícula del semiconductor cuando se encuentra excitada con luz suficientemente 

enérgica. Así se crean pares electrón-hueco que deben migrar a la superficie y reaccionar con 

especies adsorbidas (Lin et al., 2013). Los pares electrón-hueco que no logran separarse, al 

reaccionar con especies en la superficie se recombinan y la energía se disipa. Esta 

recombinación puede tener lugar tanto en la superficie como en el seno de la partícula. El 

proceso neto es la catálisis de la reacción entre un oxidante y un reductor (Lin et al., 2013). 

 

 

 

 

Mediante la absorción de un fotón de longitud de onda menor que la energía del bandgap, un 

electrón de la banda de valencia (BV) es promovido a la banda de conducción (BC), 

generándose un hueco en la primera (Hoffmann, Martin, Choi, & Bahnemannt, 1995). La 

reacción química del proceso fotocatalítico se detalla en la ecuación 1: 

𝑇𝑖𝑂2 + ℎ𝑣 →  𝑒𝑏𝑐
− +  ℎ𝑏𝑣

+   (1) 

Las especies fotogeneradas pueden participar en reacciones redox con diferentes especies 

químicas debido a que el hueco en la banda de valencia es fuertemente oxidante y el electrón 

Figura 3. Procesos que ocurren en la interfaz semiconductor-electrolito bajo iluminación.  

Fuente: Ibhadon & Fitzpatrick (2013). 

https://www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwighO-diPngAhUqrVkKHVzwA8kQjRx6BAgBEAU&url=https://www.researchgate.net/figure/Figura-14-Mecanismo-de-la-fotocatalisis-heterogenea-Omo-y-Fitzpatrick-2013-p-191_fig4_318756058&psig=AOvVaw3NZZsulbqYrf3pBzqMYru-&ust=1552358507793143
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en la banda de conducción es moderadamente reductor (Domènech, Jardim, & Litterb, 2001; 

Ibhadon & Fitzpatrick, 2013). 

En los sistemas acuosos los constituyentes más importantes son el agua, el oxígeno molecular 

y otras especies disueltas, eventualmente contaminantes a ser removidos del sistema. Los 

huecos pueden reaccionar con las especies adsorbidas, pero normalmente son capturados por el 

agua o grupos OH• superficiales formando radicales hidroxilo, normalmente retenidos en la 

superficie del catalizador (Hoffmann et al., 1995). Esto se indica en las ecuaciones 2 y 3: 

ℎ+ +  𝐻2𝑂 →  𝑂𝐻• + 𝐻+  (2) 

ℎ+ +  𝑂𝐻−  →  𝑂𝐻•   (3) 

Dada la gran diferencia entre las energías de las bandas de valencia y de conducción (band gap, 

aproximadamente 3 eV) el TiO2 es activo sólo en luz UV. El espectro puede ampliarse 

“dopando” el semiconductor con iones metálicos o recubriéndolo con colorantes que absorben 

radiación de menor energía (Hodak, Quinteros, Litterb, & Roman, 1996). En este último caso, 

la absorción de radiación promueve a la molécula fotosensibilizadora a un estado excitado que 

es a la vez mejor donador y mejor aceptor de electrones que el estado fundamental (Ibhadon & 

Fitzpatrick, 2013). 

1.4 Degradación biológica de contaminantes. 

Se entiende por degradación biológica el conjunto de procesos por los cuales los 

microorganismos utilizan como fuente de energía un contaminante, completando su 

metabolismo y degradando así el o los contaminantes de interés (Buckley, Bender, Stahl, 

Martinko, & Madigan, 2015). La habilidad de degradar cafeína ha sido reportada en diferentes 

especies de bacterias y hongos aislados de suelos con cultivos de café (Dash & Gummadi, 2006; 

Gokulakrishnan, Chandraraj, & Gummadi, 2005); las bacterias degradan la cafeína de dos 

formas: oxidación e hidrólisis (Dash & Gummadi, 2006) que se describen a continuación. 
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1.4.1 Mecanismos de degradación biológica de la cafeína. 

La especulación de que la N-desmetilación era el posible mecanismo de conversión de cafeína 

a su derivado metilado provino del estudio de Woolfolk, 1975,  que demostró la actividad 

degradante de la metilxantina en extractos libres de células y fracciones subcelulares de 

Pseudomonas putida (Woolfolk, 1975). Sugirió que la conversión de cafeína en sus metabolitos 

fue provocada por una enzima que eliminó hidrolíticamente los tres grupos metilo con la 

producción de metanol y xantina libre (Fig. 20.5a). La xantina libre presumiblemente entró en 

la vía de degradación de la purina para convertirse en compuestos más simples por la acción de 

enzimas como la xantina deshidrogenasa y la uricasa. El metanol formado se oxidó a CO2 a 

través formaldehído por la acción secuencial de metanol deshidrogenasa, formaldehído 

deshidrogenasa y formiato deshidrogenasa (Woolfolk, 1975). Blecher & Lingens (1977) 

confirmaron aún más la implicación de la enzima desmetilasa en la degradación de la cafeína 

en una cepa de Pseudomonas putida. Sin embargo, postularon que la desmetilación era 

oxidativa en lugar de hidrolítica, como sugiere Woolfolk, lo que resultó en la formación de 

formaldehído en lugar de metanol (Figura ). 

 

    

Cafeína 

3,7 dimetil xantina 

1,7 dimetil xantina 

1 metilxantina 

3 metilxantina 

7 metilxantina 

Xantina 
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Figura 4. Representación esquemática de la N-desmetilación de la cafeína por (A) oxidación y (B) hidrólisis. 

Fuente: Dash & Gummadi (2006). 

 

1.4.2 Microorganismos degradadores de cafeína 

Se han reportado diversos microorganismos capaces de degradar cafeína, principalmente las 

bacterias del género Pseudomonas y Serratia; y hongos como Aspergillus (Dash & Gummadi, 

2013; Gummadi & Santhosh, 2006). En la Tabla 5 se muestra la comparación de la tasa de 

degradación de diferentes microorganismos. 

 

Tabla 5.  

