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Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master es evaluar la eliminacién de
compuestos farmacéuticos y de cuidado personal (CFCPs) durante el tratamiento de

efluentes anaerobios empleando sistemas biolégicos de filtracién/adsorcion.

Para la consecucidén de este objetivo global se han propuesto los siguientes objetivos

especificos:

= Estudiar como afecta el tipo de soporte empleado en el lecho (arena o
carbon activo granular) al desarrollo de las poblaciones bacterianas y a la

adsorcion de los compuestos.

= Evaluar la eliminacién de los CFCPs cuando en el lecho solo existe adsorcion

y cuando se combinan adsorcidn, absorcion y biodegradacion.

= Estudiar la influencia del tiempo de residencia hidraulico (TRH) en la

eliminacién de los CFCPs durante el tratamiento del agua residual.
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Resumen

La presencia de microcontaminates organicos en aguas residuales urbanas
procedentes del consumo de productos destinados a la higiene y la salud es un tema
de preocupacién en la actualidad ya que el tratamiento convencional de las aguas
residuales no es efectivo en la eliminacién de estos compuestos. Para mejorar la
calidad de las aguas tratadas y reducir el impacto que pueda generar su vertido
sobre el medio ambiente, en las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR)

deben instalarse sistemas de postratamiento.

Para estudiar la eliminacién de 20 compuestos farmacéuticos y de cuidado personal
(CFCPs) presentes en efluentes anaerobios se instalaron cuatro reactores tipo
columna (filtro de arena (A), filtro de carboén activo granular (C), biofiltro de arena
(AI) y biofiltro de carbén activo granular (CI)) con el objetivo principal de poder
discernir cudl era el principal mecanismo implicado en la eliminacién de estos
microcontaminantes organicos (adsorciéon o biodegradacion), y analizar el tipo de
soporte empleado (arena o carboén activo granular) al desarrollo de las poblaciones
bacterianas y a la adsorcién de los compuestos. Los reactores fueron operados bajo
las mismas condiciones de operacién (volumen, granulometria y porosidad del lecho,
temperatura, tiempo de residencia hidraulico (TRH)). Los biofiltros fueron
inoculados con la misma concentracion de biomasa y les fue suministrada la misma
aireacién durante toda la operacion. El periodo de operacién de los reactores se
dividi6 en 3 etapas: arranque (I), TRH 1,4 d (II) y TRH 0,7 d (III).

Se analiz6 el comportamiento de los reactores mediante el seguimiento de los
parametros convencionales (pH, conductividad, DQO, NH4*, NOz, NOs, COT, NT,
alcalinidad, O; disuelto, SSV, SST). Los biofiltros mostraron elevadas eficacias de
eliminacién de materia organica soluble y amonio, incluso durante el periodo de
arranque y estabilizacién, mientras que la operaciéon de los filtros a largo plazo
evidencié que no son efectivos para la eliminacién de estos dos contaminantes

presentes en el agua residual.

Ademas, se realizaron ensayos batch para estimar la capacidad de la arena y el
carbén activo granular para la adsorcién de amonio, nitrato y materia organica
soluble. Los resultados obtenidos confirmaron la capacidad de la arena para
adsorber amonio y la del carbén activo granular para adsorber amonio, nitrato y
materia organica soluble. Sin embargo, en todos los casos evaluados, las capacidades
de adsorciéon que presentaron los materiales adsorbentes fueron relativamente

bajas.
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Resumen

Para determinar la eficacia de eliminacién de los microcontaminantes en cada uno de
los reactores se realizaron dos muestreos en cada una de las etapas de operaciéon
(I, I y III). Se demostré que el carbén activo tiene una capacidad de adsorcién muy
elevada para todos los compuestos evaluados mientras que la arena presenta
adsorcién nula para el 60% de los compuestos (carbamazepina, diazepam,
diclofenac, ibuprofeno, naproxeno, fluoxetina, bisfenol A, eritromicina, roxitromicina,
trimetoprim, estrona, 17a-etinilestradiol). La biodegradacion juega un papel clave en
la eliminacion de los compuestos biodegradables (naproxeno, fluoxetina, bisfenol A,
eritromicina, roxitromicina, trimetoprim) y facilmente biodegradables (ibuprofeno,
estrona, 17a-etinilestradiol), ademas de contribuir al incremento de la vida util del
lecho debido a la regeneraciéon del soporte. La reduccién del TRH de 1,4 a 0,7 d no
afect6 de forma significativa a la eficacia de eliminacién de los reactores para la

mayoria de los microcontaminantes estudiados.

El biofiltro de carbén activo resulté ser el sistema mas adecuado para el tratamiento
de efluentes anaerobios ya que presentd altas eficacias de eliminacién de la materia
organica y el amonio. Ademas, fue altamente efectivo en la eliminacién de los 20
microcontaminantes estudiados, incluso en el caso de los mas recalcitrantes
(carbamazepina y diazepam). El trabajo futuro debe estar basado en el estudio de la
eliminacién de los CFCPs en estos sistemas de postratamiento empleando TRH mas
bajos para reducir los costes de implantacion y operacién asociados a su instalacion
en las EDAR.
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Introduccién

1.1. Microcontaminantes emergentes

Durante afios la actividad industrial se ha considerado la fuente responsable de la
llegada al medio acuatico de numerosos compuestos téxicos para los organismos que
alli se desarrollaban produciendo asi efectos negativos sobre la flora y fauna
presentes. En la actualidad existen directivas que limitan las concentraciones
maximas admisibles de determinadas sustancias contaminantes en aguas
superficiales, por lo tanto, es posible controlar el vertido de estos compuestos
contaminantes en efluentes industriales (Directiva 2008/105/CE). Sin embargo, en
la Ultima década se ha empezado a centrar la atencién en un grupo de compuestos,
denominados contaminantes emergentes, que se encuentran presentes en las aguas
en concentraciones muy bajas, de los cuales existe muy poca informacién y sobre los
que no pueden aplicarse regulaciones estrictas ya que proceden del consumo de

determinados productos en viviendas y hospitales (Deblonde et al., 2011).

Los microcontaminantes son sustancias contaminantes de naturaleza
mayoritariamente organica que se encuentran presentes en las aguas residuales en
concentraciones del orden de ug/L (ppb) a ng/L (ppt). Dentro de este extenso grupo
de sustancias se encuentran los compuestos farmacéuticos y de cuidado personal

(CFCPs) y los disruptores endocrinos (CDEs).

1.1.1. Compuestos farmacéuticos y de cuidado personal (CFCPs)

Los CFCPs engloban una amplia variedad de sustancias quimicas que se diferencian
en su estructura, funcién y propiedades (Daugthon and Ternes, 1999). Este grupo
incluye a los medicamentos prescritos, productos de limpieza, cosméticos, fragancias
y hormonas tanto sintéticas como naturales. Algunos ejemplos concretos de este tipo
de compuestos son: ibuprofeno (IBP), carbamazepina (CBZ), diazepam (DZP),
naproxeno (NPX), sulfametoxazol (SMX), trimetoprim (TMP), galaxolide (HHCB),
tonalide (AHTN), estrona (E1), 17(3-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), etc.

Existen numerosas fuentes responsables de la llegada de compuestos farmacéuticos
y de cuidado personal al medio acuatico (Figura 1.1.1). El consumo de fAirmacos para
el tratamiento de enfermedades o dolencias, tanto en hogares como en hospitales, es
la principal causa de la aparicién de estos productos en este medio, ya que una vez
que estas sustancias son administradas al paciente, la fraccién no asimilada por el

organismo o sus metabolitos, son excretados e incorporados a la red de aguas
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Capitulo 1

residuales. De forma similar ocurre con los productos de cuidado personal que tras

ser utilizados son descargados en las aguas residuales urbanas.

La deposicion de residuos en vertederos procedentes de los hogares se considera
otra fuente de entrada de estos compuestos en el medio acuatico debido a su

filtracion a través del suelo hasta las aguas subterraneas.

Industria Hospital Hogares
Deposicién

A 4 A 4 l

Tratamiento »| Aguas residuales
| | Residuos
A 4

Suelo [4«— Planta tratamiento v
Vertedero

L » Aguas superficiales «—————>»  Aguas subterrdneas

|—> Agua potable 4—|

Figura 1.1.1. Rutas de exposicion de los CFCPs en las aguas residuales y en el medio

acuatico (adaptacion de Ternes et al., 2006)

En la actualidad existe una creciente preocupacion por un determinado tipo de
microcontaminantes, los denominados compuestos disruptores endocrinos. Este
grupo de sustancias quimicas tiene capacidad para alterar el sistema hormonal de las
personas y los animales incluso a bajas concentraciones, por lo que la exposicion a
los mismos puede ocasionar ciertos efectos adversos sobre la salud (Kidd et al,
2007; Santos et al., 2010). Algunos de los compuestos que se encuentran englobados
dentro de este grupo son el bisfenol A (BPA), triclosan (TCS), octilfenol (OP),
nonilfenol (NP), estrona (E1), 173-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), etc.

Dado que durante el disefio de las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR) no se ha considerado la eliminacién de compuestos contaminantes que se
encuentran presentes en concentraciones del orden de ppb y ppt, la eliminacién de

los CFCPs durante el tratamiento convencional de las aguas residuales es tan sélo
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Introduccién

parcial permitiendo asi la llegada de estos compuestos a los medios acuaticos

receptores (Joss et al., 2008).

La presencia de CFCPs en el medio ambiente supone numerosos riesgos ambientales
(Sanderson et al., 2004; Roig, 2010). Aunque a corto plazo no se puede cuantificar su
efecto, la exposicién continuada (por tratarse de sustancias con un uso muy
extendido y que se liberan constantemente al medio) de los organismos acuaticos a
estos compuestos presentes en los rios, mares y lagos a los cuales son vertidas las
aguas residuales tras su tratamiento podria ocasionar efectos impredecibles a largo
plazo e incluso cambios irreversibles en los mismos ya que una fraccién importante
de estos compuestos fueron disefiados para cumplir una funcién bioldgica en un
organismo objetivo concreto, pudiendo provocar efectos secundarios en otros
organismos (Fent et al., 2006). Debe considerarse ademas que la mayoria de estas
sustancias presentan caracter recalcitrante, son bioacumulativas, potencialmente

toxicas e interfieren con el sistema endocrino (Kannan et al,, 2005).

Existen diversos estudios en los cuales se ha analizado el efecto de los CFCPs sobre el
medio ambiente. Martins da Costa et al. (2006) demostraron que la exposicion
continuada de ciertos microorganismos patégenos (Enterococcus spp.) a compuestos
antibiéticos aumento la resistencia a los mismos lo que podria llegar a convertirse en
un problema de salud publica de primer orden. Otros trabajos como el desarrollado
por Kidd et al. (2007) demostraron que la exposiciéon continuada de una poblacion
de peces a bajas concentraciones (5-6 ppt) de la hormona artificial presente en la

pildora anticonceptiva (EE2) puede ocasionar la feminizacion de los mismos.

A pesar del riesgo potencial que presentan los CFCPs, en la actualidad no existe
ninguna normativa que regule los limites de vertido de estos compuestos presentes
en las aguas residuales cuando son descargados en los rios o en el mar, a excepcién
del nonilfenol y del octilfenol. Sin embargo, en los tltimos afios se han empezado a
tomar medidas para limitar el vertido de algunos de estos compuestos. Asi, en enero
de 2012, la Comisién Europea realiz6 una propuesta (Comisiéon Europea, 2012) para
modificar la Directiva 2000/60/CEE en lo que respecta a sustancias prioritarias en el
ambito de la politica de aguas donde se incluyen las concentraciones maximas
admisibles en aguas superficiales correspondientes a tres CFCPs (17a-etinilestradiol,
17B-estradiol y diclofenac). En algunos paises como Canada se ha prohibido el uso
del triclosan en productos de consumo debido a su caracter de disruptor endocrino

mientras que otras asociaciones de elevada relevancia como es el caso de la Agencia
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Capitulo 1

de Proteccién Ambiental Estadounidense (EPA) han solicitado la prohibicién de este

compuesto en productos de consumo.

1.1.2. Caracterizacion de los compuestos seleccionados

Durante el desarrollo de este trabajo se estudiara la eliminacién de 20
microcontaminantes presentes en efluentes anaerobios: 10 firmacos, 3 fragancias y
7 disruptores endocrinos (3 de ellos hormonas). Los compuestos seleccionados son
representativos de cada uno de los grupos y presentan diferentes caracteristicas
fisico-quimicas. Algunos de los criterios que se han considerado para su elecciéon
fueron: su elevado consumo en las viviendas, su riesgo potencial sobre el medio

ambiente o su caracter persistente.
Antiinflamatorios

Los antiinflamatorios son farmacos que se utilizan para prevenir o disminuir la
inflamacion de los tejidos, asi como para reducir ciertas dolencias asociadas a los
procesos gripales debido a su caracter analgésico. Dado que no requieren receta
médica y que su consumo no ocasiona efectos secundarios salientables, son los

farmacos mas utilizados.

Los antiinflamatorios son compuestos de caracter acido ya que presentan en su
estructura un grupo carboxilo (Tabla 1.1.1). Se caracterizan por su elevada polaridad

y una solubilidad intermedia.

Tabla 1.1.1. Antiinflamatorios seleccionados (PM=peso molecular)

Compuesto Férmula PM Estructura
Ibuprofeno
“p C13H150; 206,3 on
(IBP) o
CH;
Naproxeno ‘__OH
C14H140 230,3
(NPX) o o ST
cl
Diclofenac . iCLLNON 318,1 N
a ,
(DCF) 141110012 2 cl OH
o]
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Introduccién

Antibidticos

Los antibiéticos son firmacos que se utilizan tanto en consumo humano como
animal para hacer frente a una infeccién ocasionada por un microorganismo
patogeno. Estos compuestos farmacéuticos actiian eliminando o inhibiendo la accion
del gen que provoca la infeccién sin perjudicar, en la mayorfa de los casos, al

organismo que lo hospeda.

Las propiedades fisico-quimicas que presentan estos compuestos son muy
diferentes. En este trabajo se estudiara la eliminacion de dos macroélidos
(roxitromicina y eritromicina), una sulfamida (sulfametoxazol) y el trimetoprim
(Tabla 1.1.2). Los dos primeros muestran altos pesos moleculares por lo que su
solubilidad en agua es muy baja. Sin embargo, los otros dos son solubles en agua (>

400 mg/L) y presentan un peso molecular comparable al del resto de compuestos

estudiados.
Tabla 1.1.2. Antibidticos seleccionados.
Compuesto Férmula Peso molecular Estructura
oo NO
Sulfametoxazol b4 /ﬂ\)‘
C10H11N303S 253,3 N
(SMX) H
HaN
Trimetoprim CraHieNO 2903
(TMP) 1411181N4U3 ’
Eritromicina CorHerNO 7339
(ERY) 37He7NO13 )
Roxitromicina CarHoeNoO 837 1
(ROX) 411176IN2U15 )
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Capitulo 1

Neurofarmacos

Los neurofdrmacos son compuestos farmacéuticos que se utilizan en el tratamiento
de enfermedades que afectan al sistema nervioso. En este estudio se analizara el
comportamiento de tres compuestos cuyo consumo es muy elevado en la actualidad
debido a sus caracteres antiepiléptico (carbamazepina), tranquilizante (diazepam) y
antidepresivo (fluoxetina) (Tabla 1.1.3).

La carbamazepina y el diazepam son compuestos neutros y relativamente solubles
en agua. Su caracter recalcitrante dificulta que puedan ser eliminados durante el

tratamiento biolégico de las aguas residuales.

La fluoxetina presenta un coeficiente de reparto octanol-agua elevado por lo que
puede ser eliminado durante el tratamiento de las aguas debido a su adherencia a la

biomasa o a los so6lidos presentes.

Tabla 1.1.3. Neurofarmacos seleccionados.

Compuesto Férmula Peso molecular Estructura
Carbamazepina . 1 N,0 236,3 O O
150121N2 ) N
CBZ
( ) O)\NHZ
CHs
Ptl O
Di
fazepam C16H13CIN2O 284,7 A
(DZP)

Fluoxetina C17H1FsNO 309,3 - OO\}{
(FLX) 1711183 ] .

Fragancias sintéticas

Las fragancias sintéticas son compuestos que se utilizan en la fabricaciéon de
productos de limpieza y de cuidado personal, tales como detergentes, perfumes y
jabones. Su aparicién tuvo lugar durante los afios 60 como sustitutas de las
fragancias naturales. Tres de las fragancias sintéticas mas utilizadas en la actualidad

son: galaxolide, tonalide y celestolide (Tabla 1.1.4).
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Introduccién

Las fragancias son compuestos de baja solubilidad en agua y caracter lipofilico, por lo
que su eliminacion durante el tratamiento de las aguas residuales se debe

mayoritariamente a su absorcién en los lodos.

Tabla 1.1.4. Fragancias seleccionadas.

Compuesto Férmula Peso molecular Estructura
Galaxolide CretocO 258 4

(HHCB) 181126 ) 5

[e]

Tonalide Caeloc0 258.4

(AHTN) 181126 )
Celestolide CoHod0 2444

(ADBI) 171124 )

(o}

Disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos son sustancias quimicas con capacidad para alterar el
sistema hormonal de las personas y los animales provocando efectos adversos sobre

la salud de los mismos.

En este caso particular se han seleccionado como compuestos representativos de
este grupo (Tabla 1.1.5) el bisfenol A (utilizado en la fabricacion de plasticos), el
triclosan (componente empleado como antibacteriano en las pastas de dientes), el
octilfenol y nonilfenol (utilizados en productos de limpieza) ya que son cuatro de los
compuestos que estan generando mayor controversia en la actualidad debido a sus

posibles efectos negativos sobre la salud, ademas de las hormonas.

Las hormonas naturales son sustancias secretadas por células especializadas cuyo
objetivo es ejercer un efecto sobre otras células presentes en el organismo de
personas y animales. Estas sustancias llegan a las aguas residuales debido a su
excrecion como conjugados inactivos polares tales como glucurénidos y sulfatos.

