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RESUMEN

Entre las principales lineas de investigacion de la depuracion de aguas se encuentran la eliminacion
de nutrientes (N y P), responsables de la eutrofizacion, y los contaminantes emergentes, mas
concretamente los compuestos farmacéuticos y de cuidado personal. Estos tltimos son un tema de
preocupacion en la actualidad, al no ser contemplados en el tratamiento de aguas residuales
convencional. Se evidencia, por tanto, la necesidad de implantar nuevos procesos de tratamiento capaces
de satisfacer los, cada vez mas exigentes, niveles de calidad del agua.

Para resolver dicha problematica, este proyecto presenta el montaje y evaluacién de un biorreactor
para la eliminacion de microcontaminantes emergentes y nutrientes en aguas residuales mediante el uso
de las microalgas. Para conseguirlo, en primer lugar, se favorece el crecimiento de biomasa compuesta
principalmente por microalgas en suspension, pero también por bacterias heterotroficas. Posteriormente,
haciendo uso de esta biomasa, se ponen en marcha 4 reactores con diferentes caracteristicas
operacionales, que permitiran estudiar la capacidad de eliminar diferentes tipos de contaminantes, como
son el nitrégeno, fosforo y el ibuprofeno, y los mecanismos y microorganismos responsables de dichas
eliminaciones. Por ultimo, tras la fase experimental, se evalian y se concluye la eficacia de los
biorreactores de microalgas para eliminar dichos contaminantes.
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EVALUACION DE UN BIORREACTOR PARA LA ELIMINACION DE COMPUESTOS
FARMACEUTICOS Y NUTRIENTES EN AGUAS RESIDUALES

1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Mediante el presente apartado se pretende presentar, de una manera breve, la justificacion y finalidad
de este trabajo. Para ello, se ha dividido este apartado en diversas secciones: una pequefia introduccion
acerca del recurso del agua, su explotacion y sus consecuencias; antecedentes acerca de la importancia
de la eliminacion de los contaminantes estudiados; justificacion detallada de la necesidad de este trabajo
y objetivos a cumplir. Por tltimo, se explicara la estructura en la que se dividira el desarrollo del trabajo.

1.1 Introduccion

A lo largo de los afos, el acceso al recurso del agua se ha visto amenazado tanto en cantidad como
calidad de una manera preocupante. A pesar de, a simple vista, parecer un recurso que no tiene fin debido
a las enormes cantidades existentes en la Tierra, esto es del todo menos cierto.

El agua, como se dijo anteriormente, es un recurso limitado. Si bien supone el 70% de la cobertura
de la superficie de la Tierra, el 97,5% es agua salada y tan solo el 2,5% es agua dulce. Ademas, de este
ultimo porcentaje, casi el 70% no estd disponible para consumo humano, ya que se encuentra en forma
de glaciares, nieve o hielo. De esta cantidad que se encuentra técnicamente disponible para consumo
humano, s6lo una pequefia porcidon es accesible como tal y se encuentra en lagos, rios, humedad del
suelo y depositos subterraneos relativamente poco profundos, renovados gracias a la infiltracion
(penetracion del agua en un medio). Sin embargo, tampoco en estos casos es de facil acceso, pues se
encuentra lejos de zonas pobladas o de posible explotacion, dificultando atin mas si cabe su extraccion.
Se estima que solamente el 0,77% del agua se encuentra como agua dulce accesible al ser humano [1].
Estos porcentajes se pueden ver de una manera mucho mas visual en la Figura 1-1. Como se puede
observar, no se trata de un recurso tan extenso como se podria llegar a pensar. Esta falsa percepcion ha
derivado en el descuido y sobreexplotacion de este medio, alcanzando niveles de contaminacion cada
vez mas complicados de remediar. En vista a estos resultados, se hace clara la relevancia de la conciencia
con el medio ambiente y se hacen aiin mas relevantes las técnicas de depuracion de aguas residuales.