Comparación de las tasas de degradación de varios microorganismos. 

Microorganismo Concentración 

inicial de 

cafeína (g/L) 

Fuente de 

carbono 

(g/L) 

% de 

degradación 

de cafeína 

Tasa de 

degradación 

(g/L/h) 

Klebsiella y 

Rhodococcus 

0,5 Glucosa (1) 100% en 10 h 0,05 

Serratia 

marcescence 

0,6 - 100% en 72 h 0,008 

1 metilxantina 

3 metilxantina 

7 metilxantina 

Xantina 

3,7 dimetil xantina 

1,7 dimetil xantina 

Cafeína 
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Microorganismo Concentración 

inicial de 

cafeína (g/L) 

Fuente de 

carbono 

(g/L) 

% de 

degradación 

de cafeína 

Tasa de 

degradación 

(g/L/h) 

Stemphyllium sp. 0,19 Sucrosa 

(30.1) 

100 % en 29 h 0,0053 

Pseudomonas 

putida 

5 - 95 % en 50 h 0,095 

Aspergillus 

tamari 

1,2 Sucrosa 

(28.4) 

67.2 % en 48 h 0,0536 

Penicillium 

commune 

1,2 Sucrosa 

(28.4) 

61.6 % en 48 h 0,0521 

Fuente: Obtenido de Gokulakrishnan, Chandraraj, & Gummadi (2005). 

 

Woolfolk en 1975; Blecher & Lingens en 1977 y Dash y Gummadi en 2006 identificaron al 

género Pseudomonas, como bacterias capaces de utilizar cafeína como única fuente de carbono 

y nitrógeno, con concentraciones de hasta 10 g/L. 

 

1.5 Degradación químico – biológica de contaminantes (procesos en secuencia). 

 

La degradación biológica de un producto químico se refiere a la eliminación del contaminante 

por la actividad metabólica de los organismos vivos, generalmente microorganismos y en 

particular bacterias y hongos que viven en el agua y el suelo (Oller et al., 2011). En este sentido, 

los procesos de degradación biológica, por sí solos, proporcionan resultados poco eficientes en 

cuanto al tiempo en comparación con los AOPs, por ejemplo, utilizando consorcios bacterianos 

para la degradación de Rojo Metilo como contamínate se obtuvo un 100 % de degradación en 

6 horas; utilizando en tratamiento combinado se obtuvo un 100 % de degradación en 4 horas 
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(Waghmode et al., 2019). Otro ejemplo es el reportado por Khan et al., (2019) en el cual 

evaluaron la degradación de sulfolano utilizando lodos activos como tratamiento biológico en 

el cual el porcentaje de degradación fue del 100 % en 72 horas mientras que el tratamiento 

químico – biológico combinado fue del 100 % en 54 horas; los autores concluyen que hubo una 

reducción del 50 % en el tiempo de tratamiento en comparación con el tratamiento biológico 

solo (Khan et al., 2019). 

Es notable que una opción viable para el tratamiento de aguas residuales biológicamente 

persistentes es el uso de tecnologías avanzadas basadas en oxidación química como los AOPs, 

ampliamente reconocidos como tratamientos altamente eficientes para aguas residuales 

recalcitrantes (Abd Kadir et al., 2013; Oller et al., 2011) y combinarlos para obtener mejores 

resultados. A continuación, en la Tabla 6 se muestran diversos trabajos en los cuales se han 

realizado tratamientos combinados en secuencia y sus principales ventajas: 

 

 



19 

 

Tabla 6.  

Ventajas de los tratamientos químico-biológicos combinados con diversos contaminantes. 

Tratamiento 

biológico 

 Tratamiento 

químico (AOP) 

Contaminante Ventajas % de degradación Ref 

Biorreactores de 

membrana MBR 

 

Radiación de haz 

de electrones 

Alcohol 

polivinílico 

(PVA), DQO 

Intermediarios 

generados por el 

tratamiento químico 

fueron bien utilizados 

por los microorganismos 

en el tratamiento 

biológico. 

TS: 14 % de DQO 

 

t = 86 días 

 

TC: 45 % de DQO 

 

t = 86 días 

Sun et al. 

(2016) 

 

Fotoelectro-

fenton (PEF) 

Lixiviados de 

aguas residuales: 

DQO, DBO, 

nitrógeno 

amoniacal, 

fosfatos, sulfatos, 

sulfuros y 

cloruros 

 

 

Aumento de la eficiencia 

en la remoción de los 

contaminantes 

estudiados, aplicando el 

tratamiento biológico 

después del tratamiento 

químico 

 

 

 

TS: 

71,9 % DBO, 

83,6 % DQO, 

100 % nitrógeno 

amoniacal, 

58 % fosfato, 

92,3 % sulfatos, 

65 % sulfuros y 

65 % cloruros 

 

t = 6 días 

 

TC: 

Nivya & 

Pieus, 

(2016) 
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90,2 % DBO, 

96,2 % DQO, 

100 % nitrógeno 

amoniacal, 

82,7 % fosfato, 

93,3 % sulfatos, 

88,2 % sulfuros y 

88,3 % cloruros 

 

t = 6 días 

 

Lodos activados 

 

Fotocatálisis UV 

– TiO2 

Bezacryl 

Amarillo (BZY) 

Aumento de la 

biodegradabilidad del 

contaminante 

TS: sin información 

 

TC: 100 % con TiO2 

P25 (10 y 20 mg L-1) 

t = 120 – 300 min 

 

Khenniche 

et al. (2015) 

 

Ozonización – 

Fotocatálisis UV 

(Fe3O4) 

Acetaminofén, 

antipirina, 

cafeína, 

carbamazepina, 

diclofenaco, 

hidroclorotiazida, 

ketorolaco, 

metoprolol y 

sulfametoxazol. 

TOC (Carbono 

Orgánico Total) 

Aumento considerable 

de la biodegradabilidad 

(115 %) mediante 

fotocatálisis únicamente 

después de un 

tratamiento previo de 

ozonización 

 

TS: Entre 3,4 y 6 % 

de TOC 

t = 3 horas 

 

TC: 60 % de TOC 

t = 3 horas 

Espejo, 

Aguinaco, 

García-

Araya, & 

Beltrán 

(2014) 
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Elaborado por: El autor, 2020.