Dentro de este grupo destaca la presencia de la estrona y del 173- estradiol.
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El 17a-etinilestradiol es una hormona sintética que se utiliza en la formulaciéon de la
pildora anticonceptiva. Igual que ocurre en el caso de las otras dos hormonas

estudiadas sus metabolitos se excretan como conjugados de glucuronida y sulfatos.

Tabla 1.1.5. Disruptores endocrinos seleccionados.

Compuesto Férmula Peso molecular Estructura
. CHs
Bisfenol A
C15sH1602 228,3 HOOH
(BPA) CH3

Cl
Triclosan 0
C12H70,Cl 289,5
ey G o
Cl C

Octilfenol
(OP)

Nonilfenol CreHoaO 9903
(NP) 151124 ]

Estrona
C1gH2202 270,4
(E1) ST

C14H220 206,0

cH, PH
17B-estradiol “
C18H2402 272,4 Ly L
(E2) . Oe "
17a-etinilestradiol a8 L=cn
C20H2402 296,4 gt
(EE2) DO

1.2. Presencia y eliminacion de CFCPs en EDAR

1.2.1. Concentraciones de CFCPs en aguas residuales

La presencia de CFCPs en las aguas residuales es variable y dependiente de su
procedencia. En la Tabla 1.2.1 se detallan las concentraciones en aguas residuales

urbanas a su llegada a las plantas de tratamiento recogidas en diferentes estudios.
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1.2.2. Mecanismos de eliminacion de CFCPs en EDAR

Las estaciones depuradoras de aguas residuales estan disefiadas para la eliminacién
de materia orgdnica, nitrégeno y fésforo. Esto conlleva a que la eficacia de
eliminacién de los CFCPs durante el tratamiento de las aguas residuales sea muy
diferente, dependiente de las propiedades fisico-quimicas de los compuestos
(solubilidad, volatilidad, adsorbabilidad, absorbabilidad, biodegradabilidad,
polaridad y estabilidad) (Le Minh et al, 2010; Ziylan and Ince, 2011) y de las
condiciones de operacidn (tratamiento aerobio, anaerobio o anéxico, TRC, TRH, pH y
temperatura) (Verlicchi et al.,, 2012). Asi, los principales mecanismos de eliminacién
de CFCPs en estaciones depuradoras de aguas residuales incluyen biodegradacion,

sorcién y volatilizacién (Suarez et al., 2008).
1.2.2.1. Biodegradacion

La degradacién biolégica de los CFCPs presentes en aguas residuales puede
determinarse mediante una ecuacién cinética de pseudo-primer orden (Joss et al.,
2006):

dc
Thiol = _E = kpior - Xssv * Cw [1.1]

Donde:
kyioi: coeficiente de degradacion biolégica (L/g SSV-d)
C: concentracion total de microcontaminantes (pg/L)
Cw: concentracion de microcontaminantes en fase liquida (pg/L)

Xssv: concentracidn de sélidos en suspensidn volatiles (g SSV/L)

De acuerdo con este valor del coeficiente de degradacion biolégica los compuestos

pueden clasificarse en tres grupos:

= Dificilmente biodegradables con kyiq < 0,1 L/ g SST-d
=  Facilmente biodegradables con kyio > 10 L/ g SST-d
= Moderadamente biodegradables con 0,1 < kyis1 < 10 L/ g SST-d

1.2.2.2. Sorcion

Para determinar la fraccion de CFCPs que es sorbida en el lodo se define el
coeficiente de distribucidon soélido-liquido (Kq4). Este coeficiente relaciona las
concentraciones de los compuestos en fase sdlida y en fase liquida (ec. 1.2). El

potencial de sorcion de los CFCPs es funcién de su caracter lipofilico y de su acidez.
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Donde:

Cs

Ky=——
¢ Xssr Cu

[1.2]

Kq: coeficiente de distribucién sélido-liquido (L/g SST)
Cs: concentracion del compuesto en fase solida (pg/L)
Xsst: concentracidn de sélidos en suspension totales (g SST/L)

Cw: concentracion del compuesto en fase liquida (pg/L)

La sorcién puede llevarse a cabo a través de dos mecanismos:

Absorcién: se produce por la interacciéon de los grupos aromadticos y
alifaiticos de los compuestos con la membrana celular de los
microorganismos y la fraccion lipidica de los lodos. Su efecto se puede

evaluar mediante el coeficiente de particion octanol-agua (Kow).

Adsorcion: se produce por la interaccién electroestatica entre los
compuestos cargados positivamente y la superficie de los microorganismos
con carga negativa. El pH del medio determina la adsorciéon de los
compuestos al sdlido ya que afecta a la ionizacién o disociacion de los
mismos en fase liquida, caracterizado este por el valor de la constante de

disociacion (Ka).

1.2.2.3. Volatilizacion

La fraccién de compuesto volatilizado en el tanque de aireacién depende del flujo de

aire que esta en contacto con el agua residual, del tipo de aireacién y del coeficiente
de Henry (ec. 1.3).

Este mecanismo de eliminacién es despreciable para fairmacos y hormonas, y afecta

principalmente a las fragancias.

Donde:
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_ Cw “H- Qair _ H- Qair
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H: coeficiente de Henry (ug-m3 agua residual/ ug-ms3 aire)

Q.ir: caudal de aire (m3 aire/m3 agua residual)
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1.2.3. Presencia de CFCPs en efluentes anaerobios

En los dltimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar la
eliminacién de los CFCPs durante el tratamiento convencional de las aguas
residuales (Carballa et al., 2004; Yu et al., 2013), sin embargo, pocos son los trabajos
encontrados en bibliografia que hayan estudiado la eliminacién de los CFCPs durante
el tratamiento anaerobio de las aguas residuales urbanas. Los resultados obtenidos
por de Graaff et al. (2011) indicaron que solo el paracetamol fue eliminado durante
el tratamiento anaerobio de aguas residuales urbanas en un reactor UASB de entre
todos los compuestos estudiados (paracetamol, carbamazepina, ibuprofeno,
diclofenac, tetraciclina, metoprolol, doxiciclinz, propanolol, cetiricina). Queiroz et al.
(2012) consiguieron eliminar sulfametoxazol y trimetoprim en un reactor de las
mismas caracteristicas, sin embargo; éste resultdé ser totalmente ineficiente para la
eliminacién de bisfenol A y diclofenac. Froehner et al. (2011) demostraron que el
tratamiento anaerobio es efectivo para la reduccion de la actividad estrogénica en
aguas residuales obteniendo porcentajes de eliminaciéon superiores al 66% para
compuestos tales como la estrona, el 17f3-estradiol y el 17a-etinilestradiol, mientras
que Reyes-Contreras et al. (2011) concluyeron que este tratamiento es parcialmente

efectivo para la eliminacion de cafeina, triclosan y ketoprofen.

Los resultados obtenidos por Alvarifio (2011) en el estudio realizado sobre la
eliminacién de 15 CFCPs (IBP, NPX, DCF, SMX, ERY, ROX, TMP, FLX, DZP, E1, E2, EE2)
presentes en aguas residuales urbanas en un reactor de tipo UASB demostraron que
el tratamiento anaerobio es efectivo para la eliminacién de naproxeno, trimetoprim y
sulfametoxazol con una eficacia de eliminaciéon superior al 80% mientras que es
parcialmente efectivo (>50%) para la eliminacién de las fragancias, la fluoxetina y el
17B-estradiol. Estos resultados son afines con los logrados por Carballa et al. (2007)
durante la digestion anaerobia de lodos de depuradora. En este ultimo trabajo se
concluy6 que el tratamiento anaerobio de los lodos de depuradora es efectivo para la
eliminacién de sulfametoxazol (>95%), roxitromicina (>90%) y naproxeno (>80%)
mientras que este es parcialmente efectivo para la eliminacién de las fragancias
galaxolide y tonalide (>50%) y las hormonas E1 y E2 (>65%).
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Tabla 1.2.1. Presencia de microcontaminantes organicos en aguas residuales urbanas.

Introduccién

Compuesto Concentraciones (ppb)
IBP 2,6-5,7 1,2-2,68 15,74-32,64 0,235-13,905 1,62-7,26 - 1,599-2,853
NPX 1,8-4,6 - 2,62-4,44 n.d.-0,294 0,42-2,76 - 1,36-5,033
DCF <0,05 0,91-3,25 0,63-1,03 n.d.-11,742 1,06-1,26 - 0,105-4,110
SMX 0,6 0,075-0,145 - - 0,29-0,75 - 0,079-0,216
TMP - - - - 0,09-0,27 - 0,080-1,300
ERY - - - - 0,03-0,15 - 0,071-0,141
ROX < 0,02 0,026-0,145 - - 0,01 - 0,025-0,117
CBZ < 0,07 0,325-1,850 0,66-2,06 n.d.-1,950 <0,16 - 0,709-2,930
DZP < 0,06 n.d. - n.d. 1,9-2,52 - -
FLX - - - n.d.-3,090 0,01-0,03 - -
HHCB 1,4-3,4 0,83-4,443 0,68-1,2 0,050-2,780 0,96-1,72 - 0,79-4,443
AHTN 0,7-1,7 0,21-1,106 0,24-0,54 0,023-0,816 0,39-0,73 - 0,21-1,69
ADBI - - - - <0,02 - -

BPA - 0,72-2,376 - - - - -
TCS - - - - - - 0,247-0,785
NP - 1,28-4,031 - - - - -

E1l 0,0024 - - n.d.-0,073 - 0,025-0,132 0,032-0,070
E2 0,0016 - - - - 0,017-0,150 0,0025-0,125
EE2 < 0,001 - - n.d.-0,080 - 0,003-0,070 -

OP - 0,118-0,680 - - - - -

*n.d. : no detectado (1) Carballa et al., 2004; (2) Clara et al,, 2005; (3) Hijosa-Valsero et al., 2010; (4) Salgado et al.,, 2011.; (5)

Fernandez-Fontaina et al., 2012; (6) Hamid et al., 2012; (7) Ratola et al.,, 2012
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1.3. Nuevas tecnologias para mejorar la eliminacién de CFCPs en EDAR

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias de tratamiento para
mejorar la calidad de las aguas que son descargadas en los rios y mares. Estos
sistemas, incorporados a las EDAR como parte del tratamiento terciario, son

efectivos para reducir la concentracién de CFCPs (Sudhakaran et al., 2013).

1.3.1. Procesos de oxidacion avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada son utilizados para eliminar contaminantes
organicos presentes en el agua no tratables mediante técnicas convencionales debido
a su elevada estabilidad quimica y/o a su baja biodegradabilidad. Mediante el empleo
de estas tecnologias se produce la mineralizacién completa de los compuestos
mediante su oxidacién quimica. Dentro de este grupo se encuentran la ozonizacion,

radiacién UV, combinacién O3/H20;, procesos Fenton, etc.
1.3.1.1. Ozonizacion

La ozonizacién es la técnica de oxidacién avanzada mas utilizada durante el
tratamiento de las aguas residuales. El ozono es utilizado para llevar a cabo la
oxidacion completa de los contaminantes organicos. Numerosos estudios han
demostrado la eficacia de la ozonizacion para eliminar CFCPs. Hernandez-Leal et al.,
(2011) alcanzaron eficacias de eliminaciéon superiores al 95% para triclosan,
galaxolide, tonalide, nonilfenol, bisfenol A durante el tratamiento de un efluente
secundario con ozono. Lee et al, (2012) combinaron la ozonizacién con la
biofiltracidn en lecho de arena para mejorar la eficacia de eliminacién de los CFCPs

durante el tratamiento del agua residual y reducir la toxicidad del efluente.
13.1.2. Radiacién UV

La radiacién UV es una técnica empleada en el tratamiento terciario de las aguas
residuales para reducir la cantidad de agentes patégenos antes de que las aguas sean
descargadas a los rios o al mar. Se ha demostrado que la fotodegradacion mediante
radiacidn UV es efectiva para la eliminacion de determinados CFCPs presentes en las
aguas tales como carbamazepina, diclofenac y sulfametoxazol (Kim et al., 2009). Para
mejorar la eficacia de eliminacion de los CFCPs se suelen utilizar tratamientos que
combinan UV/H;0, y UV/O3 (Sudhakaran et al,, 2013).
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1.3.2. Sistemas de filtracién/adsorcion

La filtracién y la adsorcién son dos operaciones unitarias que se utilizan en las
plantas de tratamiento de aguas residuales para ajustar las propiedades de las aguas
tratadas a las especificaciones exigidas. Los materiales mas utilizados en los sistemas
de filtracién/adsorcién durante el tratamiento de las aguas residuales son la arena y

el carbén activo.

1.3.2.1. Filtros de arena

La filtraciéon mediante lecho de arena es una operacién unitaria que se utiliza en las
estaciones depuradoras de aguas residuales como parte del tratamiento terciario

para eliminar sé6lidos en suspension.

Diferentes estudios han demostrado la eficacia de estos sistemas de tratamiento para
la eliminacién de CFCPs en efluentes secundarios (Gobel et al., 2007; Nakada et al,,
2007). Los resultados obtenidos hasta el momento no permiten asegurar cual es el
factor responsable de la eliminacién de estos compuestos, ya que aunque en algunos
estudios como el realizado por Nakada et al. (2007) se obtuvieron porcentajes de
eliminacién superiores al 80% para compuestos con log Kqw > 3 (ibuprofeno, acido
mefenamico, octilfenol y bisfenol A) e inferiores al 50% para aquellos que presentan
log Kow < 3 (DEET, crotamiton, carbamazepina, sulfapiridina, sulfametoxazol y 178-
estradiol) las eficacias de eliminacién no fueron constantes en todas las campafias
realizadas. Aunque la hidrofobicidad se considera un factor clave para explicar la
eliminacién de CFCPs en los filtros de arena, otros factores tales como el crecimiento
de poblaciones bacterianas sobre el soporte o la apariciéon de caminos preferenciales

son también importantes (Wettstein, 2004).

1.3.2.2. Filtros de carbén activo

La aplicacion de columnas de carbon activo para la eliminacion de ciertos
contaminantes organicos que proporcionan sabor y olor al agua viene utilizdndose
desde hace varias décadas en las plantas potabilizadoras de agua. Diferentes autores
han estudiado la aplicacion de estos sistemas de tratamiento para la eliminacién de
CFCPs presentes en aguas potables (Ternes et al., 2002) y lo han extrapolado de
forma efectiva al tratamiento de efluentes secundarios en EDAR (Hernandez-Leal et
al,, 2011).
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El mecanismo responsable de la eliminacién de los microcontaminantes en columnas
de carbén activo es la adsorcién. La eficacia de eliminaciéon en estos sistemas
depende de las propiedades que presentan el soluto (carga, tamafio, hidrofobicidad)
y el adsorbente (estructura de los poros, quimica superficial), asi como también de la
composiciéon que muestra la matriz del agua que va a ser tratada (contenido en

materia organica coloidal, s6lidos) ademas de la temperatura (Ternes et al., 2006).

Para evaluar la capacidad de adsorcidn que presenta un adsorbente ante un
microcontaminante concreto se definen las isotermas de adsorcidn, que relacionan la
capacidad de adsorcién del material empleado como adsorbente con la
concentracion del contaminante en fase liquida cuando se alcanza el equilibrio a una
temperatura constante. La isoterma que mas se utiliza para representar la capacidad

de adsorcion de los carbones activos es la isoterma de Freundlich.

La isoterma de Freundlich se define como:
q=K-c/" [1.4]

Donde:
q: capacidad de adsorcion (ug CFCP/g adsorbente)
Ce: concentracion de equilibrio del microcontaminante en la fase liquida
(ng/L)
K¢: parametro relacionado con la capacidad de adsorcion (ug/g)(L/pg)/n

1/n: parametro relacionado con la intensidad de adsorcién

Los parametros correspondientes a la isoterma de Freundlich (Kfy 1/n) indican la
afinidad del compuesto contaminante por el material adsorbente. Cuanto mayor es el
valor de Ky menor es el valor de n, mas efectivo es el adsorbente para la eliminacion
de los microcontaminantes. En la Tabla 1.3.1 se muestran los parametros
correspondientes a la isoterma de Freundlich obtenidos para una selecciéon de CFCPs
cuando se emplea como adsorbente carbon activo granular (GAC). De este estudio
pudo concluirse que el carbén activo granular es efectivo para la eliminacién de
microcontaminantes con caracter recalcitrante (carbamazepina, diclofenac y
diazepam) mientras que presenta poca afinidad por las fragancias (galaxolide,

tonalide, celestolide).

La utilizacién de columnas de carbén activo para eliminar CFCPs presentes en aguas

residuales tiene dos inconvenientes principales:
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=  Competicion de la materia organica y los microcontaminantes por los
centros activos del carbén activo. La presencia de materia orgdnica en las
aguas residuales puede ocasionar el bloqueo de los poros del material
adsorbente, disminuyendo asi la eficacia de eliminacién de los CFCPs (Figura
1.3.1).

= Necesidad de regeneracion del adsorbente.

Tabla 1.3.1. Parametros correspondientes a la isoterma de Freundlich obtenidos con
GAC para determinados CFCPs (Serrano et al., 2010).

Compuesto  Kr(ng/g)(L/ng)*/» 1/n  R?

IBP 72 0,87 0,99
NPX 107 0,87 0,99
DCF 170 0,85 0,88
CBZ 565 0,25 0,87
DZP 110 0,81 0,99
HHCB 22 0,83 0,79
AHTN 17 1,20 0,90
ADBI 41 0,83 0,93

A pesar de los dos problemas que presentan estos sistemas de tratamiento, se han
publicado numerosos trabajos donde se concluye que estos son efectivos en la
eliminacién de microcontaminantes presentes en aguas tanto residuales como
potables. Asi, en el 2007, Snyder et al. demostraron que las columnas de carbén
activo son adecuadas para eliminar algunos CFCPs tales como carbamazepina (>
55%), eritromicina (> 44%) y sulfametoxazol (> 83%) presentes en aguas potables.
En el 2011, Herndndez et al. aplicaron este tipo de sistema al tratamiento de
efluentes secundarios procedentes del tratamiento bioldgico, alcanzando
eliminaciones del 66% (bisfenol A), 95% (triclosan), 79% (galaxolide), 67%
(tonalide) y 84% (nonilfenol).