Por otra parte, la creciente concentracion de la poblacion en ntcleos urbanos, de la mano de la
actividad industrial y, por tanto, la necesidad de tener acceso a grandes cantidades de agua limpia, han
generado una escasez que estd ya afectando a millones de personas. Segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), 844 millones de personas carecen de un servicio basico de suministro de
agua potable y, en todo el mundo, al menos 2000 millones de personas se abastecen de una fuente de
agua que presenta contaminacién de origen fecal. Esta agua contaminada puede llegar a transmitir
enfermedades como la diarrea, el colera, la disenteria, la fiebre tifoidea y la poliomielitis. Se estima que
al afio mueren acerca de 502.000 personas por diarrea y que, de aqui a 2025, la mitad de la poblacion
mundial vivira en zonas con escasez de agua [2]. Por todo ello, es esencial seguir investigando y
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desarrollando técnicas para reducir el consumo del agua asi como para tratarla una vez usada, lo cual
constituye el principal enfoque de este trabajo.

AGUA EXISTENTE AGUA DULCE AGUA TOTAL

Agua dulce: 2.5%  Glaciares, nieve, hielo: 70%

Agua salada: 97.5%

\
\
\
\
\
\
\
\

Agua salada: 97.5%'/"

%
%

~Glaciares, nieve, hielo: 1.75%

Figura 1-1 Distribucion del agua en la Tierra (elaboracién propia)

1.2 Antecedentes

Uno de los aspectos frecuentemente ignorado en la depuracion de las aguas residuales es el
tratamiento de los nutrientes (nitrogeno y fosforo) y los compuestos farmacéuticos. Esta practica, aunque
comun, puede llegar a ser extremadamente perjudicial.

Por un lado, los vertidos con altas concentraciones de nutrientes acaban produciendo una
eutrofizacion en los cauces, lo que provoca una disminucion considerable del oxigeno disuelto en agua
y la muerte de diversos organismos. La eutrofizacién se define como el incremento de sustancias
nutritivas en aguas dulces de lagos y embalses que provoca un exceso de fitoplancton [3]. Este fendémeno
también se esta comenzando a dar zonas de agua salada como se observa en la Figura 1-2. Dicho con
otras palabras, es un proceso natural y/o antropogénico que consiste en el enriquecimiento de las aguas
con nutrientes, a un ritmo tal que no puede ser compensado por su mineralizacion total, de manera que
la descomposicion del exceso de materia organica produce una disminucion del oxigeno en las aguas
profundas. Las masas de agua eutrédficas tienen un alto nivel de productividad y biomasa en todos los
niveles troficos: proliferan las algas, tienen aguas profundas pobres en oxigeno y un crecimiento intenso
de las plantas acuaticas. En contraste, los cuerpos de agua oligotroficos poseen concentraciones bajas de
nutrientes, mayor diversidad en las comunidades de plantas y de animales, un bajo nivel de productividad
primaria y de biomasa y una buena calidad del agua para distintos usos [4].

Por otro lado, a pesar de que los vertidos de aguas residuales en efluentes industriales y urbanos se
encuentran regulados (Directiva 2008/105/CE), hay un grupo de compuestos no regulado sobre el que
se esta poniendo mas atencidn, ya que los tratamientos actuales convencionales de aguas residuales no
estan resultando ser efectivos en su eliminacidon. Estos compuestos son los microcontaminantes
emergentes, que proceden del consumo de productos destinados a la higiene y la salud. Se trata de
sustancias contaminantes de naturaleza mayoritariamente orgdnica, que se encuentran presentes en las
aguas residuales en concentraciones del orden de micro o nanogramos [5]. Han de resaltarse, dentro de
este grupo, la presencia de compuestos farmacéuticos y de cuidado personal (CFCPs). Un ejemplo de
compuesto dentro de esta categoria es el ibuprofeno, cuyo uso y presencia en aguas residuales ha
aumentado considerablemente en los tltimos afios.
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El problema de este tipo de microcontaminantes en aguas reside en que, como no se consider6 la
eliminacion de contaminantes en concentraciones tan bajas durante el disefio de las estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDAR), la eliminacion de los CFCPs durante el tratamiento
convencional es tan solo parcial, permitiendo la llegada de estos compuestos a los medios acuaticos
receptores [6]. A pesar de su baja concentracion, ésta esta aumentado dia a dia, ya que los tratamientos
convencionales son incapaces de eliminarlos y muchos de estos compuestos son persistentes y
bioacumulables [7]. Sus consecuencias pueden llegar a ser desde alteraciones en el sistema
inmunolégico de animales acuaticos hasta mutaciones en seres humanos. A esto se le suma la mayor
preocupacion de la que se habla en el ambito social y cientifico, que es la posibilidad de acabar
desarrollando resistencia a los antibioticos, disminuyendo su efectividad.