 

Fotocatálisis 

UVC/H2O2 
Sulfolano 

Reducción del 50 % en 

el tiempo de tratamiento 

en comparación con el 

tratamiento biológico 

solo. 

TS: sin información 

 

TC: 81 % ;100 % 

t = <24 h; <53 h 

 

Tratamiento 

biológico solo: 100 

% en 72h 

Khan, Yu, 

Achari, & 

Tay (2019) 

Reactor 

Biológico 

Secuencial 

(SBR) 

 

Fotoelectro-

fenton (FEF) 

DQO del agua 

residual 

Reducción los periodos 

en la remoción DQO 

TS: hasta 33 % 

t = 120 min 

 

TC: hasta 72 % 

t = 240 min 

Xu et al. 

(2018) 

Consorcios 

Bacterianos 

 

Fotocatálisis UV 

– ZnO 

Rojo Metilo 

(MR) 

Aumento de la 

biodegradabilidad del 

contaminante con un 

tratamiento biológico en 

secuencia. 

 

No se producen 

subproductos 

fitotóxicos. 

 

Reducción del tiempo de 

tratamiento en 

comparación con el 

tratamiento biológico 

solo. 

TS: hasta 70 % 

 

 

TC: 100 % 

t = 4 horas 

 

Tratamiento 

biológico solo: 100 

% en 6 horas 

Waghmode 

et al. (2019) 

TS: tratamiento solo; TC: tratamiento combinado; t: tiempo. 
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Capítulo II 

2 Marco metodológico 

 

2.1 Localización: 

El presente trabajo se llevó a cabo en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad 

Politécnica Salesiana sede Quito, campus “El Girón” (Av. Isabel La Católica, s/n y Madrid).  

2.2 Selección de las mejores condiciones químicas para llevar a cabo la degradación 

fotocatalítica. 

Para la selección de las mejores condiciones químicas para llevar a cabo la degradación 

fotocatalítica se planteó el diseño experimental mostrado en la Tabla 7. 

 

Tabla 7.  

Diseño experimental de la degradación fotoquímica. 

Relación 

TiO2 / H2O2 

pH 

1 4 7 9 

1-1 y111 y121 y131 y141 

y112 y122 y132 y142 

2-1 y211 y221 y231 y241 

y212 y222 y232 y242 

Elaborado por: El autor, 2020 

 

Los factores en estudio son el pH, que varía entre 1, 4, 7 y 9; y la relación entre el fotocatalizador 

(TiO2) y el agua oxigenada (H2O2) en dos proporciones (1 a 1 y 1 a 2). Para cada tratamiento 

se realizaron dos repeticiones. La degradación fotoquímica del contaminante se la llevó a cabo 

en un reactor Techinstro ® que consta de un vaso reactor de vidrio de borosilicato, con 

capacidad de 500 mL. Consta de un sistema de enfriamiento mediante un vaso de las mismas 
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características conectado a un refrigerante. La lampara UV utilizada es de mercurio de 250 

watts, con capacidad de trabajar en un rango de luz de 200 a 400 nm. En la Figura 5 se muestra 

el equipo utilizado. 

 

 

 

Por otro lado, los reactivos utilizados fueron: cafeína de grado analítico (> 99%) marca Sigma®, 

óxido de titanio forma anatasa marca Sigma®, ácido clorhídrico 5M e hidróxido de sodio 5M 

para ajustar el pH. El pH-metro utilizado fue de la marca Horiba ®, versión “Laqua”.  

 

El proceso de degradación se llevó a cabo de la siguiente manera: se preparó una solución de 

500 mL de cafeína (50 ppm) con agua oxigenada (1000 ppm), para el primer tratamiento (1 a 

1); para el segundo tratamiento (2 a 1) se realizó una solución de 500 mL de cafeína (50 ppm) 

con agua oxigenada (500 ppm). Luego se ajustó el pH de la solución con HCl para alcanzar los 

valores de 1 y 4, y con NaOH para alcanzar los valores de 7 y 9 de acuerdo con el tratamiento. 

Una vez ajustado el pH se colocó la solución en el reactor y se añaden 500 mg de TiO2 (1000 

ppm), de esta manera se consigue tener una solución con:  

i. Relación 1 a 1: 

TiO2

CAF
=

1000 ppm

50 ppm
 y 

H2O2

CAF
=

1000 ppm

50 ppm
   

Figura 5. Fotoreactor Techinstro® utilizado para los ensayos de degradación fotocatalítica. 

Elaborado por: El autor, 2020 
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ii. Relación 2 a 1: 

TiO2

CAF
=

1000 ppm

50 ppm
 y 

H2O2

CAF
=

500 ppm

50 ppm
   

Para el seguimiento de la concentración de cafeína en función del tiempo se empleó 

espectroscopia UV-Vis. En primera instancia, se realizó una curva de calibración de cafeína en 

un espectrofotómetro Shimadzu® UV-mini-1240 a una longitud de onda de 274 nm y se 

realizaron las mediciones a tiempo = 0 antes de empezar la reacción. 

Para la primera repetición se realizaron mediciones cada 30 minutos durante 3 horas con el fin 

de obtener las curvas de degradación. De igual manera se realizó un blanco con el objetivo de 

comparar visualmente el efecto de las condiciones en estudio. 

La segunda repetición se la realizó de manera continua durante tres horas. Al final del tiempo 

se midió la absorbancia para determinar el porcentaje de degradación. 

 

2.3 Desarrollo de ensayos fotoquímicos – microbiológicos secuenciales para degradar la 

solución modelo de cafeína. 

2.3.1 Aislamiento y aclimatación de microorganismos degradadores de cafeína. 

Los microorganismos se aislaron de una muestra de suelo de un cultivo de café, ubicado en la 

ciudad de Caluma, provincia Bolívar. Se recolectaron 50 gramos de suelo superficial (10 cm de 

profundidad) y se colocaron en una bolsa de plástico, se mantuvo en refrigeración a 4ºC por 10 

horas hasta su transporte al laboratorio (INEN, 2014). 