1.3.3. Sistemas de biofiltracion

Los sistemas de biofiltracién son aquellos sistemas que combinan la eliminacién de
los compuestos contaminantes mediante biodegradacién y adsorcién/absorcién
debido a la presencia de una biopelicula que se desarrolla sobre la superficie del

material empleado como adsorbente. Permiten operar con concentraciones de
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biomasa y tiempos de retencién celular mas elevados que los usados en un sistema
convencional de lodos activos por lo que son adecuados para el desarrollo de
bacterias de crecimiento lento como es el caso de las bacterias nitrificantes
(Fernandez-Polanco et al., 2000).

Los parametros de operacidén que deben estudiarse para analizar el comportamiento
de los biofiltros y optimizar su funcionamiento son: relaciéon L/D, granulometria del
lecho, tiempo de contacto en lecho vacio (EBCT), temperatura, concentracién y tipo

de biomasa, aireacién y composicion del influente (Cecen and Aktas, 2012).

Fresh Carbon Aged Carbon
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Figura 1.3.1. Competicion entre la materia organica y los microcontaminantes en

biofiltros de carbdn activo (Cegen et al., 2012).

1.3.3.1. Biofiltros de arena

Numerosos estudios han demostrado la eficacia de eliminacion de CFCPs en
biofiltros de arena durante el tratamiento de efluentes secundarios (Reungoat et al,,
2011; Onesios et al., 2012) y de aguas potables (Zearley et al., 2012).

Los ensayos realizados por Hollender et al. (2009) con efluentes secundarios
mostraron que los biofiltros de arena son capaces de eliminar algunos compuestos
contaminantes tales como diclofenac (20%), atenolol (15%), naproxeno (30%),
carbendazim (15%) y trimetoprim (15%). Los resultados obtenidos por Reungoat et
al. (2011) cuando estudiaron la eliminaciéon de 21 CFCPs en efluentes secundarios
mediante este sistema de tratamiento mostraron que 12 de ellos fueron no
eliminados o pobremente eliminados (<20%), 8 experimentaron eliminacion

intermedia (23-54%) mientras que solo el paracetamol fue eliminado en un 85%.

37



Capitulo 1

1.3.3.2. Biofiltros de carbon activo

El empleo de filtros de carbdn activo con actividad biol6gica es una solucion efectiva
para hacer frente a los problemas que presentan las columnas de carb6n activo. El
desarrollo de una biopelicula sobre el lecho de GAC favorece la degradacién de la
materia organica y de los microcontaminantes adsorbidos previamente sobre la
superficie del carb6n (Figura 1.3.1). La biodegracién es clave para incrementar la

vida util del lecho debido al efecto de la regeneracion del soporte.

Distintos estudios han analizado la eficacia de los biofiltros de carbén activo para la
eliminacién de CFCPs en aguas potables y aguas residuales procedentes del
tratamiento secundario (Ternes et al., 2002; Reungoat et al,, 2011; Velten et al,,
2011). El trabajo realizado por Snyder et al. (2006) demostr6 que este sistema de
tratamiento es valido para eliminar atenolol, diclofenac, fluoxetina, naproxeno,
triclosan y trimetoprim de efluentes secundarios con una eficacia superior al 97%.
Otros trabajos, como el realizado por Reungoat et al. (2011) concluyeron que los
biofiltros de carbén activo son adecuados para eliminar compuestos pobremente
eliminados en plantas de tratamiento de aguas residuales (carbamazepina,
diclofenac, eritromicina, metoprolol, roxitromicina, sulfametoxazol, trimetoprim)

con una eficacia superior al 90%.
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Materiales y métodos

2.1. Montaje experimental

Para llevar a cabo el estudio se instalaron cuatro reactores tipo columna de
funcionamiento en continuo (Figura 2.1.1). Los reactores fueron operados bajo las
mismas condiciones de operaciéon (temperatura, volumen del lecho, tiempo de
residencia hidraulico, etc.), siendo la diferencia principal entre ambos el tipo de
soporte utilizado en el interior de la columna (arena o carbén activo granular) y/o la

inoculacion previa con biomasa heterdtrofa y nitrificante.

‘ ’ 1 \
— > i i —
g : I ;

.y

Figura 2.1.1. Reactores empleados en el estudio (de izquierda a derecha: biofiltro de
carbdn activo granular (CI), biofiltro de arena (Al), filtro de arena (A) y filtro de

carbén activo granular (C)).

2.1.1. Configuracion de los reactores

Se dispone de cuatro reactores tipo columna fabricados en metacrilato de 110 cm de
altura (divididos en tres secciones de 20, 80 y 10 cm) y 7,3 cm de didmetro interno,
siendo el volumen total correspondiente a cada uno de los reactores de 4,6 L. La
alimentacién se introduce en flujo ascendente por un conducto lateral situado a 10
cm de la base inferior de los reactores mediante una bomba peristaltica de flujo
variable y el efluente se extrae por desplazamiento del liquido a través de un
conducto lateral situado a 5 cm con respecto a la parte superior de los reactores. El
material empleado como soporte (arena o carb6n activo granular, segin proceda)
ocupa un volumen de 3 L (volumen del lecho) y es “retenido” por dos mallas situadas
a una altura de 20 y 100 cm, respectivamente. En la Figura 2.1.2 se muestra un

esquema del tipo de reactor utilizado.
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80

Figura 2.1.2. Esquema de los reactores.

Los reactores inoculados disponen de un sistema de aireacidn instalado en la seccién
inferior de los mismos. El sistema de aireacién esta constituido por un difusor de aire
de 6,5 cm de altura y 1,5 cm de didmetro conectado mediante un tubo de teflén a un

aireador eléctrico de funcionamiento en continuo.

Las caracteristicas técnicas de la arena y del carboén activo granular empleados como
soporte en el interior de los reactores se detallan en la Tabla 2.1.1 y se detalla mas

informacion en los Anexos [ y 1L

Tabla 2.1.1. Caracteristicas de los materiales.

Arena GAC

Tamafio de particula (mm) 1-2 1-23
Densidad aparente (kg/m3) 1416 480
Porosidad del lecho 0,43 0,44
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2.1.2. Puesta en marcha

En primer lugar, se procedi6 a la inoculacién de dos reactores (uno con soporte de
arena y otro con soporte de carbén activo granular). La biomasa empleada como
inoculo fue tomada del reactor biolégico instalado en la EDAR de Calo-Milladoiro y se
concentr6 con la ayuda de una centrifuga para conseguir un lodo lo mas espeso
posible, favoreciendo asi su adherencia posterior al material empleado como
soporte. La cantidad necesaria de inéculo se determiné teniendo en cuenta que la
concentracion inicial de biomasa en el interior del reactor (referida al volumen ntil
del lecho) debia estar en tornoa 11 g SSV/L.

Para llevar a cabo la inoculacién de los reactores se mezclaron, mediante agitacion
manual, la biomasa obtenida tras la centrifugacién del licor mezcla y el material
empleado como soporte (arena (4,3 kg) o carbén activo granular (1,4 kg), segiun
proceda) hasta conseguir una distribucién homogénea del inéculo a través del

soporte.

Una vez que se obtuvieron las dos mezclas anteriores se procedi6 al llenado de los
reactores con el material empleado como soporte correspondiente en cada caso
(arena, carbon activo granular, arena inoculada y carbén activo granular inoculado).

La introduccién del soporte se realiz6 por la seccion superior de los reactores.

Durante la etapa de puesta en marcha, los reactores fueron alimentados en continuo
con un influente sintético cuyas caracteristicas (detalladas en la Tabla 2.1.2) simulan
la composicién de un efluente obtenido tras el tratamiento anaerobio de aguas
residuales urbanas en un reactor UASB. A la alimentacién sintética, preparada con
agua de grifo, se incorporaron los 20 microcontaminantes seleccionados (Apartado
1.1.2) y cuyas concentraciones se detallan en la Tabla 2.1.3. Las concentraciones
seleccionadas de estos compuestos se basaron en los niveles que se encuentran
habitualmente en los influentes de las EDAR considerando también los limites de

deteccion y cuantificacién de los métodos analiticos empleados.

Los microcontaminantes fueron adicionados en la alimentacién empleando patrones

concentrados que englobaban a los compuestos en 7 grupos:

= Acidos (IBP, NPX, DCF): 2.000 mg/L en metanol

= Antibidticos (SMX, TMP, ERY, ROX): 2.000 mg/L en metanol
= Neutros (CBZ, DZP): 5.000 mg/L en acetona

=  Fluoxetina (FLX): 5.000 mg/L en metanol
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=  Fragancias (HHCB, AHTN, ADBI): 5.000 mg/L en acetona
= Disruptores endocrinos (BPA, TCS, OP, NP): 2.000 mg/L en metanol
= Hormonas (E1, E2, EE2): 250 mg/L en metanol

Tabla 2.1.2. Caracteristicas del influente.

pH 7  P-PO43 (mg/L) 10,5
DQO (mg/L) 600 Alcalinidad (mg/L) 500
N-NH3 (mg/L) 11 AGV (mg/L) 250

* AGV: Acidos grasos volatiles

Tabla 2.1.3. Concentraciéon de microcontaminantes en el influente de los reactores

(ng/L).
Ibuprofeno 10 Eritromicina 10 Galaxolide 40 Carbamazepina 10
Naproxeno 10 Roxitromicina 10 Tonalide 40 Sulfametoxazol 10
Diclofenac 10 Bisfenol A 10 Celestolide 40 Estrona 1
Diazepam 10 Triclosan 10 Optilfenol 10 17p-Estradiol 1
Trimetoprim 10 Fluoxetina 10 Nonilfenol 10 17aEtinilestradiol 1

La alimentacidon de los reactores fue preparada empleando los reactivos y las

concentraciones que se detallan en la Tabla 2.1.4.

Tabla 2.1.4. Composicion de la alimentacion.

NH4Cl (mg/L) 43,5
Na3zPO4(mg/L) 58
NaHCO3 (mg/L) 840
Metanol (mL/L) 0,2

Disolucién de AGVs (mL/L) 7,2
Disolucion de trazas (mL/L) 0,5

Tabla 2.1.5. Composicién de la disoluciéon de AGVs (mL/L).

Acido acético 22,32
Acido propiénico 8,34
Acido butirico 7,17
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Tabla 2.1.6. Composicion de la disolucién de trazas (mg/L).

FeCl3-6H,0 1.500

H3BO3 150
CuS04-5H:0 30
KI 30

ZnS04+7H,0 120
CoCl2-6H20 150
MnCl2-4H,0 120

El tiempo de residencia hidraulico (TRH) empleado durante la puesta en marcha de
los reactores fue de 1,4 dias (referido al volumen util de los lechos) simulando los
TRH tipicos utilizados durante el tratamiento de las aguas residuales en humedales.
Este valor permite operar con una velocidad superficial de liquido adecuada para
favorecer la adherencia de la biomasa al soporte y fomentar el desarrollo de una
biopelicula ya que se encuentra por debajo del valor maximo recomendado en estos
casos (0,1 m/h) (Villaverde et al., 2000). La temperatura de operacidon se mantuvo en
torno a 25°C y el caudal de aire aportado fue de 1,7 L/min para garantizar que la

concentracion de oxigeno disuelto fuera del orden de 7 mg/L.
2.2. Operacion de los reactores

Tras la puesta en marcha, los cuatro reactores operaron bajo las mismas condiciones
de operaciéon con respecto a temperatura, aireacion y composicion de la

alimentacion. Durante la operacion de los reactores sélo fue modificado el TRH.
El periodo de operacion de los reactores se puede dividir en tres etapas:

= Etapal (desde el dia 1 al dia 27 de operacién (biofiltros), 1 al 20 (filtros)).
Periodo de arranque y estabilizacion. El TRH empleado fue de 1,4 d (referido

al volumen qtil del lecho).

= Etapall (desde el dia 28 al 42 de operacién (biofiltros), 21 al 35 (filtros)). El
TRH empleado fue de 1,4 d (referido al volumen util del lecho). Adicion de
100 mg/L de azida sdédica (NaN3) y 10 mg/L de ATU en la alimentacién de
los filtros de arena y carbo6n activo para eliminar la actividad biol6gica en los

mismos.

= Etapalll (desde el dia 43 al 70 de operacion (biofiltros), 36 al 63 (filtros)). El
TRH empleado fue de 0,7 d (referido al volumen util del lecho).
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Para monitorizar la operacién de los reactores, se tomaron muestras de la
alimentacién y del efluente tres veces por semana durante las primeras semanas de
operacion y posteriormente se redujo a dos veces por semana. Los pardmetros
medidos junto con el volumen de muestra necesario en cada caso indicado entre
paréntesis fueron: pH, O, alcalinidad (25 mL), AGV (300 uL), SSV (20 mL), COT (5
mL), NT (5 mL), aniones/cationes (10 mL), NH4* (5 mL), NOz (5 mL), NO3 (5 mL) y
DQO (2,5 mL).

Durante el periodo de operacion de los reactores se realizaron 6 muestreos de
microcontaminantes. Los dos primeros, denominados a partir de ahora como M1y
M2, fueron realizados los dias 22 y 27 de operacién de los biofiltros (15 y 20 en el
caso de los filtros). Los muestreos M3 y M4 se realizaron durante la etapa II los dias
33 y 40 de operacidn de los biofiltros (26 y 33 en el caso de los filtros) mientras que
los muestreos M5 y M6 fueron realizados durante la etapa III los dias 55 y 63 de

operacion de los biofiltros (48 y 56 en el caso de los filtros).

Para determinar la eficacia de eliminacién de los CFCPs en cada uno de los reactores
se tomaban 500 mL de influente y 500 mL de efluente, y se procedia a su analisis
mediante GC-MS (250 mL) y LC-MS (250 mL) tras realizar la extraccion en fase sélida
(solid phase extraction, SPE).

2.3. Ensayos en batch

Se realizaron ensayos en batch para la obtencidn de las isotermas correspondientes a
la adsorcién de amonio, nitrato y materia organica (representada por una mezcla de
AGVs y metanol) sobre carbén activo granular y sobre arena. Para ello, se han
considerado las concentraciones de los contaminantes en el influente de los
reactores (amonio y materia orgénica) y la concentraciéon de nitrato presente en el
efluente suponiendo que la nitrificaciéon del amonio presente en la alimentacién

fuese completa.

Se realizaron 36 ensayos en discontinuo distribuidos en tres sets. En cada uno de los
sets se utilizaron 12 matraces Erlenmeyer (de 250 mL de volumen 1til) de los cuales
6 fueron utilizados para llevar a cabo los ensayos correspondientes a la adsorcion del
contaminante sobre GAC y los otros 6 para evaluar la adsorcién del contaminante
sobre arena. Las caracteristicas técnicas de la arena y del carbén activo granular

empleados ya fueron detalladas en la Tabla 2.1.1.
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El procedimiento experimental utilizado fue el mismo en los tres sets, siendo las
diferencias principales entre ellos el tipo y la concentraciéon de contaminante
presente en el agua. En cada periodo los matraces fueron llenados con una disolucién
de contaminante de concentracién conocida (11 mg N-NH4*/L, 558 mg DQO/L o 11
mg N-NOz /L) y sobre ellos se afadieron dosis de GAC o de arena, segin
corresponda, de 50 mg/L, 100 mg/L, 500 mg/L, 1 g/L y 10 g/L. Fue necesaria
también la preparacion de un blanco (sin adsorbente) para evaluar cualquier cambio
que pudiera tener lugar en el sistema. Las disoluciones de los contaminantes fueron
preparadas en agua de grifo empleando como reactivos: NH4Cl (amonio), NaNOs
(nitrato), metanol y una disoluciéon de AGVs (m/p/b) de 50 g DQO/L (64% de la

disoluciéon de AGVs y en un 36% del metanol).

Los matraces fueron colocados en un shaker (100 rpm) a 25°C durante 48 horas para
asegurar que se habia alcanzado el equilibrio entre las concentraciones de

contaminante en fase liquida y en fase sélida.

Para evaluar la adsorcion de los contaminantes sobre los materiales adsorbentes
empleados se midieron las concentraciones de amonio, nitrato y DQO soluble en la

disolucién inicial y tras 48 horas de experimento.

2.4. Procedimientos para la caracterizacion de la biomasa

2.4.1. Ensayos de actividad

Para determinar la actividad de la biomasa empleada como indculo en los dos
reactores inoculados se realizaron ensayos para obtener las actividades hetero6trofa
y nitrificante de las bacterias presentes en el lodo procedente del tratamiento
bioldgico de la EDAR de Calo-Milladoiro.

Actividad heteroétrofa

Los ensayos se realizaron utilizando un método respirométrico (Lopez-Fiuza et al,,
2002), basado en el seguimiento de la velocidad de consumo de oxigeno disuelto
(OD), usando un monitor de oxigeno biolégico (BOM, YSI modelo 5300). Este equipo
dispone de dos sensores de oxigeno disuelto (YSI modelo 5331) y de un sistema de
adquisicion de datos conectado a un PC (Figura 2.4.1). La reaccidn transcurre en
viales de 15 mL (10 mL de volumen util), agitados mediante un sistema de agitacion
magnética y mantenidos a una temperatura constante de 25°C en un bafio

termostatizado.
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Figura 2.4.1. Monitor de oxigeno biolégico.

El procedimiento seguido es el siguiente:

Lavar el lodo con tampdn fosfato (Tabla 2.4.1).
Calibrar los electrodos de oxigeno.

Saturar los viales, a los que ya se le afiadié el medio de tampoén fosfato y la
concentracion de biomasa requerida, con aire a la temperatura fijada para el
ensayo (25°C).

Colocar los electrodos de oxigeno dentro de los viales, asegurandose que no
quede ninguna burbuja ocluida en la fase liquida, y conectar el sistema de
adquisicion de datos.

Tras dos minutos de reaccidn en ausencia de sustrato (fase enddgena) se

inyecta éste al medio de reaccién.