Figura 1-2 Algas en la orilla de la playa de Villananitos, Mar Menor, Murcia [8]

1.3 Justificacion

Este proyecto surge de la necesidad de encontrar nuevos métodos mediante los que mejorar la
depuracion de las aguas residuales y hacer frente a la contaminacion que suponen los nutrientes en
exceso y los compuestos farmacéuticos. La subsistencia de estos elementos puede llegar a provocar su
acumulacion en la cadena trofica y migrar hasta fuentes de aguas subterraneas.

Como se menciond anteriormente, los tratamientos convencionales usados actualmente no son del
todo efectivos, lo que provoca que los niveles de contaminacion de nutrientes y de microcontaminantes
emergentes en las aguas residuales, una vez depuradas, sean mayores de lo deseable. Las tratamientos
fisicoquimicos o biologicos actuales no son capaces de degradar totalmente la mayoria de estos
compuestos, tienen altos tiempos de retencion y generan lodos que deben ser tratados. Para intentar lidiar
con este problema, se han llevado a cabo experimentos con procesos de oxidacion avanzada que, aun
con resultados favorables, resultan tener un precio muy elevado o incluso pueden llegar a generar
subproductos alin mas contaminantes que los principales que se quieren eliminar [9].

Debido a esto, se estan investigando y desarrollando nuevas alternativas tecnologicas, como el uso
de las microalgas en biorreactores. Existen indicios de que esta tecnologia es efectiva en comparacion
con tratamientos convencionales, menos costosa y mas respetuosa con el medio ambiente. Ademas, los
sistemas de lodos activos convencionales funcionan con microorganismos heterotroficos, que no
eliminan fosforo y necesitan de una fuente de carbono, que actiie como donante de electrones, para poder
asi crecer rapidamente y utilizar el nitrato como receptor de electrones. Es aqui donde entran en juego
las microalgas, que no necesitan de una fuente organica de carbono para eliminar nutrientes. Recientes
estudios demuestran que la eliminacion de nitrato mediante el uso de microalgas alcanza, en ocasiones,
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eficacias de hasta el 80% con un tiempo de incubacion estimado de 3 dias [10], lo que hace que sea una
muy buena alternativa a los sistemas tradicionales. Sin embargo, ain existen pocos estudios, o sus
resultados no estdn lo suficientemente contrastados, acerca de las capacidades de eliminacion de
nutrientes y especialmente de CFCPs en biorreactores con microalgas.

1.4 Objetivos

Teniendo en cuenta lo presentado anteriormente, se evidencia la necesidad de continuar con la
investigacion y desarrollo de la tecnologia de tratamiento de aguas residuales mediante microalgas. Asi
surge el presente Trabajo de Fin de Grado, que pretende alcanzar los objetivos que se exponen a
continuacion:

» Estudiar el origen, tipos y consecuencias de las aguas residuales y analizar los procesos de
depuracion convencionales.