Posteriormente, 1 gramo de muestra se colocó en tubos de ensayo con 10 mL de un caldo de 

cultivo de enriquecimiento (CBM – Caffeine Broth Medium), el cual consistió en: Na2HPO4, 

7.8 g/L; KH2PO4, 3.0 g/L; NaCl, 0.58 g/L; Cafeína, 1.0 g/L; MgSO4.7H2O, 0.12 g/L; 

CaCl2.2H2O, 0.011 g/L y FeCl3, 0.016 g/L y se incubó durante 48 horas a 35ºC. Luego, se 

centrifugó la muestra utilizando un vórtex y se traspasó el sobrenadante a 10 mL de un nuevo 

caldo de enriquecimiento. Se incubó durante 48 horas a 35ºC. Se realizaron tres diluciones (10-
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1, 10-2 y 10-3) en el caldo de cultivo (CBM) y se sembraron cada una de estas por duplicado, en 

cajas Petri con el medio de cultivo CAM (Caffeine Agar Medium) que consistió en el mismo 

medio CBM pero con un 15 % (m/v) de agar, utilizando la técnica de vertido en placa (Dash & 

Gummadi, 2006; Gummadi & Santhosh, 2006).  

Cada 96 horas se realizaron resiembras para aclimatar al microorganismo al consumo del 

contaminante. Se aislaron los microorganismos tomando en cuenta diferencias morfológicas y 

microscópicas. 

2.3.2 Identificación de los microrganismos aislados 

 

Para la identificación de microorganismos, en primer lugar, se utilizó una prueba de oxidasa, la 

cual se basa en la oxidación del citocromo c reducido por acción de la enzima citocromooxidasa. 

En presencia de oxígeno molecular el sistema citocromooxidasa/citocromo c puede reducir toda 

una serie de sustancias orgánicas, entre otras el llamada reactivo NaDi (1-naftol + 

dimetilparafenilendiamina) con formación de la molécula de condensación, azul de indofenol 

De esta manera se puede clasificar e identificar bacterias. Su empleo se basa en una tira de 

ensayo que contiene los compuestos en donde la zona reactiva se colorea de azul a violeta 

azulado en contacto con cultivos puros de bacterias citocromooxidasa-positivas, como por 

ejemplo Pseudomonas sp (Bou, Fernández-Olmos, García, Sáez-Nieto, & Valdezate, 2011; 

Merck, 2007). Posteriormente, se realizó un ensayo bioquímico de identificación de bacterias. 

Estas pruebas permiten determinar las características metabólicas de las bacterias objeto de 

identificación (Bou et al., 2011). Algunas de estas pruebas son rápidas, otras requieren de 18 a 

48 horas de incubación para poder observar los resultados. De manera general, se trata de 

pruebas basadas en la detección de componentes metabólicos o la determinación de la 

sensibilidad de un microorganismo a una sustancia dada (Scola & Raoult, 2009). Se utilizó la 

prueba “Microgen GNA + B Oxidase Positive”, la cual consite en 36 pocillos en donde ocurren 
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las reacciones de identificación. Para identificar las bacterias se utilizó el software “Microgen-

ID system”. 

2.3.3 Ensayo de degradación biológica por lotes 

Se evaluó la degradación de 50 ppm de cafeína, contenidos en 100 mL medio de cultivo CBM 

en matraces Erlenmeyer de 150 mL, se realizó un único tratamiento con tres repeticiones. Para 

la determinación de la concentración inicial del inóculo se realizó una curva de calibración, al 

preparar una escala de McFarland de 0,5 a 10 con una mezcla de BaCl2.2H2O y H2SO4 en 

diferentes proporciones (Tabla 8) y se midió la DO a 625 nm. Posteriormente se preparó la 

suspensión de microorganismos, colocando entre 20 a 25 colonias del microrganismo en un 

tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril hasta ajustar, con el espectrofotómetro, a una 

escala McFarland 0,5.  

 

Tabla 8.  

Escala McFarland. 

Número de la 

turbidez estándar 

Cloruro de bario 

dihidratado 

(1,175%) 

Ácido sulfúrico 

(1%) 

Densidad de 

bacterias 

aproximada 

correspondiente 

0,5 0,5 mL 99,5 mL 1 x 108 

1 0,1 mL 9,9 mL 3 x 108 

2 0,2 mL 9,8 mL 6 x 108 

3 0,3 mL 9,7 mL 9 x 108 

4 0,4 mL 9,6 mL 12 x 108 

5 0,5 mL 9,5 mL 15 x 108 

6 0,6 mL 9,4 mL 18 x 108 
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7 0,7 mL 9,3 mL 21 x 108 

8 0,8 mL 9,2 mL 24 x 108 

9 0,9 mL 9,1 mL 27 x 108 

10 1,0 mL 9,0 mL 30 x 108 

Fuente: Obtenido de Medicina & Laboratorio, Volumen 15, Números 11-12, 2009. Apéndice 2, pág. 559. 

 

Se realizaron los ensayos de degradación por lotes inoculando el 5 % (v/v) de microorganismos 

a una escala McFarland de 0,5 (aproximadamente 1,0 x 108 UFC) y se incubó a 35 ºC a 150 

rpm. Se realizaron mediciones en intervalos regulares tanto del crecimiento bacteriano a una 

DO625 como del consumo de cafeína a una DO274. 

 

2.3.4 Degradación químico – biológica secuencial: 

Para la degradación químico – biológica se evaluó el producto de la degradación química que 

presentó el mayor porcentaje de degradación. De igual manera, se realizaron los ensayos por 

lotes en 100 mL de medio CBM en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se inoculó el 5% (v/v) de 

los microorganismos en proporción de 0,5 McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC) y se 

incubó a 35 ºC y 150 rpm. Se realizaron mediciones en intervalos regulares de la degradación 

de cafeína a una DO274 (S. Dash & Gummadi, 2013). Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

 

2.4 Evaluación de la degradación de cafeína con la aplicación secuencial de fotocatalísis 

y una técnica biológica. 