Se deja transcurrir la reaccion el tiempo necesario para poder determinar

las velocidades de consumo de oxigeno (10-15 min).

Se determina el contenido en biomasa (SSV) de los viales.

La concentracién de biomasa utilizada en el experimento se mantuvo en el rango de
0,5-2 g SSV/L y como sustrato se utiliz6 CH3COONa, por tratarse de DQO facilmente
biodegradable. La concentracién de sustrato inicial se establecié de forma que no

resultase limitante de la velocidad de la reaccién biolégica (200 mg DQO/L). Todos

los ensayos se realizaron por duplicado.

La medida proporcionada por el respirémetro es la evolucion de la concentracion de

OD en los viales con el tiempo, expresada como % de O..
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Tabla 2.4.1. Composicion del tampén fosfato (g/L).

Compuesto Concentracion
KH,PO, 3,31
K;HPO4 3,97
MgS047H20 1,84
MgCl>10H,0 1,52
NacCl 0,80
NaHCO3 0,21

La actividad heterétrofa se determina como:

Pte, — Pte,) -V
Act.Het. = % [2.1]

Donde:
Act. Het.: Actividad heteré6trofa (mg DQO/g SSV-d)
Pte;, Pte.: Pendientes total y de la fase enddégena, respectivamente
(mg 02/L-d)
SSV: Sélidos en suspensidn volatiles (g/L)
V: Volumen util del vial (L)

Actividad nitrificante

Para determinar la actividad nitrificante de la biomasa se emple6 un protocolo
analogo al descrito en el apartado anterior, pero en este caso se utilizo cloruro de
amonio como sustrato, con una concentracién inicial de 20 mg N-NH4*/L. Para

realizar los calculos se tuvo en cuenta la estequiometria de la conversion de amonio

a nitrato:
(Ptet — Ptee) . M . V
Act. Nitr.= 64mg 0 [2.2]
' T SSV '
Donde:

Act. Nitr.: Actividad nitrificante (g N/g SSV-d)

Pte;, Pte.: Pendientes total y de la fase enddgena, respectivamente (mg
02/L-d)

SSV: Sélidos en suspensidn volatiles (g SSV/L)

V: Volumen util del vial (L)
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La composiciéon del tampdén de lavado que se emplea se establece en base a las
necesidades de carbono inorganico y nutrientes de las bacterias nitrificantes.
Considerando que las condiciones 6ptimas de nitrificacién tienen lugar a pH 8, la

composicion del tampoén bicarbonato empleado se detalla en la Tabla 2.4.2.

Tabla 2.4.2. Composicién del tampdn bicarbonato.

Compuesto Concentracion
NaHCOs3 3,000
KH2PO4 0,331
K;HPO, 0,397
Trazas 5,00

* Todas las concentraciones en g/L, excepto las trazas en mL /L

Tabla 2.4.3. Composicion de la disolucién de trazas nitrificantes.

Compuesto Concentracién (g/L)
CaCl; 5,54
MnClz'4H20 5,06
FeS047H,0 5,00
(NH4)6M07024'4H20 1,10
EDTA 5,00
CuS044H,0 1,57
COC12'6H20 1,57
ZnCl; 1,04

2.4.2. Caracterizacion microbioldgica
Fluorescence in situ hibridization (FISH)

La técnica FISH permite la deteccidn selectiva de microorganismos presentes en
muestras que pueden contener muchos otros microorganismos diferentes. Para ello
se usan cadenas de oligonucle6tidos (ACGT) preparadas artificialmente y que son
complementarias a zonas especificas de la cadena del 16S ARNr que permiten
identificar a un microorganismo o grupo dependiendo de la especificidad de la
cadena (Figura 2.4.2). A estas cadenas sintéticas se les denomina sondas de
oligonucleétidos (preparadas sintéticamente por Thermo-Fischer-Scientific) y llevan
adherido a su molécula un tinte fluorescente. Se utilizaron sondas para visualizar el
dominio global de bacterias (EUB 3381), y mas especificamente sondas para detectar

poblaciones especificas de heterétrofas, oxidantes de amonio y oxidantes de nitrito.
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Para que tenga lugar la hibridacién, la pared celular del microorganismo debe ser

permeable a la sonda. El procedimiento general seguido, resumido de (Figueroa,

2008), es el siguiente:

Fijacién de las células

En caso de que la biomasa esté en forma de agregados estos tienen que deshacerse

por ejemplo mediante la aplicacidon de ultrasonidos. Es importante que los fldculos

estén disgregados pero que no se rompan las células.

Concentrar la muestra por centrifugacion.
Lavar la muestra con PBS (1x), centrifugar y resuspender en PBS.

Anadir tres volimenes de fijador y mantener esta muestra en hielo de 1 a 3

horas.

Lavar/resuspender en PBS y afadir 1,25 volimenes de etanol al 98%
(a-20°C).

Inmovilizacion

Limpiar la superficie de los portaobjetos con agua destilada y secar.

Afiadir en cada pocillo de los portas para el microscopio 10 pL de la solucién

de gelatina previamente calentada a 70°C.

Eliminar la gelatina y secar los portas en posicién vertical y afiadir 10 pL

(2-15 pL) de suspensién de células previamente fijadas en cada pocillo.

Secar en la estufa a 46°C durante 10 min y deshidratar pasandolas
sucesivamente por 50, 80 y 98% de etanol (cada 3 min). Secar después a

temperatura ambiente.

Hibridacion

Pipetear 10 pL del tampo6n de hibridacién correspondiente con cada sonda

sobre cada uno de los pocillos del porta en los que haya células.

Pipetear 1 pL de solucidn stock preparada en cada pocillo (concentracion
final 30 ng/pL para sondas marcadas con tintes CY3 y CY5, y 50 ng/uL para
las sondas marcadas con FLUOS) evitando rascar sobre la cubierta de

gelatina.
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= Colocar los portas inmediatamente dentro del tubo de hibridacién teniendo
cuidado de que siempre estén en posiciéon horizontal e incubar durante 1,5
horas a 46°C.

=  Eliminar el tampoén de hibridaciéon lavando con tampén de lavado, colocar el
porta dentro del tubo Falcon con el tampé6n de lavado restante e incubar
durante 10-20 min a 48°C, lavando después con agua Milli-Q y secandolos al

aire.

= Aiadir el amplificador de fluorescencia sobre los pocillos de los portas y

cubrir con el cubreportas.

Microscopio dptico y lupa binocular

Se empled un microscopio de epifluorescencia modelo Axioskop 2 plus (Zeiss). Se
emplearon sondas FISH para identificar poblaciones heterétrofas, amonio-oxidantes
y nitrito-oxidantes. Ademas se empled el marcaje con DAPI para identificar todo el

ADN presente.

El microscopio se puede conectar a una camara digital Cool Snap (de la compaiiia
Roper Scientific) con una resoluciéon de 1392 x 1040, con la que se pueden tomar

fotografias de la biomasa en suspension.
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Proteobacteria

EUB338,

'mix

BACTERIA

Figura 2.4.2. Esquema de bacterias y sondas de identificacion.
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2.5. Métodos analiticos
2.5.1. Parametros fisicos

Los pardmetros fisicos que se midieron en el efluente de los reactores fueron la

conductividad, concentracion de oxigeno disuelto (OD) y el pH.
Conductividad

La conductividad de las muestras se midi6 mediante un conductivimetro manual

Crison modelo 524.
Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno disuelto se midi6 mediante un oximetro WTW Oxi 340 provisto con una
sonda Oxical. El calibrado del oximetro se realizaba a presién atmosférica y a

temperatura ambiente antes de realizar cada medicion.
pH

La medida de pH se realiza mediante un electrodo pHmeter GLP 22 de la marca
Crison. Para la calibracion del equipo se utilizaban disoluciones tampén Crison de pH
4,00y pH 7,00 a 20°C.

2.5.2. Parametros quimicos
Alcalinidad

La alcalinidad es un indicador de la capacidad que tiene un agua determinada de
neutralizar acidos y, por tanto, es muy util en el control del pH (Speece, 1996). La
alcalinidad es aportada por diferentes sustancias tampén, como sales y acidos
débiles. A pH préximos a los valores de neutralidad, los compuestos tampo6n mas
usuales son carbonatos, bicarbonatos e hidréxidos, pudiéndose encontrar también
fosfatos, silicatos, boratos y otras bases (APHA, 1999). De esta manera el pH depende
fundamentalmente de la capacidad tampoén o alcalinidad del sistema (Ahring et al,,
1995).

La alcalinidad total (AT) determinada por valoracién hasta pH 4,3, se puede
considerar, de forma aproximada, como la suma de la alcalinidad debida al
bicarbonato y a los 4cidos grasos volatiles. La alcalinidad parcial (AP) determinada
hasta pH 5,75, se corresponde con la alcalinidad del bicarbonato (Jenkins et al,

1983). Mientras que la alcalinidad intermedia (Al), calculada como la diferencia
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entre las alcalinidades total (AT) y parcial (AP), representa de forma aproximada el
aporte de alcalinidad debida a la concentracion de AGV (Ripley L.E. et al., 1986).

La determinaciéon de la alcalinidad consiste en una valoracién con H,SO. (con
normalidad conocida) a pH 5,75 (AP) y luego a pH 4,3 (AT). La muestra a analizar se
filtra o centrifuga previamente para eliminar los s6lidos suspendidos. Los valores de
la alcalinidad estan expresados en términos de mg CaCO3/L, y se determinan como se

indica a continuacion:

AN -50000
AP =———— [2.3]
v
B - N -50000
AT = ———— [2.4]

Donde:
V: volumen de muestra (generalmente 25 mL)
N: normalidad de H,SO4
A: volumen de H;SO4 (mL) necesarios para llegar al punto de valoraciéon pH
5,75
B: volumen de H,SO04 (mL) necesarios para llegar al punto de valoraciéon pH
4,3

Carbono Total (CT), Inorganico (IC) y Organico Total (COT)

El Carbono Organico Total es una medida directa del contenido de materia organica
total en el agua residual (APHA, 1999). La determinacién del COT es mas rapida que

la de DQO, aunque requiere un equipamiento mas caro y complejo.

En realidad, la DQO y el COT no tienen por qué tener el mismo valor para las mismas
sustancias, ya que el COT es independiente del estado de oxidacién de la materia
organica, al contrario de lo que ocurre con la DQO y con la DBO, y no mide otros
elementos presentes en la materia organica como el nitrégeno o el hidrégeno, que
contribuyen a los valores de DQO y DBO (APHA, 1999).

Normalmente, se puede establecer una correlacion entre los datos de COT y DQO,

pero se trata de una correlacién empirica para cada compuesto (APHA, 1999).

El Carbono Organico Total (COT) se midié con un analizador Shimadzu TOC-5000,
que calcula el COT como la diferencia entre el Carbono Total (CT) e Inorganico (IC)
en la muestra. Se utilizé aire de alta pureza como gas portador a 150 mL/min. El

equipo determina el carbono total a partir del CO, que se produce durante la
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combustién catalitica de la muestra a 680°C, empleando como catalizador de
oxidacién platino inmovilizado sobre esferas de aliimina. El carbono inorganico se
obtiene a partir del CO; que se produce por reaccién con H3zPO, al 25%. El CO; se
mide dpticamente, después de haberle eliminado la humedad, en un Detector de
Infra-Rojo No-Dispersivo (NDIR).

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO se define como la cantidad de oxigeno equivalente (mg/L o g/L) que se
requiere para oxidar quimicamente todos los compuestos oxidables presentes en
una muestra dada, generalmente de agua residual. La determinacién de la DQO
representa un parametro conveniente para la medida de la materia organica

oxidable por procedimientos quimicos.

El ensayo de la DQO dura solamente dos horas, lo cual es una considerable ventaja en
comparacién con la Demanda Biolégica de Oxigeno (DBO) que precisa normalmente
cinco dias. Se pueden obtener correlaciones empiricas entre la DQO y la DBO para
cada tipo de agua. El cociente entre ambas es indicativo de la biodegradabilidad de

los compuestos presentes en un agua residual particular.

Para la mayoria de los compuestos organicos, la DQO representa el 95-100% (APHA,
1999) de la Demanda Teodrica de Oxigeno (DTO), que se calcula segin una base

estequiométrica.

El equipo necesario para realizar la determinaciéon de DQO esta compuesto por un
bloque calefactor Velp cientifica, modelo ECO 16, un agitador magnético Hanna
HI190M y una bureta, utilizandose los dos ultimos en la etapa de valoracién. Se
emplea un método derivado del método 508 (A-B) del Standard Methods (APHA,
1999).

Para llevar a cabo el test se necesitan las siguientes disoluciones:

= Solucidn digestora para aguas con DQO entre 100 y 900 mg DQO/L: 10,216 g
K>Cr;07 y 33 g HgS0, disueltos en 500 mL de agua, a los que se afiaden 167

mL de H,SO4 comercial y esto se lleva a un volumen final de 1 L.
= Solucién catalitica: 10,7 g Ag2S04 en 1 L de H,SO4 concentrado.

= Soluciéon de Ferroina: 1,485 g CigHgNz-H20 (fenontralina monohidrato) y
0,695 g FeS04-7H0 disueltos en 100 mL de agua.
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= Solucién FAS 0,035 N, para aguas con DQO entre 100 y 900 mg DQO/L:
13,72 g Fe(NH)4(S0)2:6H;0 disueltos en agua destilada, a los que se afaden

20 mL de H,SO4 concentrado y esto se lleva a un volumen final de 1000 mL.

= Solucion estandar de K,Cr,07 (0,05 N): Se disuelven 1,2258 g de K,Cr,05,
previamente secado a 105°C durante 2 horas, en 500 mL de agua destilada.

Se toman 2,5 mL de muestra, diluyéndose ésta en el caso de que la DQO supere el
valor maximo de medida de 900 mg DQO/L, y se vierten en un tubo Pyrex de 10 mL.
A continuacion, se afiaden 1,5 mL de la solucién digestora que se ajuste al nivel de
DQO de la muestra y finalmente 3,5 mL de disolucién catalitica. La adicién de esta
ultima se debe hacer de modo que no se produzca la mezcla de la solucion catalitica

con la muestra hasta el momento de comenzar la digestién en el bloque calefactor.

Ademas, se prepara un tubo con 2,5 mL de agua destilada con las mismas cantidades
de solucién digestora y catalitica para tener un valor de referencia, blanco, que

representa la DQO del agua.

Los tubos se sellan con Teflon y se cierran con tapa de Bakelita. Después, se mezcla el

contenido del vial y se colocan en el bloque calefactor a 150°C durante dos horas.

Una vez que los viales estan frios, se realiza la valoracién del dicromato residual con
la disoluciéon de FAS. Para ello se pasa el contenido de los tubos a un vas o de
precipitados, se lava el tubo con agua destilada vaciando el contenido en el vaso y se
afiade una gota de ferroina. A continuacion se procede a realizar la valoracién hasta

que se llega al punto de viraje azul-rojo.

Finalmente, se valora el FAS con el fin de determinar su concentracién. Para ello se
afiaden 3,5 mL de solucidn catalitica sobre 5 mL de agua destilada. Se dejan enfriar y
se anaden 5 mL de la solucién estandar de K;Cr;0; y una gota de ferroina. La

valoracidn se realiza igual que para las muestras.
La concentracion de DQO se calcula aplicando la siguiente expresion:

B - A) * NFAS ° 8000
2,5

DQO (mg/L) = ( [2.5]

Donde:
B, A: volimenes de FAS consumidos en la valoracién del blanco y de
la muestra analizada, respectivamente (mL)

Nras: normalidad de la soluciéon de FAS
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5-0,05

Npys = [2.6]

Donde:
C: volumen consumido en la valoracién de la solucién de FAS (mL).

La determinacién de la DQO total se realiza sobre la muestra bruta, mientras la
determinacion de la DQO soluble se realiza después de haber pasado la muestra por
un filtro de 0,45 pm (Whatman GFC).

Nitrato (N-NOs’)

El fundamento del método empleado consiste en la medida de la absorcién de la
radiaciéon UV por el idn nitrato a 220 y 275 nm (Método 418-A del Standard Methods
APHA, 1999). Para ello se cogen 5 mL de muestra, diluida hasta un maximo de 4 mg
N-NOs/L, y se le afiaden 0,1 mL de HCI 1 N. A continuacién se realiza una medida de
la absorbancia, en un espectrofotometro Shimadzu UV-1603, a 220 nm
correspondiente a los nitratos y a 275 nm para obtener la interferencia debida a la
materia organica disuelta. La absorbancia debida al nitrato se obtiene al restar la
absorbancia a 275 nm multiplicada por 2 a la absorbancia a 220 nm (A220-2-A275). La
recta de calibrado se realiza con patrones de KNOz con concentraciones

comprendidas entre 0 y 4 mg N-NO3/L.
Nitrito (N-NO2)

El método seguido es el 419 del Standard Methods (APHA, 1999). Se basa en una
técnica colorimétrica que consiste en la reacciéon de diazotizacion entre la
sulfanilamida y el i6n nitrito, seguida de una reaccién con N-(1-naftil)etilendiamina,
para desarrollar color rojo, cuya intensidad es directamente proporcional a la

cantidad de nitrégeno presente en la muestra en forma de nitrito.
Las disoluciones que se necesitan son:

=  Sulfanilamida: se disuelven 10 g de sulfanilamida cristalizada en 100 mL de
HCI concentrado y 600 mL de agua destilada. Enfriar la disolucién y llevarla

a 1L con agua destilada.

= NED (N-(1-naftil)etilendiamina dihidrocloruro): se disuelven 0,5 g de NED
en 500 mL de agua destilada.