» Exponer la problematica de los microcontaminantes emergentes centrando la atencion sobre los
compuestos farmacéuticos e introducir los mecanismos y tecnologias de eliminacidn actuales.

» Evaluar la viabilidad de las microalgas como alternativa a los métodos ya existentes para
eliminacion de nutrientes y CFCPs, analizando los pros y contras de emplear dicho sistema.

» Desarrollar un biorreactor basado en el uso de microalgas capaz de eliminar nitrogeno, fosforo e
ibuprofeno (como ejemplo de CFCPs) y evaluar su efectividad asi como su capacidad de eliminar
la demanda quimica de oxigeno y la fitotoxicidad.

» Analizar los mecanismos de eliminacion de contaminantes en biorreactores de microalgas.

Se busca como fin ultimo con este trabajo, habiendo sido evidenciadas las necesidades de la
sociedad, el analisis de la técnica de las microalgas en la eliminacidon de nutrientes y microcontaminantes
para poder asi hacer frente a los crecientes niveles de contaminacion en el agua.

1.5 Estructura

A la hora de la elaboracion y estructura del trabajo a desarrollar, se buscara una presentacion que sea
lo mas intuitiva posible. Tras el primer apartado de introduccion en el que ya se ha presentado una breve
resefia del porqué del trabajo, se comenzara con un analisis exhaustivo de la problematica de las aguas
residuales. A continuacion, se realizara un estudio sobre los microcontaminantes emergentes, centrando
la informacion en torno a los compuestos farmacéuticos y de cuidado personal. Para finalizar este
apartado, se expondra la técnica del uso de sistemas basados en el uso de microalgas para la depuracion
de aguas residuales como alternativa a los métodos convencionales.

Una vez finalizado el estado del arte, se comenzara con la fase experimental, en la que se detallaran
todos los procedimientos seguidos en el laboratorio, desde el montaje de los biorreactores hasta las
técnicas analiticas empleadas para realizar el seguimiento de los pardmetros escogidos.

Tras el desarrollo del TFG, se expondran los resultados obtenidos de todos los parametros medidos
durante la fase experimental. Ademas, se justificara la obtencion de cada de uno de ellos y se realizara
un estudio acerca de la relacion entre cada uno de los biorreactores.

Por tultimo, se presentaran unas conclusiones basadas en los datos expuestos en el apartado anterior,
analizando la eficiencia de los biorreactores de algas en la eliminacion de contaminantes. Asimismo, se
introduciran unas posibles lineas futuras para continuar en la investigacion de esta técnica de depuracién
de aguas residuales.
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2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Las aguas residuales

Las aguas residuales son aguas de composicion variada provenientes de diversas actividades como
son las domésticas, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias o cualquier otra, que contienen materia
orgénica y otras sustancias quimicas que alteran su calidad como consecuencia del uso al que han sido
sometidas. En resumidas cuentas, se trata de toda agua afectada de manera negativa por el uso del ser
humano. De esta manera, aquellas aguas no aptas para el consumo por causas naturales no entrarian en
esta clasificacion. Asimismo, tampoco entrarian aquellas que, habiendo sido alteradas por el uso
humano, siguen siendo aptas para el consumo humano [11].

Las aguas residuales difieren del agua que se podria entender como limpia en que contienen, ya sea
de manera so6lida o disuelta, una gran cantidad de elementos contaminantes. Su origen es muy amplio y
sus consecuencias pueden llegar a ser desastrosas para el medio ambiente si no son tratadas de la manera
adecuada.

2.1.1 Origen y tipos

La actividad humana genera inevitablemente grandes cantidades de aguas residuales. Su
composicion es muy variada y puede depender de varios factores como son la poblacion en la que se
originan y la influencia que generen factores como el industrial, comercial o incluso econémico en cada
momento. En funcién de su composicion, el tratamiento a aplicar podra variar.