Para la evaluación del efecto sinérgico se compararon los resultados de los ensayos 

fotoquímicos solos, los ensayos microbiológicos solos y los ensayos fotoquímicos – 
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microbiológicos combinados. Se evaluó el porcentaje de degradación final, después del 

tratamiento.  
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Capítulo III 

3 Resultados y discusión. 

 

3.1 Selección de las mejores condiciones químicas para llevar a cabo la degradación 

fotocatalítica. 

En la Figura 6 se muestra la curva de calibración obtenida. La curva de calibración presenta un 

R2 ajustado de 99,8 %, lo cual permitió que se trabaje con ella. La ecuación de la recta se 

muestra en la ecuación 4  

y = 0,0249 + 0,05 x                                                         (4) 

Donde y = Abs, x = Concentración [ppm]. 

La ecuación para el cálculo de la concentración en función de la curva de calibración es 

(ecuación 5): 

x = 
y - 0,0249  

0,05
                                                                    (5) 

 

Figura 6. Curva de calibración de la cafeína.  

Elaborado por: El autor, 2020. 
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Los resultados de la degradación fotoquímica se obtuvieron a través de la absorbancia, la cual 

se transformó en concentración con la ecuación 5. En la Tabla 9 se muestran los resultados de 

la fotocatálisis después de 3 horas y en la Figura 7 y Figura 88, se muestran las curvas de 

degradación normalizadas (en escala de 0 a 1) para las dos condiciones probadas.  El porcentaje 

de degradación se determinó mediante la ecuación 6: 

 

Degradación (%) = 
[CAF]

o
- [CAF]

t

[CAF]
o

 x 100             (6) 

 

Tabla 9.  

Resultados de la fotocatálisis heterogénea (degradación fotoquímica). 

Relación  

TiO2 / H2O2 

pH 

1 4 7 9 

1-1 66 ± 5 % 77 ± 1 % 70 ± 7 % 72 ± 8 % 

2-1 82 ± 1 % 88 ± 2 % 85 ± 1 % 81 ± 8 % 

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

En primer lugar se evaluó la degradación de la cafeína a diferentes valores de pH; para la 

primera condición, la concentración de cafeína, de TiO2 y H2O2 fue 50, 1000 y 1000 ppm 

respectivamente. La tasa de degradación de cafeína a los 180 minutos fue de 77 ± 1 % a pH 4, 

siendo la mayor remoción de cafeína a estas condiciones (Figura 7). Los resultados mostraron 

una eficiencia máxima a pH ácido. Los alcaloides tienen carácter alcalino, es decir básico, dicha 

característica hace que se sean fuertemente atraídos a superficies con polaridad contraria (ácida) 

(Cruz, 2015). 
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Figura 7. Curva de degradación fotoquímica de cafeína, condición 1 a 1.  

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

Para la segunda condición, la concentración de cafeína, TiO2 y H2O2 fue 50, 1000 y 500 ppm 

respectivamente. La cinética de la degradación, en estas, las mejores condiciones, determinó 

que la reacción sigue un orden 0, con una constante k = -0,1815 y tiempo de vida medio t(0,5) 

= 140,15 minutos. Se puede determinar que, teniendo en cuenta una constante baja (k = <0,001) 

existen mayoritariamente especies del reactivo presentes en equilibrio. De igual manera, se 

puede determinar que la degradación es lenta y por ello, el tiempo de vida media de la 

degradación dio un valor cercano (~140 minutos) al tiempo total de la degradación 180 minutos 

(Levine, 2004). La remoción de cafeína a los 180 minutos mostró una tasa de degradación del 

88 % a pH 4 (Figura 88). Al igual que en la primera condición, se tuvo la máxima eficiencia a 

pH ácido.  
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Figura 8. Curva de degradación fotoquímica de cafeína, condiciones 2 a 1. 

Elaborado por: El autor, 2020 
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diferencia significativa entre los valores de pH para este estudio, es decir, el pH no es 

determinante para este estudio (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Influencia del pH en la degradación fotoquímica de la cafeína. Barras con una letra común no mantienen 

diferencia significativa a p > 0,05. 

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

Es importante recalcar que  

De igual manera, se determinó la influencia de la condición experimental, es decir, la relación 

de la concentración TiO2 y H2O2 en la degradación de cafeína. De acuerdo con Dixit, Mungray, 

& Chakraborty (2012) el peróxido de hidrógeno es un oxidante muy eficiente. La degradación 

en este sistema tiene lugar a través de la formación de radicales hidroxilo que se forman según 

la ecuación 7 (Ghaly, Härtel, Mayer, & Haseneder, 2001). 

H2O2 + hv → 2 OH        (7) 
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Los radicales hidroxilo formados atacan al contaminante y lo degradan. La combinación de 

rayos ultravioleta y oxidante degrada eficientemente los compuestos en aguas residuales 

(Buxton, Greenstock, Helman, & Ross, 1988; Dixit et al., 2012). Los resultados que se 

obtuvieron muestran una mayor degradación en la segunda condición (Figura 10): 

 

 

 

Figura 10. Influencia de la condición experimental (relación de fotocatalizador/H2O2) en la degradación 

fotoquímica de cafeína. Barras con una letra común no mantienen diferencia significativa a p > 0,05. 

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

El aumento adicional de H2O2 disminuye la tasa de degradación debido al exceso de H2O2 

reacciona con los radicales hidroxilo formados anteriormente y, por lo tanto, actúa como un 

agente inhibidor de la degradación al consumir los radicales hidroxilo responsables de la 

degradación de la molécula contaminante (Ghaly et al., 2001). Debido a esto, la concentración 

óptima de H2O2 para las condiciones estudiadas es de 500 ppm por cada 1000 ppm de TiO2. 
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Por último se determinó la relación entre todas las variables que se estudió y se obtuvo que con 

la segunda condición a pH 4 hubo mayor degradación, a diferencia de las demás condiciones 

con una significancia de 0,05 (test ANOVA factorial). Esto se puede observar en la Figura 11. 