A 5 mL de muestra, convenientemente diluida, se le afiaden 0,1 mL de cada una de

las disoluciones y se esperan 20 min para que se estabilice el color. A continuacion se
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mide la absorbancia a 543 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1603. Para la
cuantificacion se realiza un calibrado con muestras patron de NaNO; con

concentraciones comprendidas en el intervalo 0-0,24 mg N-NO /L.
Nitrégeno amoniacal (N-NH4*)

La determinacion del amonio presente en la muestra que se quiere analizar fue
realizada a través de la aplicacion del método de Bower/Holm-Hansen. A 5 mL de
muestra diluida (de tal forma que la concentraciéon de N-NH4* se encuentre en el
rango 0-0,9 mg/L) se le afiaden 600 pL de reactivo A y se mezclan con la ayuda de un
vortex. A continuaciéon se incorpora 1 mL de reactivo D (combinacién de los
reactivos B y C) y se agita de nuevo. La mezcla obtenida se mantiene en la oscuridad
durante al menos 2 horas (pero menos de 3 h) y posteriormente se mide su

absorbancia a 640 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1603.
La composicién de los reactivos empleados (A, B y C) se detalla en la Tabla 2.5.1.

Tabla 2.5.1. Composicion de los reactivos empleados en la determinacién del amonio.

Composicion Conc. (g/L) Reactivos
Sodio nitroprusiato 0,28

Reactivo A
Sodio salicilato 440,0
Sodio citrato 120,0

Reactivo B Reactivo D

Sodio hidroéxido 18,5

(7 vol of B + 1 vol of C)
Sodio hipoclorito Don comercial | Reactivo C

Para cuantificar la concentracién de N-NH,* se realiza un calibrado con disoluciones
patrén de NH4Cl en el rango de 0 a 1 mg N-NH4*/L.

Sélidos en Suspension Totales (SST) y Volatiles (SSV)

Los sélidos contenidos en el agua pueden encontrarse en disolucién o en suspension,
y estos pueden a su vez clasificarse en organicos e inorganicos. Los sdlidos en
suspension totales (SST) se determinaron mediante la filtracion de la muestra
eliminando el agua que permanece en la muestra. Los sélidos en suspension volatiles
(SSV) se definen como aquellos que se volatilizan a una temperatura inferior a 505°C
y estan asociados principalmente a los soélidos de naturaleza organica. Las
diferencias pueden ser debidas a algunas sales minerales que se volatilizan o que se

descomponen a esas temperaturas (APHA, 1999).
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Los sdlidos suspendidos volatiles se determinaron mediante la igniciéon de la
muestra seca a alta temperatura (550°C) en una mufla (Selecta). Para estos analisis
se utilizaron los métodos 209 A, 209 Cy 209 D, descritos en el Standard Methods
(APHA, 1999).

Los SST se determinaron por filtracién de un volumen conocido de muestra con
filtros de fibra de vidrio Whatman del modelo GF/C de 4,7 cm de didmetro, que
posteriormente fueron secados a 103-105°C. La diferencia de peso de los filtros
antes y después del secado permitié calcular el contenido en SST. Los SSV se

determinaron por diferencia de peso antes y después de la calcinacién a 550°C.
2.5.3. Determinacion de microcontaminantes en fase liquida
Determinacién de compuestos por GC-MS

La Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas (GC-MS) es la
técnica analitica utilizada para determinar la concentracién de antiinflamatorios
(ibuprofeno, naproxeno, diclofenac), fragancias (galaxolide, tonalide, celestolide) y
disruptores endocrinos (bisfenol A, triclosan, octilfenol, nonilfenol) presentes en las

muestras liquidas.

Antes de analizar las muestras mediante GC-MS debe aplicarse el procedimiento que

se detalla en la Figura 2.5.2.
El procedimiento a seguir puede dividirse en tres etapas:

= Tratamiento de la muestra. En primer lugar se hace pasar la muestra a
través de un filtro de fibra de vidrio de 0,45 um para eliminar la materia
sdlida en suspension. A continuacidon se toman 250 mL de la misma y se
ajusta el pH a 2,5 con acido clorhidrico 1 N. Posteriormente se afiaden sobre

la misma 50 pL de subrogado (bisfenol F y dihidrocarbamazepina).

=  Extraccion en fase sélida (SPE). La SPE es una técnica de preconcentracion
que consiste en hacer pasar la muestra liquida a través de un material sélido
adsorbente donde los analitos quedan retenidos para ser posteriormente
desorbidos empleando un disolvente afin a los mismos. El equipo que se
utiliza para llevar a cabo la extracciéon se muestra en la Figura 2.5.1. Antes de
hacer pasar la muestra a través del cartucho (Oasis HLB 60 mg, 3 cm3) este
debe ser acondicionado con 3 mL de acetato de etilo, 3 mL de metanol y 3

mL de agua a pH 2. Una vez que se ha hecho pasar toda la muestra, los
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cartuchos deben secarse haciendo pasar a través de ellos una corriente de
nitrégeno durante 45 min.

Figura 2.5.1. Montaje experimental requerido para realizar la SPE.

=  Elucién. Una vez que el cartucho esta seco se eluye con 3 mL de acetato de
etilo para desorber los compuestos previamente adsorbidos al mismo. El
extracto obtenido se divide en dos alicuotas. A una de ellas se le afiade el
PCB 30 (disolucién de estdndar interno en acetato de etilo) y se analiza
mediante GC-MS. La otra alicuota se derivatiza (sililacién) mediante adicién
de 200 pL. MTBSTFA y se calienta a 60°C durante 60 min. A continuacién se
adiciona el PCB 30 (disolucién de estandar interno en acetato de etilo) y se
procede al analisis mediante GC-MS.

El equipo utilizado para llevar a cabo la determinacién consiste en un cromatoégrafo
de gases Varian CP 3900 (Walnut Creek, CA, USA) equipado con puerto de inyecciéon
split-splitless e inyector automatico (CP-8400) y conectado a un espectrémetro de
masas con trampa de iones (Varian Saturn 2100) (GC-MS). La columna capilar
utilizada para llevar a cabo la separaciéon cromatografica de los compuestos es del
tipo BP-5 (30 m x 0,25 mm d.i,, df: 0,25 pum) (Varian). El gas portador utilizado es
helio. Las condiciones de GC-MS se detallan en la Tabla 2.5.2.

La cuantificaciéon de los distintos compuestos realiza mediante calibracién con

estandar interno. Los limites de cuantificaciéon para la muestra dependen de la
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matriz a analizar, ya que esto determina el grado de concentracién que se puede
alcanzar. Para una relaciéon sefial/ruido (signal/noise, S/N) de 10 son
aproximadamente (ppb): IBP (2), NPX (2,5), DCF (10), GLX (5), TON (5), CEL (5), BPA
(2,5), TCS (5), OP (2), NP (2).

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
Filtracién
Ajuste pH 2,5
Adicidén subrogado

Y

EXTRACCION
Acondicionamiento cartuchos
Paso de muestra por cartucho

Secado del cartucho

ELUCION

1,5 mL acetato de etilo

N

FRAGANCIAS ANTIINFLAMATORIOS
CDEs
Adicion del estandar interno Adicion del derivatizante
Inyeccion GC-MS Adicidn del estandar interno
Inyeccion GC-MS

Figura 2.5.2. Procedimiento de andlisis de microcontaminantes mediante GC-MS.
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Tabla 2.5.2. Condiciones de operacién de GC-MS.

Parametros
L. Compuestos

Cromatograficos
Inyector Split-Splitless

Tiempo de Splitless 2 min
Temperatura del inyector 280 °C

Flujo en columna (He) 1 mL/min
Volumen inyeccidén 1 uL

Disolvente

Acetato de etilo

Programa de temperaturas

Temperatura inicial
Tiempo inicial
Rampa 1
Temperatura 1
Tiempo 1
Rampa 2
Temperatura 2
Tiempo 2
Rampa 3
Temperatura 3

Tiempo 3

70 °C

2 min
25°C /min

150 °C
3°C /min

180 °C
8 °C /min

280°C

15 min

Espectrometro de masas

Modo ionizacion
Corriente emision filamento
Temperatura linea de transferencia
lonizacion
Velocidad scan

Rango de masas

m/z de cuantificacion

Impacto electrénico
10 pA
280°C
100 Ev

1s/scan
50-550 m/z

Galaxolide y Tonalide (243)
Celestolide (229), IBP (263),

NPX (287), DCF

(352+354+356), BPA (442),
TCS(345+347+349), OP (263),

NP (277)
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Determinacién de compuestos por LC-MS

La Cromatografia de Liquidos acoplada a la Espectrometria de Masas (GC-MS) es la
técnica analitica utilizada para determinar la concentracién de antibidticos
(sulfametoxazol, eritromicina, roxitromicina, trimetoprim), fluoxetina, hormonas
(estrona, 17fB-estradiol 17a-etinilestradiol) y neurofarmacos (carbamazepina,

diazepam) en muestras liquidas.

El procedimiento que se debe seguir antes de analizar la muestra por LC-MS es
analogo al descrito en el apartado anterior pero con algunas diferencias (Figura
2.5.3).

En este caso en la etapa de tratamiento de la muestra solo se requiere su filtrado a
través de un filtro de fibra de vidrio de 0,45 pm. Durante la etapa de extraccion los
cartuchos, a través de los cuales se hace pasar la muestra, deben ser previamente
acondicionados con 3 mL de metil-terbutil-éter, 3 mL de metanol y 3 mL de agua
destilada. El tiempo de secado de los cartuchos mediante una corriente de nitrégeno
es de 60 min. La elucién se lleva a cabo con 1,5 mL de una mezcla de metil-
terbutileter:metanol (10:90, v/v) y 1,5 mL de metanol. El extracto obtenido se
analiza mediante LC-MS en el edificio CACTUS de la USC.

El equipo utilizado es un cromatégrafo de liquidos Agilent G1312A con bomba
binaria y un inyector automatico HTC-PAL (CTC Analytics) conectado a un
espectrometro de masas API 4000 triple quadrupolo (Applied Biosystems). Los
analitos se separan en una columna de 250 x 4,6 mm Synergi Max-RP C12 con un
tamafio de particula de 4 um (Phenomenex) y dotado con una precolumna de la
misma marca comercial. La fase mévil consiste en un gradiente de acido férmico

0,1% en agua y metanol. Las condiciones de LC-MS se detallan en la Tabla 2.5.3.

La cuantificacién de los distintos compuestos se lleva a cabo mediante calibracién
con estandar interno. Para una S/N=10 los Ilimites de cuantificacion son
aproximadamente (ppt): SMX (500), ERY (100), TMP (500), ROX (100), FLX (100),
CBZ (500), DZP (500). En el caso de las hormonas los limites de cuantificacion son
(ppb): E1 (1), E2 (1), EE2 (1).
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TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Filtracion

A 4

EXTRACCION
Acondicionamiento cartuchos
Paso de muestra por cartucho

Secado del cartucho

\ 4

ELUCION
1,5 mL metilterbutileter:metanol
(10:90, v/v)
1,5 metanol

\ 4

ANTIBIOTICOS
FLUOXETINA
HORMONAS
NEUROFARMACOS

Inyeccién en LC-MS

Figura 2.5.3. Procedimiento de anilisis de microcontaminantes mediante LC-MS.
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Tabla 2.5.3. Condiciones de operacién de LC-MS.

Parametll'o_s Antibiéticos Hormonas
Cromatograficos
. A(H200,1%FA) /B 0
Fase mévil (MeOH) A (H20 0,1% FA) / B (MeOH)
Tiempo de equilibrado 17 min 7 min
Pulso de Presion 147 bares 156 bares
Temperatura del inyector 450 °C 450°C
Volumen inyeccién 5 pL 10 pL
Gradiente de concentraciones en la columna cromatografica (hormonas)
, . Caudal A (H20 0.1%
Tiempo (min) (uL/min) FA) B (MeOH)
0.00 700 30 70
2 700 12 88
15 700 6 94
Gradiente de concentraciones en la columna cromatografica (antibiodticos)
. . Caudal A (H200.1%
Tiempo (min) (uL/min) FA) B (MeOH)
0.00 700 85.0 15.0
3.50 700 85.0 15.0
10.00 700 20.0 80.0
13.00 700 20.0 80.0
13.10 700 10.0 90.0
21.00 700 10.0 90.0
Espectrometria de masas
Modo ionizacién ESI+ APCI+
SMX (254.0/92.1)
SMX2 (254.0/108.1)
TMP (291.2/123.0) Estradiol (255/159.1)

TMP2 (291.2/261.1)
ROX (837.6/158.1)
ROX2 (837.6/116.1)
ERY (734.5/158.1)

Estradiol2 (255/133.1)
Estrona (271.1/133.2)
Estrona2 (271.1/159.2)

m/z de cuantificacion Estrona3 (271/253.1)

ERYZ (734.5/83.1) Ethynylestradiol
FLUO (310.2/44.1) (279.2/133.1)
FLUO2 (3102/148.1) Ethynylestradiol2

CBZ (237.2/194.1)

CBZ2 (237.2/192.1) (279.2/159.2)

DZP (285.1/193.1)
DZP2 (285.1/154.0)
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Resultados y discusién

3.1. Ensayos batch

Los resultados obtenidos durante los ensayos realizados en batch para determinar la
capacidad de adsorcién de la arena y del carbdén activo para amonio, nitrato y

materia organica soluble se muestran en las Figuras 3.1.1, 3.1.2 y 3.1.3.
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Figura 3.1.1. Concentraciones de amonio medidas en la fase liquida en equilibrio con
el sélido (A) y capacidad de adsorcién de los sélidos para amonio (B) referentes a

arena (0) y carbdn activo ( *)

En cada una de la representaciones en la Figura (A) se detallan las concentraciones
del contaminante medidas en la fase liquida 48 horas después de haber iniciado el
ensayo en funcion de la dosis de sélido empleado y en la (B) se representa la
capacidad de adsorcion del sélido (q) (mg de compuesto adsorbido/mg de sélido
empleado) con respecto a la concentracién del compuesto medida en la fase liquida

en equilibrio con el sé6lido.
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q (mg N-NO; /mg sélido)
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Figura 3.1.2. Concentraciones de nitrato medidas en la fase liquida en equilibrio con

el sélido (A) y capacidad de adsorcién de los sélidos para nitrato (B) referentes a
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Figura 3.1.3. Concentraciones de equilibrio de DQO en fase liquida frente a la
concentracion de adsorbente utilizado (A) y capacidad de adsorcion del sélido para

la materia organica soluble (B) referentes a arena ( 1) y carb6n activo ( )

En base a los resultados obtenidos puede afirmarse que la arena sélo tiene capacidad
de adsorcion para el amonio (Figura 3.1.1) mientras que el carbén activo granular
empleado es capaz de adsorber amonio (Figura 3.1.1), nitrato (Figura 3.1.2) y
materia organica soluble (Figura 3.1.3). En todos estos casos se comprobd que al
aumentar la concentraciéon del adsorbente, disminuye la concentracion de

compuesto en la fase liquida.

La ecuacién de Freundlich (ec. 1.4) relaciona la capacidad de adsorcién del material
adsorbente con la concentracién de equilibrio del contaminante en la fase liquida.
Por lo tanto, si se linealiza la ecuacién y se aplica a los resultados obtenidos durante
los ensayos batch es posible obtener las constantes de adsorcién del carbén activo y

la arena para los tres contaminantes estudiados (Tabla 3.1.1).
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Tabla 3.1.1. Constantes de adsorcion (Kr) e intensidades de adsorcion (n) obtenidas

de amonio, nitrato y materia orgaanica soluble en arena y carbo6n activo granular.

Sélido  Compuesto K n R?2
Amonio 8,1E-46 0,024 0,550
Arena Nitrato - - -
m.o. soluble 2,0E-295 0,009 0,816
Amonio 2,8E-15 0,089 0,035
GAC Nitrato 1,6E-6 0,378 0,974
m.o. soluble 3,4E-50 0,055 0,908

*Kren (mg/mg)(L/mg) */»

Las constantes de adsorcién obtenidas indican que aunque la arena y el carbén
activo tienen capacidad para adsorber algunos de los contaminantes estudiados
(amonio en el caso de la arena y; amonio, nitrato y materia organica soluble en el
caso del carbén activo), la fraccion del compuesto eliminada por adsorcién es
relativamente baja dado que las constantes de adsorciéon obtenidas presentan

valores préximos a cero.

En cuanto a carb6n activo se comprobé que, a pesar de haber empleado
concentraciones de sélido de 10 g/L, las eficacias de eliminaciéon respecto a las
obtenidas cuando se utilizé 1 g s6lido/L s6lo se vieron incrementadas en un 4% en el
caso del amonio y en un 9% en el caso de la materia orgénica soluble. Este hecho
podria explicarse asumiendo que el tiempo empleado en la realizaciéon de los

ensayos batch (48 horas) no fue suficiente para alcanzar el equilibrio.

Para comprobar la hipétesis anterior se realizaron ensayos en batch similares a los
anteriores, pero con una duracién superior: ocho dias. Las concentraciones de los
contaminantes empleados y las condiciones de operacién (temperatura, agitacion)
fueron las mismas a las ya descritas en el apartado 2.3 de “Materiales y métodos”. La
concentracion de s6lido empleado en este caso fue de 10 g/L para asegurar que la

cantidad de material adsorbente no fuese un factor limitante.

En las Figuras 3.1.4, 3.1.5 y 3.1.6 se representan, respectivamente, las
concentraciones de amonio, nitrato y materia organica soluble medidas en la fase
liquida 48, 96 y 192 horas después de haber iniciado los ensayos.
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En base a los datos mostrados en las Figuras 3.1.5 y 3.1.6 puede afirmarse que los
resultados obtenidos durante los primeros ensayos batch realizados para estudiar la
adsorcién del nitrato y la materia organica soluble sobre el carbén activo y la arena
son validos ya que a partir de las 48 horas desde el inicio de los ensayos no se
observan cambios significativos en las concentraciones en fase liquida de los

contaminantes.

En el caso particular del amonio (Figura 3.1.4), los ensayos realizados a 48 horas no
son validos para estudiar la adsorcion de este compuesto sobre la arena y el carbon
activo ya que, incluso tras 192 horas desde el inicio de los ensayos, la concentracién
del compuesto medida en la fase liquida sigue disminuyendo en el ensayo. En el caso
de la arena se observa un descenso en la concentracién de amonio medida en la fase
liquida hasta las 100 horas mientras que en el dltimo ensayo habia incrementado.