A la hora de clasificar las aguas residuales, se debe tener en cuenta el pardmetro en torno al cual se
va a hacer. Se puede hacer en base a la cantidad y tipo de sustancias quimicas que contengan, o en base
a la concentracion de elementos contaminantes y si se encuentran en suspension o materia suelta. El
método mas conocido y utilizado para clasificarlas, sin embargo, es el de su procedencia, que es el que
se presenta a continuacion. De esta manera, existen cuatro grandes grupos de aguas residuales [12]:

» Aguas residuales domésticas o urbanas: son aquellas que provienen de las viviendas, edificios
comerciales e institucionales. Por lo general, todos esos residuos liquidos son recogidos y
transportados por el sistema de alcantarillado de una ciudad y, a continuacidn, son tratados
normalmente en una EDAR. Contienen elevadas cantidades de contaminantes organicos y
solidos sedimentables.

» Aguas residuales agricultura y ganaderia: son, como su propio nombre indica, aquellas aguas
residuales generadas como consecuencia de la actividad ganadera y agricola. Su caudal no suele
ser como otros tipos de agua residual, pero su efecto en el medio ambiente es igualmente notable.
Ademas del agua utilizada para el regado de los cultivos, se afiaden a ella los productos quimicos
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utilizados para su crecimiento y conservacion (fertilizantes y pesticidas). Asimismo, en el sector
ganadero, se juntan los elementos quimicos usados para la crianza del ganado con todos los
desechos fecales y orines que éstos generan. El peligro de este tipo de agua contaminada es la
destruccion de suelo fértil, debido a la alta toxicidad y a la saturacion de la materia orgénica y
nutrientes que presentan.

» Aguas residuales industriales: son aquellas originadas del efecto de las actividades de la industria
o aquellas con una caracterizacion especial (Figura 2-1). Suelen acumular vertidos y liquidos
procedentes de fabricas y centros de produccion. Contienen elevadas cantidades de metales
pesados como son el plomo, el niquel, el cobre, el mercurio o el cadmio, asi como una gran
variedad de elementos quimicos artificiales [11].

Figura 2-1 Efluente de agua residual industrial [13]

» Aguas pluviales: como su propio nombre indica, es originaria de las precipitaciones, incluida la
lluvia acida. Se considera como otro tipo de agua contaminada, debido al efecto de arrastre que
ejerce a lo largo de su recorrido hasta la planta depuradora.

Ademas, a menudo las aguas residuales estdn compuestas por diversas sustancias nocivas entre las
que se encuentran elementos como los metales pesados, patdogenos, sales, productos quimicos toxicos,
aceites y grasas, solidos, nutrientes, lodos, acidos y bases, compuestos farmacéuticos y de cuidado
personal, compuestos organicos toxicos y materiales organicos e inorganicos. Esta combinacion de
componentes supone un gran peligro tanto para el ser humano y los animales, como para el medio
ambiente como tal. Las aguas residuales pueden ser téxicas, corrosivas, reactivas, acidas e incluso
inflamables en casos extremos. Es por ello por lo que el sometimiento de estas aguas a tratamientos de
depuracion es primordial antes de poder considerarlas limpias y reutilizarlas o redirigirlas a las reservas
de agua de una zona en concreto.

2.1.2 Consecuencias de una depuracion deficiente

Las consecuencias de la contaminacion en el agua son diversas, y su gravedad dependera
principalmente de dos factores. Por un lado, se deberd de considerar el caudal de aguas residuales
generadas y redirigidas hacia sistemas de alcantarillado. Toda agua usada en una vivienda o edificio de
cualquier otra indole contribuiré al volumen de agua residual que genera esa propiedad. El uso del agua
se puede dividir entre dos categorias: externo o interno. La primera categoria sera aquella que engloba
lavabos, inodoros y duchas o bafieras. Aproximadamente el 60% del agua usada pertenecera a esta
categoria. El porcentaje restante, sin embargo, sera al referido a usos externos como puede ser el limpiar
garajes o regadio de cultivos y de jardines. La gran diferencia de este segundo grupo es que la gran parte
de agua de este tipo no suele acabar en sistemas de alcantarillado ya que acaba filtrandose en la tierra o
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simplemente se evapora. Esto no quiere decir que ocurra siempre y son precisamente esos casos los que
consiguen llegar a las alcantarillas y suponen ese 40% restante [14]. Ademas, la l6gica indica que a
mayor concentracion de viviendas y propiedades en una zona, mayor sera la concentracién de aguas
residuales.