 

 

Figura 11. Interrelación entre todas las variables estudiadas. Barras con una letra común no mantienen diferencia 

significativa a p > 0,05. 

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

A partir de estos resultados se determinó que las mejores condiciones para la degradación de 

50 ppm del contaminante son realizando la degradación fotocatalítica con 1000 ppm de TiO2 y 

500 ppm de H2O2 a pH 4. De igual manera se determinó que las peores condiciones para la 

degradación de la misma concentración del contaminante son realizando la degradación con 

1000 ppm de TiO2 y 1000 ppm de H2O2 a pH 1. A pesar de que llevar a cabo la reacción a un 

pH ácido hace que la superficie del fotocatalizador se cargue positivamente lo cual permite una 

mayor tasa de degradación, mediante los resultados se ha determinado que un ambiente muy 

ácido (pH = 1) también inhibe la degradación como los pH básicos (7 y 9) (Figura 1). Sin 
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embargo, como se pudo observar en el análisis estadístico de la variable pH vs concentración, 

a un p valor de 0,005 el pH no es un factor determinante para la degradación en estas 

condiciones. Al final se obtuvo que el mayor porcentaje de degradación fue de 88 %.  

 

3.2 Desarrollo de ensayos fotoquímicos – microbiológicos secuenciales para degradar la 

solución modelo de cafeína. 

3.2.1 Aislamiento y mantenimiento de microorganismos degradadores de cafeína. 

3.2.1.1 Caracterización macroscópica y microscópica 

Se aislaron los microorganismos a partir de una muestra de suelo después de realizar la 

incubación en el caldo de enriquecimiento (CBM) y realizar diluciones seriadas. En la Figura 

2 (Izq.) se muestra el crecimiento de los microorganismos que se obtuvieron en placas Petri con 

medio CAM de la segunda dilución (10-2). 

 

            

 

 

 

Figura 12. Microorganismos aislados en medios de cultivo CAM (Caffeine Agar Medium) de muestras de tierra 

con cultivos de café. (izq.) Vertido en placa (der.) Aislamiento.  

Elaborado por: El autor, 2020. 



37 

 

Luego, se realizaron aislamientos sucesivos (Figura 2, der). para identificar colonias aisladas 

por diferencias morfologicas de los microorganismos. Se pudieron apreciar varias colonias 

pequeñas, blancas - amarillas de crecimiento regular, circulares, translúcida y con elevación. 

Se realizó una tinción Gram para determinar la morfología básica de los microorganismos 

(Error! Reference source not found.13) donde se determinaron dos morfologías, una en forma 

de bacilos cortos (izq.) y otra en forma de bacilos alargados (der.). En ambos casos se 

determinaron bacilos gram negativos, en forma de varilla estrictamente aerobios.  

 

     

 

 

 

3.2.1.2 Identificación bioquímica de los microorganismos aislados 

.La prueba oxidasa resultó positiva, al observar el cambio en la coloración de blanco a azul, de 

acuerdo a las especificaciones del proveedor (Merck, 2007), este cambio se da por la presencia 

del sistema citocromooxidasa/citocromo c en el cultivo, dando como resultado 

microorganismos oxidasa positivos (Babu, Patra, Thakur, Karanth, & Varadaraj, 2005). Los 

resultados de la identificación bioquímica “Microgen GNA + B Oxidase Positive” (ver Anexo 

1) sugieren una identificación aceptable de Pseudomonas fluorescens (97,8 %).  

Figura 13. Tinción gran de los microorganismos aislados. (izq.). Bacilos gramnegativos cortos. (der.) 

Bacilos gramnegativos alargados. 

Elaborado por: El autor, 2020. 
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Los resultados tanto morfológicos (Cappuccino & Sherman, 2014) como de identificación 

bioquímica sugiere que el aislado es Pseudomonas. En el estudio de Divine (2014), se ha 

mostrado que las especies de Pseudomonas  utilizan la cafeína como única fuente de carbono y 

nitrógeno; específicamente se ha reportado el crecimiento de Pseudomonas sp. en medios de 

cultivo que contienen cafeína como única fuente de carbono (S. Dash & Gummadi, 2013; S. S. 

Dash & Gummadi, 2006; Gokulakrishnan, Chandraraj, & Gummadi, 2007). 

3.2.2 Ensayo de degradación biológica por lotes 

3.2.2.1 Curva de crecimiento 

Se realizó una curva de crecimiento de los microorganismos en la cual se observó su 

crecimiento por nefelometría a 625 nm. La curva fue realizada al mismo tiempo que la 

degradación biológica, con las mismas condiciones (50 ppm de cafeína, 150 rpm y 35 ºC) en 

un medio de cultivo CBM. Las mediciones fueron tomadas cada 2 horas durante 8 horas y luego 

a las 20 horas, cada 2 horas también. Se observa un crecimiento exponencial a partir de las 8 

horas de cultivo, que se mantiene hasta las 30 horas de ensayo. Esto se puede observar en la 

Figura 14. 

 

Figura 14. Curva de crecimiento de los microorganismos.  

Elaborado por: El autor, 2020. 
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3.2.2.2 Ensayo por lotes 

Se evaluó la degradación biológica de una solución de cafeína (50 ppm) en medio de cultivo 

CBM. A las 2 horas de iniciado el ensayo hubo una degradación del 2 ± 1 % luego a las 6 horas 

del ensayo hubo un porcentaje de degradación de 13 ± 3 %. Debido a limitaciones en el tiempo 

de estancia en el laboratorio se midió al siguiente día, después de 20 horas de iniciado el ensayo. 

La cinética de la degradación determinó que la reacción sigue un orden 0, con una constante k 

= -0.1815 y tiempo de vida medio t(0,5) = 11,4 horas. El máximo porcentaje de degradación 

fue de: 87 ± 2 % a las 22 horas de ensayo. A partir de este tiempo la solución mantiene su 

concentración. En la Figura 15 se muestra la curva de degradación normalizada [C/Co] en 

relación con el tiempo; en la Figura 1Error! Reference source not found.6 se muestra la curva 

de degradación de cafeína. Se midió también una solución de 50 ppm de cafeína sin 

microorganismos como control. 