Estas variaciones pueden ser atribuidas al efecto de la adsorcién-desorcién.

En la revision bibliografica realizada se encontraron referencias que confirman que
el carbdn activo es efectivo en la eliminacién de nitrato y amonio por adsorcion
(Vassileva et al, 2008; Demiral et al, 2010) mientras que la arena solo tiene
capacidad para adsorber el nitrato (Azhar et al., 2012). En esos mismos trabajos se
demostr6 que el tratamiento previo del sélido con acido mejora la capacidad de

adsorcién de estos materiales.

3.2. Caracterizacion de la biomasa

3.2.1. Actividades

Se realizaron ensayos de respirometria para determinar las actividades heterétrofa y
nitrificante de la biomasa empleada como inéculo en los biofiltros de arena y carbén
activo procedente del reactor biolégico de la EDAR de Calo-Milladoiro. En la Tabla
3.2.1 se detallan los resultados obtenidos para los ensayos realizados por duplicado

en cada caso.

Tabla 3.2.1. Actividades heteroétrofa y nitrificante de la biomasa usada como inéculo.

Actividad heterétrofa (mg 02/g SSV-d) 0,15+0,04
Actividad nitrificante (mg N-NH,*/g SSV-d)  0,03F0,01

La variabilidad observada en el valor de la actividad nitrificante puede ser atribuida
esencialmente a que el método empleado para su determinacién pierde precision
para valores tan bajos ya que practicamente no es posible diferenciar la fase de

respiracion total de la fase de respiracién endégena.
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Las actividades heterétrofa y nitrificante estimadas se encuentran muy por debajo
de los valores tipicos correspondientes a reactores de lodos activos empleados en el
tratamiento de las aguas residuales (0,5-1 g 02/g SSV-d y 0,04-0,2 g N-NH4*/g SSV-d)
(Alvarifio, 2011). Este hecho puede ser atribuido a que las velocidades de carga
organica y nitrogenada en el reactor biolégico de la depuradora se encontraban muy
por debajo de los valores habituales debido al periodo de lluvias (10/04/2013).

No se pudieron determinar las actividades heteroétrofa y nitrificante de la biomasa
desarrollada en los biofiltros de arena y carbon activo ya que los reactores
estuvieron completamente sellados durante el periodo de operacién para evitar

fugas lo que impidi6é poder tomar una muestra del interior de los mismos.

3.2.2. FISH

Se aplicé la técnica FISH para determinar la presencia de poblaciones heterotrofas,
oxidantes de amonio (AOB) y oxidantes de nitrito (NOB) en el in6culo empleado en
los biofiltros de arena y carbdn activo. Se emplearon sondas para identificar
poblaciones heterétrofas de Gammaproteobacteria, Zoogloea y Thauera, poblaciones
oxidantes de amonio Betaproteobacteria amonio-oxidante y poblaciones nitrito-

oxidantes de Nitrospirae y Nitrobacter spp.

En la Figura 3.2.1 se muestran las poblaciones identificadas en el indculo en rojo
(AD,G), las bacterias en verde (B,E,H) y todo el ADN detectado en la muestra
examinada en azul (C,F,I). La aplicaciéon de FISH confirmd la presencia en el in6culo
de las poblaciones heterétrofas Gammaproteobacteria (Figura 3.2.1.A) y Thauera spp
(Figura 3.2.1G),y las nitrito-oxidantes Nitrospirae (Figura 3.2.1.D).

También se aplicé la técnica FISH a los restos de biomasa presentes en los efluentes
de los dos biofiltros al final de la primera etapa de operacién (dia 42). En el caso del
biofiltro de arena se identific6 la presencia de las mismas poblaciones presentes en
el indculo (Gammaproteobacteria, Thauera spp y Nitrospirae). Sin embargo, en el
efluente del biofiltro de carbén activo sélo fue posible identificar la presencia de
Gammaproteobacteria ya que en el resto de los casos las particulas finas de GAC

impedian la visualizacién de las poblaciones bacterianas.

En numerosas fuentes bibliograficas se ha confirmado que los biofiltros de carb6n
activo granular son muy adecuados para el desarrollo de bacterias oxidantes de
amonio y oxidantes de nitrito, ya que debido a la estructura que presenta el GAC, se

favorece el desarrollo de las bacterias de crecimiento lento (Yapsakli et al., 2010).
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Figura 3.2.1. Identificacién de las poblaciones Gammaproteobacteria (A), Nitrospirae
(D) y Thauera spp. (G) en el in6culo.

3.3. Operacion de los reactores

3.3.1. Operacion del filtro de arena

El periodo de operaciéon del filtro de arena se puede dividir en tres etapas:
etapa I (del dia 1 al 20 de operacion), etapa II (del 21 al 35 de operacién) y etapa III
(del 36 al 63 de operacién). Durante las dos primeras etapas el TRH empleado fue de
1,4 d y en la ultima de 0,7 d. A partir del dia 21 de operacidn, se introdujeron 100
mg/L de azida sédica (NaN3) y 10 mg/L de aliltiourea (ATU) en la alimentacién de
los lechos no inoculados para evitar el desarrollo de la biomasa y estudiar la eficacia
de este sistema de tratamiento para eliminar, exclusivamente por adsorcién, los

compuestos contaminantes presentes en el influente.
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La evolucién de la conductividad y pH en el efluente del filtro de arena durante todo
el periodo de operacién se detalla en la Figura 3.3.1. Analizando los datos
representados puede comprobarse que la adiciéon de azida y ATU supone un
incremento en el valor de la conductividad, llegando a estabilizarse en torno a los
1400 pS/cm durante el resto de la operacion y sin sufrir ningin cambio significativo

una vez que se modific6 el TRH.

Durante los primeros dias de operacion del filtro de arena se produce un incremento
progresivo en el valor del pH del efluente hasta la obtencion de un maximo (8,2) el
dia 8 de operacién. En los dias posteriores se produce un descenso gradual en el
valor de este parametro estableciéndose finalmente en torno a 7,4, valor ligeramente
superior al de la alimentacién (7,0). La presencia de la arena puede ser la causa
responsable de este fendmeno ya que pudo comprobarse que la arena en contacto
con agua tiene capacidad para incrementar el pH perdiendo eficacia a medida que

ésta se va lavando (resultados no mostrados).
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Figura 3.3.1. Evolucién de la conductividad (#) y el pH (O) en el efluente del filtro de

arena.

En la Figura 3.3.2 se muestran las concentraciones de los sélidos en suspension
volatiles y totales medidos en el efluente del filtro de arena durante todo el periodo
de operacién. La concentracidon de sélidos en suspensidon se mantiene en todos los
casos por debajo de 0,05 g/L exceptuando el valor obtenido en el muestreo realizado
el dia 35 de operaciéon en el cual se obtuvo una concentracién de sélidos en
suspension totales de 0,33 g/L. En este caso particular se observd ademas que la

fraccion volatil de los soélidos en suspension presentes en el efluente sélo
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representaba el 14% del total, por lo que este valor tan alto pudo deberse al arrastre

en el efluente de particulas finas procedentes del desprendimiento de la arena.

I 11 11

0,35

: o)
0,30 : :
| 1
= 0,25 T i
}D . .
- 0,20 ! 1
& ! !
© 0,15 T i
> .
A 0,10 ! L
| 1
0,05 -TO—T—”—. o
° Teg T o®ee
0,00 — : L .pO
0 15 30 45 60 75
Tiempo (d)

Figura 3.3.2. Evolucién de SSV ( ®) y SST ( ©) en el efluente del filtro de arena.

En la Figura 3.3.3 se detallan los valores correspondientes a la DQO (A) y las
concentraciones de carbono organico total (COT) (B) medidos en el influente y en el
efluente del filtro de arena. Como puede observarse en la grafica, la DQO en el
influente se mantiene en torno a los 500 mg/L durante todo el periodo de operacion.
Los valores detectados los dias 32 y 34, relativamente mas bajos, pueden ser

atribuidos a la degradacién de los AGVs empleados en la alimentacion.

Durante la primera etapa de operacién del filtro de arena el valor de la DQO en el
efluente disminuyé progresivamente con el paso del tiempo, sin embargo, tras la
adicion de azida sddica y ATU el dia 21 de operacion (etapa II), la eliminacién de la
materia organica empezd a reducirse de forma también gradual a medida que iban
transcurriendo los dias. En la tercera etapa de operacion, cuando en el filtro de arena
solo existia adsorcion, la eliminacién media de la materia organica fue inferior al 5%.
La incorporacion de los inhibidores a la alimentacion sirvié para demostrar que la
arena no tiene capacidad para adsorber la materia organica soluble; por lo tanto,
durante los primeros dias de operacion del filtro de arena la eliminaciéon de la
materia organica tuvo lugar mayoritariamente por biodegradacién debido al

crecimiento de poblaciones bacterianas sobre la arena utilizada en el lecho.

La concentracién de carbono orgéanico total (COT) en el efluente sigue la misma

evolucion que la DQO.
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Figura 3.3.3. Concentraciones de DQO en el influente ( &) y en el efluente (<*) (A) y

COT en el influente ( ) y en el efluente (#) (B) del filtro de arena.

elemento traza en la azida.

La concentracién de N-NH4* en el influente del filtro de arena se mantiene en torno a
10 mg/L durante todo el periodo de operacién (Figura 3.3.4). Tras la incorporaciéon
de la azida sédica y la ATU en la alimentacidn, la concentraciéon de N-NOsz™ en el
influente se ve incrementada desde 1,5 a 4,5 mg/L. Ese aumento en la concentracién

de nitrato en el influente estd asociado a la presencia de este compuesto como
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Figura 3.3.4. Concentracion de N-NH4* en el influente ( *) y concentraciones de
N-NH4*(H) y N-NO3- ( &) en el efluente del filtro de arena.

Durante la primera etapa de operacion la concentracion de N-NH4* en el efluente
disminuyd progresivamente con el paso del tiempo, mientras que la presencia de
N-NOs3- fue practicamente nula. Tras la incorporacién de los inhibidores en la
alimentacién (dfa 21) se produjo un aumento paulatino tanto en la concentracién de
N-NOs3- como en la concentracion de N-NH4* presentes en el efluente. Durante la
etapa III, la concentracién de amonio en el efluente fue ligeramente inferior a la del

influente, mientras que la concentracion de nitrato se mantuvo en torno a 4 mg/L.

Durante la etapa IlII, en base al balance de nitrégeno y al efecto de los inhibidores,
puede demostrarse que la arena sélo es capaz de eliminar un 20% de amonio por
adsorcién mientras que la eliminacién de nitrato a través de este mecanismo es
practicamente nula ya que, la concentracion de nitrato en el efluente coincide con la
de la alimentacién (~4 mg/L tras la adicion de los inhibidores). Este hecho evidencia
el efecto de la biodegradacién en la eliminacién de amonio y nitrato durante la

primera etapa a través de procesos de nitrificacion/desnitrificacion.

3.3.2. Operacion del filtro de carbén activo

El periodo de operacidn del filtro de carbdn activo se divide en las mismas etapas

que las descritas en el apartado 3.3.1 para el filtro de arena.

La adicion de la azida y la ATU en la alimentacién (dia 21) produjo un incremento en
la conductividad del efluente de 1375 a 1500 pS/cm, aproximadamente, debido al
caracter iénico del primer compuesto (Figura 3.3.5).
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Figura 3.3.5 Evolucidn de la conductividad () y el pH (O) en el efluente del filtro de

carbon activo.

En la Figura 3.3.5 puede observarse ademas como el valor del pH desciende
progresivamente con el paso del tiempo. Durante los primeros dias de operacion el
valor de este parametro estuvo en torno a 10 dado que el carbdn activo en contacto
con el agua tiene capacidad para incrementar su pH hasta valores muy basicos (ficha
técnica del GAC). Posteriormente, el carbén activo se fue lavando y fue perdiendo
capacidad para incrementar el pH del efluente. La tendencia parece indicar que se

alcanzaran valores proximos a los de la alimentacion.

La concentracién de sélidos en suspension volatiles y totales presentes en el efluente
del filtro de carbdn activo se detallan en la Figura 3.3.6. En la mayoria de los
muestreos realizados las concentraciones de s6lidos en suspension volatiles y totales

fueron del mismo orden y se mantuvieron por debajo de 0,05 g/L.
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Figura 3.3.6. Evolucion de SSV ( #) y SST ( ) en el efluente del filtro de GAC.

La evolucién de la DQO (A) y la concentracién de COT (B) en el influente y en el
efluente del filtro de carbén activo se muestra en la Figura 3.3.7. Como puede
observarse en la grafica, las concentraciones de COT y DQO en el efluente del filtro de
GAC siguen la misma evolucidn.

Durante el periodo de operacién del filtro de GAC la DQO en el influente se mantiene
en torno a los 500 mg/L. En la primera etapa de funcionamiento del equipo, la
eliminacion de la materia organica se mantuvo por encima del 50%. En este caso, el
aumento de la DQO observado tras la incorporacién en la alimentacién de 100 mg/L
de azida sodica y 10 mg/L de ATU el dia 21 de operacidn, no puede ser atribuido
exclusivamente a la desaparicién de la actividad bacteriana como se propuso en el
caso del filtro de arena ya que antes de que fueran incorporados los inhibidores en
el influente el valor de la DQO ya aumentaba de forma gradual. En base a los
resultados obtenidos en los ensayos batch se puede asumir que la adsorciéon es clave
en la eliminacion de la materia organica soluble durante la primera etapa de
operacion aunque no es posible descartar el efecto de la actividad bacteriana en
comparacion con los resultados obtenidos en el filtro de arena. En la segunda etapa
de operacion del filtro de GAC, durante el cual se evalia exclusivamente la
adsorcién, se produce un aumento significativo en las concentraciones de DQO en el
efluente, por lo que el carbdn activo no es efectivo para eliminar la materia organica

soluble a largo plazo.
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Figura 3.3.7. Concentraciones de DQO en el influente ( &) y en el efluente (<) (A) y
COT en el influente ( ®) y en el efluente () (B) del filtro de carbon activo.

La concentracién de N-NH4* en el influente se mantiene constante con el tiempo en
torno a 10 mg/L. Igual que ocurria en el caso del filtro de arena, la adicién de la azida
sodica y la ATU produce un incremento de la concentracién de N-NOs- en el efluente
(Figura 3.3.8).

La concentracién de amonio en el efluente del filtro de carboén activo sigue la misma
evolucidn que la ya descrita en el caso de la DQO. Antes de la adicién de azida y ATU,
la concentracién de N-NOs- en el efluente era practicamente cero mientras que la
concentracion de N-NH,* se mantuvo en todos los casos por debajo de los 5 mg/L.
Tras la adiciéon de los inhibidores se produjo un aumento en la concentracién de

N-NH4* presente en el efluente. Durante la tercera etapa de operacion, en la cual se
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redujo el TRH a 0,7 d y se estudiaba exclusivamente el efecto de la adsorcion, se
produjo un incremento en la concentraciéon de N-NO3- presente en el efluente que se
mantuvo practicamente constante con el paso del tiempo. En esta etapa las
concentraciones de N-NH4+ detectadas en el efluente se mantuvieron muy préximas

a los valores medidos en el influente durante el mismo periodo de operacién.
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Figura 3.3.8. Concentracion de N-NH4* en el influente ( **) y concentraciones de
N-NH,*( M) y N-NO3- ( &) en el efluente del filtro de GAC.

Los resultados obtenidos durante la segunda etapa de operacién del filtro confirman
que existe adsorcion de amonio sobre el carb6on activo aunque en una proporcion
muy baja. Comparando estos resultados con los obtenidos durante la tltima etapa de
operacion del filtro de arena se demuestra que una fraccién de nitrato es adsorbida
sobre el carbén activo del lecho ya que la concentracién de nitrato presente en el
efluente del filtro de GAC es un 50% inferior al obtenido en el efluente del filtro de
arena a pesar de que la concentracién de nitrato en el influente era la misma ya que

se empled la misma alimentacién para los dos sistemas de tratamiento.

Con respecto a la etapa [ se asume que existe adsorcién de amonio y nitrato sobre el
lecho de carbdn activo (confirmado con los ensayos batch), sin embargo, no es
posible descartar el efecto de la actividad bacteriana (nitrificacién/desnitrificacion)

antes de la adicién de los inhibidores.

3.3.3. Operacion del biofiltro de arena

El periodo de operacion del biofiltro de arena se divide en dos etapas: etapa I (dia 1
al 42 de operacion, TRH= 1,4 d) y etapa II (dia 43 al 70 de operacién, TRH= 0,7 d).
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El seguimiento de los parametros fisicos (conductividad y pH) en el efluente del

biofiltro de arena se muestra en la Figura 3.3.9.
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Figura 3.3.9. Evolucién de la conductividad (#) y el pH () en el efluente del
biofiltro de arena.

Durante la puesta en marcha del reactor se detectaron valores de conductividad
ligeramente mas altos que durante el funcionamiento estable del mismo, este hecho
podria ser atribuido al lavado de la arena. El valor de la conductividad tendié a
estabilizarse con el tiempo sin verse afectado tras la modificacién del TRH el dia 43

de operacidn.

El pH medido en el efluente del biofiltro de arena se mantuvo durante toda la

operacion en el intervalo 8,3-8,7.

La concentracion de sdlidos en suspension presentes en el efluente del biofiltro de
arena se mantuvo por debajo de 0,10 g/L durante todo el periodo de operacién del
reactor (Figura 3.3.10) exceptuando los dos ultimos muestreos en los cuales se
detectaron concentraciones proximas a 0,30 g/L debido, principalmente, al
desprendimiento de una fracciéon de la biopelicula desarrollada sobre la parte

superior del lecho.

La concentracién de sélidos en suspension en el efluente es relativamente baja dado
que el influente utilizado es sintético, las bacterias estan adheridas al soporte y no
existe arrastre de las particulas de arena. Los so6lidos presentes en el efluente son
mayoritariamente de naturaleza organica ya que proceden de la biomasa

desprendida del lecho.
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Figura 3.3.10. Evolucion de SSV ( #) y SST ( ) en el efluente del biofiltro de arena.