  

Figura 15. Curva de degradación normalizada del ensayo de degradación biológica por lotes.  
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Elaborado por: El autor, 2020 

    

   

Figura 16. Curva del porcentaje de degradación del ensayo de degradación biológica por lotes.  

Elaborado por: El autor, 2020. 

 

La cinética de la reacción (k < 0,001) muestra que en la solución existe mayoritariamente 
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empezado la degradación de cafeína en ensayos por lotes utilizando concentraciones desde 100 

a 2500 ppm observándose porcentajes de degradación del 100 % en 5 – 7 días después del 

estudio.  (Babu et al., 2005; Gokulakrishnan & Gummadi, 2006; Mazzafera, Olsson, & Sandber, 

1996; Yu, Kale, Gopishetty, Loui, & Subramanian, 2008; Yu et al., 2009). Babu et al (2005) ha 

reportado una degradación de 1000 ppm de cafeína en 4 horas, bajo las mismas condiciones de 

este trabajo, mientras que en el presente estudio se reportó un porcentaje de degradación de 87 

% en 20 horas, manteniéndose después invariable, como se observa en la Figura 16. La 

degradación obtenida se encuentra dentro de los rangos de tiempo y porcentaje de degradación 

obtenidos en otros estudios (Babu et al., 2005; Mazzafera et al., 1996; Yu et al., 2008). 

Es importante señalar que el tiempo de aclimatación de los microorganismos utilizados en este 

estudio fue menor a los reportados por diferentes autores (Babu et al., 2005; Gokulakrishnan et 

al., 2005; Mazzafera et al., 1996) quienes obtuvieron una degradación completa. Dichos 

microorganismos han sido aclimatados al menos por dos años, mientras que el tiempo de 

aclimatación de los microorganismos utilizados fue menor a un año. 

En cuanto a los microorganismos identificados, se ha reportado que existen diferentes bacterias 

capaces de degradar cafeína: Pseudomonas pseudoalcoligenes TPS8 degradó el 80 % del 

contaminante contenidos en 2500 ppm de cafeína en 72 horas (Ashengroph & Ababaf, 2014); 

de igual manera, Pseudomonas spp. GSC1182 degradó el 80 % de cafeína en 48 h cuando la 

cafeína fue la única fuente de carbono, al igual que en este estudio. En ambos casos, la 

procedencia de los microorganismos fue de cultivos de café, de igual manera que en el presente 

estudio. 
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3.3 Evaluación del efecto sinérgico entre la degradación fotocatalítica y la degradación 

microbiológica de la cafeína 

Se evaluaron, en primer lugar, los ensayos de degradación por separado, es decir se evaluó el 

ensayo de degradación químico solo y el ensayo de degradación biológico solo. En la Tabla 10 

se muestra el resumen de los resultados de degradación química y biológica discutidos 

anteriormente y en la  Figura 17 se muestra el gráfico del resultado. 

 

Tabla 10.  

Resumen de los resultados de degradación química y biológica por separado. 

 Tiempo % de degradación 

Degradación química 3 horas 88 ±2 

Degradación biológica 20 horas 87 ±2 

Fuente: El autor, 2020 

 

 

Figura 17. Gráfico de los resultados de degradación química y biológica por separado.  

Elaborado por: El autor, 2020. 
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Se determinó que el porcentaje de degradación es similar en los dos ensayos, sin embargo, el 

tiempo es diferente. La degradación química alcanza un 88 % en tres horas mientas que la 

degradación biológica sola alcanza un 87 % en 20 horas. En la sección anterior se discutió a 

cerca de los porcentajes de degradación obtenidos en diversos estudios, en cuanto a la 

degradación química, los trabajos que se han realizado difieren todos en sus condiciones de 

estudio, por ejemplo, Marques et al. (2013) realizaron un estudio de degradación fotocatalítica 

de cafeína, realizando diferentes configuraciones con nanotubos de carbón. En dicho estudio se 

determinó que hubo un 100 % de degradación en 30 minutos. Otro ejemplo de la versatilidad 

que existe en los ensayos de degradación fotocatalítica de contaminantes es el de Elhalil et al. 

(2018) en donde se probó con diferentes concentraciones iniciales de cafeína, así como 

diferentes fotocatalizadores; la condición que más se aproxima a lo realizado en este estudio es 

la degradación fotoquímica de 20 ppm de cafeína, a pH 7 y con 300 ppm de TiO2, en donde se 

obtuvo un 90 % de degradación en 150 minutos (Elhalil et al., 2018). Por último, Almeida, 

Lenzi, Pietrobelli, & Onélia (2019) realizaron la foto degradación con TiO2 modificado con 

hierro y plata; realizaron una prueba con TiO2 en donde obtuvieron valores muy bajos de 

degradación (>50 %) sin embargo, esto se debe a que utilizaron un TiO2 cuya forma cristalina 

fue rutilo, la cual no es óptima para los ensayos de degradación (Wang et al., 2017). El TiO2 

utilizado en el presente estudio fue de forma anatasa. 

Una vez que se obtuvieron los resultados de los ensayos de degradación por separado se realizó 

el ensayo combinado. Se aplicó inicialmente el tratamiento químico por fotocatálisis en las 

condiciones de 2 a 1 a pH 4, obteniendo una degradación del 90 % en tres horas. Posteriormente 

se inocularon los microorganismos en una concentración de McFarland 0,5 y se incubó a las 

mismas condiciones ya probadas anteriormente: 35ºC a 150 rpm por triplicado. La 

concentración inicial de cafeína para el ensayo biológico fue de 5 ± 2 ppm. 
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A las 24 horas de iniciado el estudio se observa que, a pesar de que la concentración de cafeína 

disminuyó hasta un mínimo de ~1 ppm, dicha degradación no puede ser asociada a la presencia 

de microorganismos ya que la curva control (resultado de la fotocatálisis sin microorganismos) 

muestra los mismos resultados. Esto se puede observar en la Figura 18. 

 

Figura 18. Curva de degradación de los ensayos combinados.  

Elaborado por: El autor, 2020. 
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Otros resultados muestran que, al utilizar de igual manera la fotocatálisis como un 

pretratamiento, pero para la degradación de ciproconazol combinada con una degradación 

biológica con Pseudomonas fluorescens se encontraron fotoproductos estructuralmente 

similares al contaminante, lo que podría explicar la ausencia de biodegradabilidad de la solución 

irradiada (Yahiat, Fourcade, Brosillon, & Amrane, 2011). En un estudio de Da Silva et al. 

(2019) todos los fragmentos, producto de la fotocatálisis, fueron detectados por espectroscopía 

de masas e implicaron la apertura de los anillos de pirimidina e imidazol, excepto el fragmento 

con m / z 242 que implicó solo la apertura del anillo de imidazol y la oxidación de los grupos 

resultantes terminales (Figura 19Error! Reference source not found.). En la mayoría de los 

fotoproductos se puede apreciar únicamente la apertura de los anillos, siendo su estructura 

similar a la de la cafeína (Da Silva et al., 2019). Esto con relación al presente estudio en el que 

no se obtuvo ninguna otra degradación después de la reacción fotocatalítica puede estar 

relacionado a que los fotoproductos son similares a la cafeína, por lo cual no se aprecia ningún 

cambio en la solución. 



46 

 

 

 

Figura 19. Fotoproductos derivados de la fotocatálisis de cafeína. La estructura central (m/z = 194) pertenece a la 

cafeína. 

Fuente: Da Silva et al. (2019). 

 

La razón por la cual se observa que el control también presenta una degradación puede ser 

debido a que el contaminante es atraído fuertemente a la superficie del catalizador y de esta 

forma el proceso continuará funcionando a concentraciones muy bajas (Ibhadon & Fitzpatrick, 

2013). Es este estudio se obtuvo un porcentaje de degradación final de 99%, sin embargo el 

proceso fotocatalítico – biológico secuencial para cafeína a las condiciones experimentales 

probadas no se puede atribuir al efecto de las dos variables probadas, debido a que la reacción 

sigue sin la presencia de los microorganismos. Se puede inferir que dicho efecto puede ser 

causado debido a los fotoproductos dañinos (Wang et al., 2018).  

Los fotoproductos tóxicos pueden tener varios efectos adversos en una amplia gama de 

organismos, entre otros, inhibir la actividad de las bacterias luminiscentes (Cao et al., 2009), de 

igual manera las concentraciones y toxicidades de los fotoproductos generados por fotólisis 
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directa u oxidación indirecta varían con los cambios en los parámetros operativos, como la 

influencia de los rayos UV, la dosis de oxidante (H2O2 o fotocatalizador) y el pH de la solución 

(Wang et al., 2018). Es muy difícil analizar experimentalmente la toxicidad de la mayoría de 

los fotoproductos primarios, debido a la falta de químicos puros (Lambropoulou, Evgenidou, 

Saliverou, Kosma, & Konstantinou, 2017). Algunas investigaciones han tratado de determinar 

la relación entre los cambios en la toxicidad y la evolución de los fotoproductos primarios 

durante la oxidación UV / H2O2 y la fotocatálisis UV. Se ha determinado de manera 

experimental la toxicidad de los fotoproductos primarios de una serie de contaminantes 

emergentes, sin embargo, de cafeína no se lo ha hecho todavía (Antonopoulou & Konstantinou, 

2016; Lambropoulou et al., 2017). En el presente estudio no se ha conseguido evaluar la ventaja 

de la aplicación de procesos químico – biológicos secuenciales en las condiciones probadas, sin 

embargo queda aún por investigar diferentes tipos de tratamientos y variables para determinar 

un ensayo exitoso que implique una efectiva degradación del contaminante en el menor tiempo 

posible y con la menor cantidad de fotoproductos tóxicos generados. 
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Conclusiones 

 

Se realizaron los ensayos de degradación fotocatalítica de 50 ppm cafeína, en los cuales se 

obtuvo como mayor porcentaje de degradación (88 ± 2 %) en 3 horas con las siguientes 

condiciones: 1000 ppm de TiO2, 500 ppm de H2O2 a pH 4. 

 

Se aisló una cepa de microorganismos de una muestra de tierra de un cultivo de café en un 

medio basal cuya única fuente de carbono fue la cafeína, se obtuvo microorganismos 

degradadores de cafeína; de acuerdo con la estructura morfológica, comparada con la 

bibliografía y el ensayo de identificación bioquímica “Microgen GNA + B Oxidase Positive” 

se determinó que los microorganismos utilizados pertenecen al género Pseudomonas. 

 

Se realizaron los ensayos de degradación biológica por lotes obteniéndose un porcentaje de 

degradación de 50 ppm de cafeína de 87 ± 2 %, en 20 horas con las siguientes condiciones: 150 

rpm y 35ºC. 

 

Se realizó el ensayo de degradación fotoquímico – biológico secuencial obteniéndose un 

porcentaje de degradación máximo de 99 ± 1 % que no se puede atribuir a la degradación por 

microorganismos, debido a que en la solución control se observa la misma degradación luego 

del tiempo de estudio (24 horas). Se infiere que la presencia de fotoproductos tóxicos en 

solución impide el crecimiento de los microorganismos, sin embargo, esto aún se debe 

determinar. 
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Recomendaciones 

Continuar con la identificación de los microorganismos aislados y utilizados en el presente 

estudio ya que se ha comprobado que utilizan a la cafeína como única fuente de carbono y 

nitrógeno. 

 

Realizar los ensayos combinados con una mayor cantidad de contaminante para verificar la 

biodegradabilidad de cafeína luego de la irradiación de luz UV en presencia de un catalizador 

(fotocatálisis). 

 

Analizar por métodos instrumentales los subproductos derivados de la fotorreacción y así 

verificar la capacidad de asimilación de estos por los microorganismos utilizados. 
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4 Anexos 

Anexo No. 1. Resultados de la prueba de identificación bioquímica “Microgen GNA + B 

Oxidase Positive” 

 