En la Figura 3.3.11 se representa la evolucién en las concentraciones de DQO (A) y
COT (B) medidas en el influente y en el efluente del biofiltro de arena, asi como

también las concentraciones de oxigeno disuelto en el efluente.

La DQO en el influente se mantuvo en torno a los 500 mg/L mientras que en el
efluente se mantuvo durante toda la operacién en torno a 40 mg/L sin observarse
ninguin cambio significativo en la eliminacién de la materia organica cuando el TRH
se redujo a 0,7 d. La eliminacién de la materia organica durante todo el periodo de

operacion del biofiltro de arena fue superior al 86%.

La concentracién de oxigeno disuelto en el efluente se mantuvo en todos los casos
por encima de los 5,8 mg/L permitiendo que el oxigeno no fuera el factor limitante
en los procesos correspondientes a la degradacién de la materia organica y a la
nitrificaciéon. Durante la puesta en marcha del reactor pudo observarse una
disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto en el efluente debido al periodo
de aclimatacién que sufri6é la biomasa durante los primeros dias de operacion del

biofiltro de arena.

La variacion observada entre las concentraciones de carbono organico total medidas
en el influente y en el efluente del biofiltro de arena son asumibles a la degradacién

de la materia organica.
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Figura 3.3.11. Concentracién de DQO en el influente ( &) y concentraciones de DQO
(£*) y oxigeno disuelto (“) (A) en el efluente y concentraciéon de COT en el influente
(®) y en el efluente (*£) del biofiltro de arena.

Durante el periodo de operacién del reactor la concentracién de amonio en el
influente permanece en torno a 10 mg/L mientras que en el efluente solo se detectd
durante los dos primeros muestreos (20 mg N-NH4*/L). Estos valores obtenidos
durante el periodo de aclimataciéon de la biomasa al medio pueden explicarse
teniendo en cuenta que durante la puesta en marcha de los reactores tuvo lugar lisis
celular.

Durante la primera etapa de operacion del biofiltro de arena la concentracién de
N-NOs- en el efluente es similar a la concentracién de N-NH4* en la alimentacion.
Atendiendo a este hecho y a los resultados obtenidos en el caso del filtro de arena
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puede asumirse que el principal mecanismo implicado en la eliminacién del amonio
es la nitrificacién. En la segunda etapa de operacién (dia 43 a 70) no se detecta
amonio en el efluente, sin embargo, la concentracién de N-NOs en el efluente
disminuye, siendo menor a la esperada en el caso de que la eliminacién del amonio
tuviese lugar unicamente por nitrificaciéon. Para explicar este fen6meno deben
considerarse otros factores tales como la desnitrificacion o el stripping del amoniaco.
En base a la observacion realizada y al comportamiento que presentoé el filtro de
arena, ese descenso en la concentracion de N-NOs- en el efluente durante los tltimos
dias de operacion puede atribuirse al efecto de la desnitrificacién ya que como puede
observarse en la Figura 3.3.12 trae asociado consigo un ligero incremento en el valor
del pH.
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Figura 3.3.12. Concentracion de N-NH4* en el influente ( *) y concentraciones de
N-NH4*( M) y N-NO3 ( £) en el efluente del biofiltro de arena.

3.3.4. Operacion del biofiltro de carbén activo

El periodo de operacién del biofiltro de carbo6n activo se divide en dos etapas, ya

descritas en el apartado 3.3.3.

El seguimiento de la conductividad y el pH con el tiempo en el efluente del biofiltro
de carbén activo se detalla en la Figura 3.3.13. La conductividad aumenta
ligeramente durante los primeros dias de operacion, debido al posible efecto de la
lisis celular, estabilizdndose a partir del dia 30 en torno a 1240 pS/cm

independientemente del TRH empleado.
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Figura 3.3.13 Evolucién de la conductividad (+) y el pH (O) en el efluente del

biofiltro de carbdn activo.

Los valores de pH medidos en el efluente se encontraron en todos los casos en el
intervalo 8,2-8,9. Analizando la evolucién de este parametro con el tiempo puede
observarse un incremento en el valor del pH hasta el dia 23 de operacién, luego un
descenso y luego de nuevo un ligero aumento durante la segunda etapa de operacion
del biofiltro (del dia 43 al 70 de operacion). La degradacion de la materia organica y
la nitrificaciéon contribuyen al descenso del pH, mientras que otros fenémenos que
pueden tener lugar en el interior del biofiltro como es el caso de la desnitrificacién
contribuyen al aumento del mismo. Otro factor que debe ser considerado es el
aumento del pH producido como consecuencia del contacto entre la alimentacién y el
carbdn activo empleado. Este tultimo efecto fue comprobado mediante la adicién de
una cantidad de carbén activo granular a un volumen de agua determinado y se
corrobord con el dato proporcionado en la ficha técnica del GAC (pH del extracto

acuoso= 8-10).

La concentraciéon de sélidos en suspension en el efluente del biofiltro de carbén
activo fue inferior a 0,10 g/L durante todo el periodo de operacién del reactor
(Figura 3.3.14). Los valores superiores obtenidos durante el arranque fueron
atribuidos al desprendimiento de finos debido el efecto de la aireacién sobre las
particulas de GAC.

Debe considerarse que una fraccion de las particulas de carbdn activo presentes en
el efluente es volatilizada en la mufla, por lo que la fraccién organica no puede ser

atribuida totalmente a la presencia de biomasa en el efluente.
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Figura 3.3.14. Evolucién de SSV (®) y SST ( ) en el efluente del biofiltro de GAC.

En la Figura 3.3.15.A se detallan las concentraciones correspondientes a la DQO en el
influente y en el efluente del biofiltro de carbéon activo, asi como también la
concentraciéon de oxigeno disuelto en el efluente durante todo el periodo de

operacion del reactor.

Una vez que el reactor empezd a operar de forma estable, la DQO en el efluente del
biofiltro de carbén activo se mantuvo por debajo de los 100 mg/L sin observarse
ningln cambio significativo en la eliminacién de la materia organica cuando el TRH
se redujo a 0,7 d. La eliminacién de la materia orgénica soluble durante todo el

periodo de operacidn de este reactor fue superior al 81%.

La concentracién de oxigeno disuelto en el efluente se mantuvo durante todo el
periodo de operaciéon en el rango 6-7 mg/L sin observarse ningin cambio

significativo cuando fue modificado el TRH.

La variacion observada entre las concentraciones de carbono organico total medidas
en el influente y en el efluente del biofiltro de GAC son asumibles a la degradacién de

la materia organica (Figura 3.3.15.B).
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Figura 3.3.15. Concentracién de DQO en el influente ( &) y concentraciones de DQO
(£*) y oxigeno disuelto (“) (A) en el efluente y concentraciéon de COT en el influente
(®) y en el efluente () del biofiltro de carbén activo.

La eliminacién de amonio fue superior al 99% durante todo el periodo de operacién
del biofiltro de carbdn activo mientras que la concentracién de N-NOs" en el efluente
se mantuvo en todos los casos por debajo de los 1,9 mg/L (Figura 3.3.16).
Comparando estos resultados con los obtenidos en el filtro de carbdn activo (Figura
3.3.8) puede demostrarse que el efecto de la biodegradaciéon es clave en la

eliminacién del amonio.

En base a los resultados obtenidos y comparando éstos con los hallados en la
bibliografia, podria asumirse que durante los primeros dias de operacion del

biofiltro la eliminacién del amonio tiene lugar por la adsorciéon de este compuesto
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sobre el carbdn activo y posteriormente por el efecto de la nitrificacién. Yapsak et al.
(2010) atribuyeron la eliminacién de amonio en biofiltros de GAC a la nitrificacion ya
que pudieron comprobar que el amonio adsorbido durante la puesta en marcha del
reactor era desorbido cuatro dias después. Las bajas concentraciones de nitrato
detectadas en el efluente pueden ser explicadas asumiendo que existe
desnitrificacién (Yu et al.,, 2007). Este proceso podria tener lugar en los microporos
del GAC y en las zonas andxicas creadas en el lecho como consecuencia de la
aparicion de caminos preferenciales. La opciéon de que exista adsorcion del nitrato
formado durante la nitrificacién sobre el carbdn activo queda descartada dado que la
capacidad de adsorcion del nitrato sobre este material adsorbente es practicamente

nula cuando el valor del pH esta en torno a 8 (Nunell et al., 2012).
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Figura 3.3.16 Concentraciéon de N-NH4* en el influente ( *) y concentraciones de
N-NH,*( M) y N-NOs- ( &) en el efluente del biofiltro GAC.

3.4. Eliminacion de microcontaminantes

La eliminaciéon de microcontaminantes orgéanicos en los filtros de arena y GAC se
estudié diferenciando los 3 periodos de operacién: arranque (I), TRH de 1,4 d (II) y
TRH de 0,7 d (I11).

Los porcentajes de eliminaciéon representados en las Figuras 3.4.1 a 3.4.6 se
calcularon considerando las concentraciones de los microcontaminantes medidas en

las alimentaciones y en los efluentes de los reactores.
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Las concentraciones medidas en el influente de los reactores fueron mas bajas que
las concentraciones nominales detalladas en la Tabla 2.1.3 especialmente en el caso
de los compuestos con Kyq mas elevada: fragancias (valor medio en torno 27 ppb) y
compuestos disruptores endocrinos (0,1 ppb de hormonas, 1,5 ppb de octilfenol, 0,6
ppb de nonilfenol y 3,3 ppb de bisfenol A). A pesar de que en el montaje
experimental y durante el tratamiento de las muestras para el andlisis de los
microcontaminantes se emplean tubos de tefléon y material de vidrio para evitar la
adsorcion de los compuestos, es inevitable el uso de materiales plasticos (tales como
tubos flexibles en los cabezales de las bombas, bolsas colapsables para el
almacenamiento de la alimentacion, etc.) los cuales permiten la adsorcidn de ciertos
microcontaminantes sobre los mismos, especialmente de aquellos compuestos que
presentan un mayor caracter lipofilico como es el caso de las fragancias y los
disruptores endocrinos. A medida que va transcurriendo la operacién de los
reactores se fueron reduciendo las diferencias entre las concentraciones detectadas
en la alimentacién y las tedricas para los compuestos con Kq elevada debido a la

saturacion de los materiales plasticos empleados.

En funcién de los resultados obtenidos durante los diferentes periodos de operaciéon
de los cuatro reactores es posible clasificar los microcontaminantes estudiados en
cinco grupos atendiendo al comportamiento de biodegradacién y sorcién que estos
experimentan cuando el agua residual es tratada en los diferentes equipos bajo las
mismas condiciones de operaciéon (temperatura, composicién de la alimentacién,
TRH, volumen del lecho).

Compuestos que se biodegradan y que experimentan alta adsorcién sobre GACy arena

Las fragancias (galaxolide, tonalide y celestolide) son eliminadas tanto por adsorcion
sobre carbdn activo como sobre arena, ya que en los lechos sin actividad biolégica, la
eficacia de eliminacién de estos compuestos durante todos los muestreos realizados
fue superior al 85%. El carbén activo tiene una capacidad de adsorciéon mayor para
las fragancias que la arena, ya que las eficacias de eliminacion obtenidas en el primer
caso estuvieron en todos los muestreos por encima del 99%. Las fragancias también
sufren biodegradacion en los filtros inoculados, al degradarse, aproximadamente, un
80% de la fraccién que no se adsorbe si se comparan los resultados de los dos lechos
de arena. La actividad biolégica desarrollada en el biofiltro de arena es clave para

alcanzar mayores eficacias de eliminacidn para galaxolide, tonalide y celestolide.
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Figura 3.4.1. Eliminaciones medias obtenidas para las fragancias y triclosdn durante
los muestreos realizados en los periodos de operacion I (¥) (n=2), I (™) (n=2) y
III (#)(n=2). Al (biofiltro de arena), CI (biofiltro de GAC), A (filtro de arena), C (filtro
de GAC).

Las fragancias son compuestos muy lipofilicos (log Kow entre 5,4 y 6,6) que tienden a
adsorberse/absorberse con facilidad sobre los lodos y las superficies ya que
presentan coeficientes de distribucién soélido-liquido relativamente altos
(log K4 > 3,3) (Suarez et al, 2008). Las constantes de biodegradacion de estos
compuestos son relativamente altas por lo que el efecto de la biodegradacién es
clave en la eliminacién de estos compuestos durante el tratamiento biolégico
(Fernandez-Fontaina et al., 2012). Este hecho confirma que el efecto combinado de la
adsorcidn y la biodegradacion desarrolladas en el biofiltro de arena sea suficiente

para obtener eliminaciones superiores al 99% sin ser necesario el uso de GAC. Las
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eficacias de eliminacion obtenidas en los cuatro sistemas de tratamiento fueron, en
todos los casos, superiores a las encontradas en las referencias bibliograficas.
Hernandez-Leal et al. (2011) detectaron eliminaciones superiores al 79% en el caso
de galaxolide y al 67% para tonalide durante el tratamiento de efluentes procedentes

del tratamiento biol6gico en columnas de GAC.

El comportamiento del triclosdn durante el tratamiento del agua residual es similar
al de las fragancias, siendo en este caso la adsorcion sobre la arena ligeramente
inferior. Este resultado se evidencia en los ultimos muestreos realizados con
eficacias de eliminacién del orden del 65%. Los resultados obtenidos durante el
desarrollo de este trabajo en los lechos de carbén activo son comparables con los
hallados en la bibliografia. Snyder et al. (2006) alcanzaron eliminaciones superiores
al 97% durante el tratamiento de efluentes secundarios en biofiltros de GAC
mientras que Hernandez-Leal et al. (2011) alcanzaron eliminaciones superiores al
95% en columnas de carbén activo donde el principal mecanismo de eliminacién

implicado es la adsorcién.

La reduccion del TRH de 1,4 a 0,7 d durante el tercer periodo de operacion de los
reactores no produjo cambios significativos en la eficacia de eliminaciéon de los
compuestos seleccionados en los lechos de GAC. En el caso del filtro de arena, la
reduccién del TRH supuso un ligero descenso en la eliminacién de las fragancias (en
torno a un 10% y del triclosan (alrededor del 20%). Este hecho podria ser atribuido
a la presencia de caminos preferenciales en el lecho de arena ya que al reducirse el
tiempo de retencidn, el liquido que fluye por esos caminos lo hace a mayor velocidad
siendo el tiempo de contacto insuficiente para que estos compuestos queden
adsorbidos sobre la arena. (Debe considerarse que, en la eliminacién de
microcontaminantes para que un cambio en la eficacia de eliminacién se considere
significativo, tiene que existir una variacion en el porcentaje de eliminacién obtenido
superior al 15-20% ya que al trabajar con concentraciones del orden de ppb se

deben asumir errores grandes).
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Compuestos que se biodegradan y que experimentan alta adsorcién sobre GAC y

adsorcion intermedia sobre arena

Las altas eficacias de eliminacién obtenidas en los lechos de carbén activo (>99%)
indican que el carbén activo presenta una capacidad de adsorcién muy elevada para
sulfametoxazol. Aunque a priori queda patente que existe adsorcion de este
compuesto sobre la arena ya que en el filtro de este material se obtuvieron
eliminaciones de entre el 11 y el 41% durante todos los muestreos, el efecto de la
actividad bacteriana desarrollada en el biofiltro de arena es clave para incrementar
la eliminacién de este compuesto (Figura 3.4.2). Las eficacias de eliminacién
obtenidas para el sulfametoxazol durante el desarrollo de este trabajo son similares
a las obtenidas por otros autores durante el tratamiento de efluentes secundarios en
biofiltros de carbén activo (> 90%) (Reungoat et at., 2011), durante la potabilizacién
de aguas en filtros de GAC (> 83%) (Snyder et al., 2007) y durante el postratamiento
de efluentes aerobios en filtros de arena (~30%) (Nakada et al., 2007). En el caso del
biofiltro de arena, las eficacias de eliminacién obtenidas para este compuesto
mejoraron los resultados obtenidos en otros trabajos encontrados en la bibliografia
(< 20%) (Reungoat et al., 2011). Esta diferencia puede ser atribuida al hecho de que
los TRH utilizados durante el desarrollo de este trabajo fueron muy superiores al

utilizado en ese estudio (2h).

La reduccion del TRH de 1,4 a 0,7 d durante el tercer periodo de operacion de los

reactores no produjo cambios significativos en las eficacias de eliminacién de SMX.

Examinando las eficacias de eliminacién obtenidas durante el Gltimo muestreo del
cual se obtuvieron resultados (M3) referentes a la hormona 17-estradiol podria
asumirse que este compuesto se comporta de modo similar al ya descrito para el
sulfametoxazol ya que durante este periodo de operacion se obtuvieron eficacias de
eliminacién superiores al 60% en el filtro de arena y al 96% en el caso de los otros
tres reactores. Para poder afirmar con rotundidad que la arena tiene capacidad
intermedia para adsorber este compuesto, es necesario esperar a los resultados de
los tres muestreos realizados con posterioridad al M3 ya que en el primer periodo de
operacion (muestreos M1 y M2) la eficacia de eliminacién del filtro de arena fue
practicamente nula, sin embargo, este hecho podria atribuirse a que las
concentraciones detectadas de la hormona a la entrada del reactor fueron un 90%
mas bajas que la detectada durante el tercer muestreo (M3). Basandose en los datos

hallados en la bibliografia en referencia a las caracteristicas del E2, este compuesto

96



Resultados y discusién

es eliminado con una alta eficacia en todos los sistemas de tratamiento evaluados ya
que se trata de un compuesto facilmente biodegradable (Kpioi= 300-800 L/g SST-d)
con una capacidad de sorcién relativamente alta (log Kow= 3,9-4) (Suarez et al,,
2008).
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Figura 3.4.2. Eliminaciones medias obtenidas para SMX durante los muestreos
realizados en los periodos de operacion I (X)(n=2), II (®)(n=2) y Il (¥)(n=2) y para
E2 s6lo en I (n=2) y II (n=1). Al (biofiltro de arena), CI (biofiltro de GAC), A (filtro de
arena), C (filtro de GAC).

Compuestos que se biodegradan y que experimentan adsorcion solo sobre GAC

Nueve de los microcontaminantes seleccionados (IBP, NPX, FLX, BPA, ERY, ROX,
TMP, E1, EE2) experimentaron adsorcién unicamente sobre GAC y fueron
biodegradados por la biomasa desarrollada en los biofiltros. En todos los casos se
obtuvieron altas eficacias de eliminacion en el filtro de carbdn activo por lo que el
efecto de la adsorcion sobre este material se consideré clave (Figura 3.4.3). El efecto
de la biodegradacion fue demostrado comparando las eficacias de eliminacion
obtenidas en el biofiltro y en el filtro de arena. En el caso de IBP, BPA y FLX este
hecho también fue confirmado teniendo en cuenta el descenso observado en la
eficacia de eliminacién del filtro de arena tras la adicién de los inhibidores en la
alimentacién (a partir de la etapa II). Se ha demostrado que la presencia de
poblaciones heterotrofas, nitrificantes y desnitrificantes en los biofiltros de arena y
carbon activo contribuye eficazmente a la eliminacion de los microcontaminantes
biodegradables (Alvarifio, 2011; Fernandez-Fontaina et al, 2012) ademdas de
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incrementar la vida util de los lechos debido al efecto de la regeneracién (Cegen and
Aktas, 2012).

Ibuprofeno y naproxeno mostraron altas eficacias de eliminacién en el filtro de
carbon activo (Figura 3.4.3.a). Estos resultados concuerdan con los alcanzados por
Serrano et al. (2010) los cuales demostraron la capacidad del carbén activo granular
para adsorber estos compuestos en base a los valores de las constantes de adsorcion
de Freundlich (Kf) obtenidos. La incorporacién de azida sédica y ATU en la
alimentacién permiti6 demostrar que la arena no tiene capacidad para adsorber
estos compuestos (eficacias de eliminaciéon < 10% en todos los casos). El desempefio
del biofiltro de arena para eliminar IBP y NPX es idéntico al de los filtros de GAC
gracias al efecto de la biodegradacion. Las eficacias de eliminacién obtenidas durante
el desarrollo de este trabajo fueron muy superiores a las encontradas en la
bibliografia con referencia a los biofiltros de arena (30%) (Hollender et al., 2009).
Esta diferencia puede ser atribuida al hecho de operar los reactores con mayores

tiempos de contacto.

Las eficacias de eliminacion de la fluoxetina fueron superiores al 96% durante todo
el periodo de operacion de los biofiltros de arena y GAC, asi como en el caso del filtro
de carbon activo. La eficacia de eliminacion media del filtro de arena fue inferior al
20%. En la revision bibliografica realizada no se han encontrado referencias para
poder comparar estos resultados a excepcion del tratamiento de efluentes bioldgicos
en biofiltros de carbén activo. En este caso, los resultados alcanzados en ese trabajo

(>97%) (Snyder et al,, 2006) son similares a los obtenidos durante este estudio.

En el caso de la eritromicina los resultados de eliminacién obtenidos en Al y C
(>90%) mejoraron las eliminaciones encontradas en la bibliografia referentes al
biofiltro de arena (23-54%) (Reungoat et al, 2011) vy al filtro de GAC (>66%)
(Snyder et al.,, 2007). Estas variaciones pueden ser atribuidas al TRH, ya que en esos
dos casos particulares, los tiempos de contacto empleados fueron de 2 h y 7,6 min,

respectivamente.

Las eficacias de eliminacién para bisfenol A fueron superiores al 90% durante el
tratamiento en los biofiltros y en el filtro de GAC. En el caso del filtro de arena es
llamativo el hecho de que durante el primer muestreo se eliminara el 99% del
bisfenol A presente en el influente mientras que en los muestreos posteriores
(incluido el muestreo M2 llevado a cabo en las mismas condiciones de operacién) la

eficacia de eliminacidn de este reactor fuese practicamente nula (elevada desviacion

98



Resultados y discusién

estandar de la 12 barra, Figura 3.4.3.b). Esa eliminacidn inicial podria ser errénea
teniendo en cuenta la tendencia que siguen los datos obtenidos con posterioridad ya
que se considera poco probable que la arena perdiera la capacidad de adsorcién para
este compuesto tras una semana de operaciéon (comparacién entre las eliminaciones
obtenidas durante M1 y M2). En la bibliografia se han encontrado referencias donde
también existia una variacién muy significativa en la eliminacién del bisfenol A
durante el tratamiento del agua residual en el filtro de arena (0-90%) entre
muestreos que fueron llevados a cabo bajo las mismas condiciones de operacion
(Nakada et al.,, 2007). Sin embargo los autores no pudieron concretar cual era el
factor responsable de este hecho. Las eliminaciones obtenidas durante el desarrollo
de este trabajo fueron superiores a las alcanzadas por Herndndez-Leal et al. (2011)

en columnas GAC. Esta diferencia se atribu ye a que el TRH empleado era mas bajo.

Ibuprofeno Naproxeno
188 ST 100
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= 30 ‘Q i g 30 ::
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Figura 3.4.3. a. Eliminaciones medias obtenidas para IBP y NPX durante los
muestreos realizados en los periodos de operacién I (¥) (n=2), II (™) (n=2) y III (#)
(n=2) .AI (biofiltro de arena). CI (biofiltro de GAC), A (filtro de arena), C (filtro de
GAQ).
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Figura 3.4.3.b. Eliminaciones medias obtenidas para FLX, ERY Y BPA durante los
muestreos realizados en los periodos de operacién I (¥) (n=2), II (™) (n=2) y III (#)
(n=2) .Al (biofiltro de arena). CI (biofiltro de GAC), A (filtro de arena), C (filtro de
GACQ)
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Figura 3.4.4. Eliminaciones medias obtenidas para ROX, TMP durante los muestreos
realizados en los periodos de operacion I (¥)(n=2), II (®)(n=2) y III (##) (n=2) y para
E1yEE2 en I (n=2) y II (n=1).Al (biofiltro de arena). CI (biofiltro de GAC), A (filtro de
arena), C (filtro de GAC).

Las eficacias de eliminacién obtenidas durante el desarrollo de este trabajo para
roxitromicina y trimetoprim se encuentran por encima del 99% en los lechos de GAC,
mientras que en el caso del biofiltro de arena son superiores a 94 y 34%,
respectivamente. Comparando los resultados obtenidos con los encontrados en la
bibliografia puede observarse que las eficacias de eliminacién obtenidas durante la
realizacion de este trabajo son del mismo orden que las alcanzadas para estos dos
compuestos durante el tratamiento de efluentes secundarios en biofiltros de carbén
activo (> 90%) (Reungoat et al., 2011) y muy superiores a las conseguidas durante el

tratamiento del agua residual en un biofiltro de arena (15% en el caso del
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trimetoprim) (Hollender et al., 2009). En este dltimo caso no es posible predecir a
que se debe esa variacion en la eliminacién del compuesto ya que en la publicacion

no se detallan las condiciones de operacién en las que estuvo operando el equipo.

Las eficacias de eliminacion obtenidas para estrona y 17a-etinilestradiol durante el
desarrollo de este trabajo fueron superiores al 85% tanto en los biofiltros de GAC y
arena como en el filtro de carboén activo. El filtro de arena resultd ser totalmente
ineficiente para la eliminacion de E1 y EE2. Teniendo en cuenta los datos que se
encuentran en la bibliografia referentes al comportamiento de estas hormonas,
puede afirmarse que tanto la adsorcién/absorcién como la biodegradacién estan
implicadas en la eliminacion de estos compuestos durante el tratamiento de las
aguas residuales ya que estos compuestos presentan coeficientes de reparto
octanol-agua elevados (log Kow= 3,1-3,4 (E1) y log K,w=2,8-4,2 (EE2)) y constantes de
biodegradacién especialmente altas en el caso de la estrona (kpi=200-300 L/g
SST-d) (Suarez et al., 2008).

La reduccion del TRH de 1,4 a 0,7 d durante el tercer periodo de operaciéon de los
reactores no produjo cambios significativos en la eficacia de eliminaciéon de los
compuestos seleccionados en los lechos de GAC. En el biofiltro de arena sélo
trimetoprim sufrié un descenso en la eliminacion del 20% tras la reduccion del TRH,

hecho atribuido a un tiempo insuficiente para ser biodegradado.

Compuestos que se adsorben sobre GACy arena y no se biodegradan

En base a los resultados obtenidos durante los seis muestreos realizados, todo
parece indicar que el principal mecanismo responsable de la eliminacion del
octilfenol y el nonilfenol es la adsorcién, ya que si se comparan las eficacias de
eliminacién obtenidas en los lechos donde existe actividad bioldgica (Al y CI) y en los
lechos donde solo existe adsorcion (A y C), no se observan diferencias significativas.
Esta afirmacién también esta respaldada por el hecho de que tras la adicion de azida
sédica y ATU en la alimentacién de los filtros de arena y carbdn activo no se produce

un empeoramiento en la eficacia de eliminacion de estos compuestos.

La reduccién del TRH de 1,4 a 0,7 d durante el tercer periodo de operacién de los

reactores no produjo cambios significativos en las eficacias de eliminacion.
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Figura 3.4.5. Eliminaciones medias obtenidas OP y NP durante los muestreos
realizados en los periodos de operacion I (¥) (n=2), II (®)(n=2) y III (#)(n=2). Al
(biofiltro de arena), CI (biofiltro de GAC), A (filtro de arena), C (filtro de GAC).

El octilfenol y el nonilfenol son compuestos lipofilicos con alta capacidad para
adsorberse ya que presentan un coeficiente de reparto octanol-agua muy elevado
(log Kow de 4,1y 5,7, respectivamente) (Cecen and Aktas, 2012). En la bibliografia se
han encontrado referencias en las que las eficacias de eliminaciéon de estos
compuestos durante el tratamiento de efluentes secundarios en filtros de arena y
carbon activo fueron superiores al 80% (Nakada et al., 2007; Hernandez-Leal et al,,
2011). En todos los casos se ha asumido este hecho a la alta hidrofobicidad que
presentan estos compuestos por lo que se evidencia la suposicidn de que el principal
mecanismo implicado en la eliminacién de estos compuestos durante el tratamiento

en los cuatro sistemas evaluados es la adsorcién.

Compuestos que no se biodegradan y que sélo son adsorbidos sobre GAC

El principal mecanismo implicado en la eliminacién de carbamazepina y diazepam es
la adsorcién sobre carbdn activo ya que en todos los muestreos realizados las
eficacias de eliminacién en el biofiltro y en el filtro de carb6on activo fueron
superiores al 99%. Los efectos de la biodegradacion y la adsorcién sobre la arena en
la eliminacién de estos compuestos quedan totalmente descartados ya que la
eliminacion en los lechos de arena se encontro en todos los muestreos por debajo del
10% y, en ninglin caso, el efecto de la actividad microbiana desarrollada en el

biofiltro de arena mejoro el porcentaje de los compuestos eliminados.
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Figura 3.4.6. Eliminaciones medias obtenidas para CBZ, DZP y DCF durante los
muestreos realizados en los periodos de operacion 1 (&) (n=2), II (™) (n=2) y
I (#)(n=2) .Al (biofiltro de arena), CI (biofiltro de GAC), A (filtro de arena),
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Estos resultados son acordes con los encontrados en la bibliografia ya que
carbamazepina y diazepam son compuestos recalcitrantes, esencialmente no
biodegradables (kpioi < 0,01 L/g SSV-d) (Fernandez-Fontaina et al, 2012) que
presentan un alto potencial de adsorcién sobre carbon activo granular ya que

exhiben valores de las Kf muy superiores a las obtenidas en el caso de los

Al

CI

=
A

antiinflamatorios y las fragancias (Serrano et al,, 2010).
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El diclofenac tiene un comportamiento similar al desarrollado por CBZ y DZP. La
capacidad de adsorcién del carbén activo empleado permite que este compuesto sea
eliminado eficazmente en los lechos de GAC (Figura 3.4.6), mientras que la
eliminacién en el filtro de arena es practicamente nula. Comparando los resultados
obtenidos en el filtro y el biofiltro de arena no puede observarse una mejora
significativa en la eficacia de eliminacidn del sistema con actividad biolégica. Este
hecho queda demostrado teniendo en cuenta que el DCF es un compuesto
dificilmente biodegradable (kpioi < 0,1 L/g SSV-d) (Suarez et al., 2008). Analizando la
evolucién en las eficacias de eliminacién obtenidas en el biofiltro de arena puede
observarse un ligero incremento en la eliminacién del DCF con el transcurso de los
dias de operacién de este reactor, pero en cualquier caso, siempre inferior al 30%.
Este hecho puede explicarse teniendo en cuenta que la biodegradabilidad del DCF
aumenta cuando se opera con altos tiempos de retencién celular (> 120 dias) (Suarez
et al, 2010). Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo son
similares a los obtenidos por Reungoat et al. (2011) durante el tratamiento de

efluentes secundarios en biofiltros de arena (< 20%).
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Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo son:

» Ensayos de adsorcion en discontinuo:

La capacidad de adsorcion de la arena es relativamente baja para el
amonio y nula en el caso del nitrato y la materia organica soluble

presentes en el agua residual.

Existe adsorcién de amonio, nitrato y materia organica soluble
sobre el carbén activo granular, aunque la capacidad de adsorcion

del GAC para estos compuestos es relativamente baja.

» Puesta en marcha y funcionamiento estable de los reactores:

Los filtros de arena y carbdn activo no son eficaces para la
eliminacién de la materia organica soluble y el amonio debido a la

baja capacidad de adsorcién que presentan para estos compuestos.

La eficacias de eliminaciéon de la materia orgdnica y el amonio
durante todo el periodo de operacion del biofiltro de arena fueron
superiores al 86 y al 99%, respectivamente, debido al efecto de la
actividad biolégica. Durante la primera etapa, la nitrificacion es el
proceso responsable de la eliminacién del amonio, pudiéndose
considerar el efecto de la desnitrificaciéon a partir del dia 47 de

operacion.

En el biofiltro de carbén activo la eliminacién de la materia organica
fue superior al 81% durante todo el periodo de operacién del
reactor. La eliminacién del amonio, en todos los casos superior al
99%, fue asumida a un efecto combinado de los procesos de

nitrificacién y desnitrificacion.

El tipo de soporte empleado (arena o carbdén activo granular) no
tuvo efecto sobre el desarrollo de las poblaciones bacterianas

durante el periodo de operacion de los reactores.
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> Eliminacién de CFCPs:

= Los CFCPs pueden clasificarse en 5 grupos en base al
comportamiento que mostraron durante el tratamiento del efluente

anaerobio:

+ Compuestos que se biodegradan y que experimentan alta
adsorcion sobre GAC y arena: galaxolide, tonalide,

celestolide, triclosan.

¢+ Compuestos que se biodegradan y que experimentan alta
adsorciéon sobre GAC y adsorcién intermedia sobre arena:

sulfametoxazol, 17B-estradiol.

¢+ Compuestos que se biodegradan y que experimentan
adsorcion solo sobre GAC: ibuprofeno, naproxeno, fluoxetina,
bisfenol A, eritromicina, roxitromicina, trimetoprim, estrona,

17 a-etinilestradiol.

¢+ Compuestos que se adsorben sobre GAC y arena y no se

biodegradan: octilfenol, nonilfenol.

¢ Compuestos que no se biodegradan y que sélo son adsorbidos

sobre GAC: carbamazepina, diazepam, diclofenac.

= El filtro de carbén activo es mas eficaz en la eliminacién de los
microcontaminantes que el de arena debido a la elevada capacidad

de adsorcién que presenta el GAC para todos los compuestos.

= El efecto de la biodegradacién desarrollada en el biofiltro de arena
es clave para mejorar las eficacias de eliminacién de los compuestos
biodegradables y facilmente biodegradables no adsorbidos sobre el
lecho de arena, obteniéndose en la mayoria de los casos, eficacias
similares a las alcanzadas en los lechos de carbén activo (TCS, E2,
IBP, NPX, FLX, ERY, BPA, ROX, E1, EE2).

*» La actividad biolégica desarrollada en los biofiltros de arena y
carbén activo permite incrementar la vida util de los lechos debido

al efecto de la bioregeneracion del soporte.
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= La reduccién del TRH de 1,4 a 0,7 d sélo tuvo efecto en el filtro de
arena para las fragancias y TCS, suponiendo un descenso en la
eficacia de eliminacién del 10 y el 20%, respectivamente, y en el
biofiltro de arena para el trimetoprim (20%) con respecto a las

obtenidas durante el primer TRH.

El biofiltro de carbén activo resulté ser el sistema mas adecuado para el tratamiento
de efluentes anaerobios ya que presento altas eficacias de eliminacion de la materia
organica y el amonio. Ademas, fue altamente efectivo en la eliminacién de los 20
microcontaminantes estudiados, incluso en el caso de los mas recalcitrantes
(carbamazepina y diazepam). El trabajo futuro debe estar basado en el estudio de la
eliminacién de los CFCPs en estos sistemas de postratamiento empleando tiempos de
residencia hidraulicos mas bajos para reducir los costes de implantacién y operacién
asociados a su instalacién en las estaciones depuradoras de aguas residuales urbanas
(EDAR).
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ANEXO I. ESPECIFICACIONES DEL CARBON ACTIVO GRANULAR

Producto: Carbén activo granular para tratamiento de aguas residuales (MG 1050,
ChiemiVall)

Numero de Yodo: 1.050 mg/g

Indice azul de metileno: 200 g/kg carbén

Didmetro promedio de poro: 30 A°

pH del extracto acuoso: 8-10

Humedad al secar: 5%

Densidad aparente: 48030 kg/m?3

Densidad aparente después de contralavado y drenado: 440+30 kg/m3

Granulometria: 1-2 mm

ANEXO II. ESPECIFICACIONES DE LA ARENA

Producto: Arena de mar lavada, grano grueso QP (Panreac)
Sustancia solubles en HCI: 0,2%

Pérdida por desecacién: 0,2%

Cloruro (Cl): 0,015%

Tamafio de particula: 1-2 mm
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