Por otro lado, la gravedad de las aguas residuales se establecera en base a un factor determinante
como son los niveles de contaminacioén de esas aguas residuales. En base a esos niveles, se requeriran
una cantidad y tipo de tratamientos para depurar el agua y seran estos los que determinaran el punto
hasta el que se vera afectado el medio ambiente durante su desarrollo. Los distintos tipos de
contaminantes son de diversa indole: pinturas, disolventes, productos de farmacia, aceites, herbicidas,
pesticidas, residuos fecales, etc. Es precisamente la combinacion de todos estos productos lo que supone
el peligro tanto para las personas como para la fauna.

Si se para y se analiza el problema de la contaminacion del agua, no es dificil ver como el hecho de
que se estén convirtiendo grandes cantidades de agua en inutilizables o incluso contaminantes supone
que se estan progresivamente disminuyendo las reservas mundiales de agua que, como se vio en la
introduccion, no son ilimitadas. A pesar de tener grandes superficies de agua disponible, se estdn
vertiendo residuos en esas masas de agua por lo que se estd contaminando agua que podria haber sido
en otro caso utilizada. De manera resumida se pueden establecer las principales consecuencias de las
aguas residuales como [14]:

» Contaminacién de agua y hdabitats: se trata del efecto mas inmediato y tangible de las aguas
residuales. Su presencia supone la contaminacidn y posterior destruccion de los habitats naturales
y de la fauna que vive en ellos al exponerlos a sustancias quimicas nocivas que no estarian
presentes de manera natural. Por otro lado, los cauces por los que se distribuye agua limpia son
muy vulnerables a las efectos de las aguas residuales perturbando con sus compuestos toxicos
ecosistemas acuaticos enteros. Una vez esas numerosas sustancias biodegradables alcanzan
grandes masas de agua pueden llegar a provocar eutrofizacion, privando asi de oxigeno disuelto,
esencial para la vida acudtica, a diferentes organismos presentes, lo que puede llegar a ser una
amenaza para la vida de los peces una vez agotado como se puede apreciar en la Figura 2-2,
tomada en abril de 2021. Ademas, es habitual que contengan aceites y grasas que son dificiles de
descomponer y que por tanto se terminan depositando en la superficie del agua debido a su
densidad. Este suceso impide el paso de la luz a las plantas acuéticas, dificultandoles realizar la
fotosintesis y puede llegar incluso a asfixiar a los peces. Por ultimo, los metales pesados como
el mercurio o el plomo son toxicos tanto para los humanos como para los animales. Si alguien
llegara a beber o comer pescado de una fuente de agua contaminada, podria ver su salud
seriamente perjudicada.

Figura 2-2 Peces muertos flotando en el rio Litani, Libano [15]
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Medio de infeccidn: las aguas residuales son unas de las mejores portadoras de distintos tipos de
enfermedades. Segin la OMS cada afio mueren mas de 3,4 millones de personas por
enfermedades trasmitidas por el agua [16]. Ademads del propio peligro de las enfermedades, se
anade el hecho de que la combinacion de residuos humanos, disolventes y pinturas generan gases
que, ademas de putrefactos, pueden llegar a ser nocivos si son inhalados.

Degradacién del suelo: no es raro ver las aguas residuales siendo tratadas y luego reutilizadas
para regadio de cultivos. Ya de por si se evidencian los riesgos de esta practica, a la que se suma
que a menudo los procesos de tratamiento no son del todo efectivos. Esto puede llegar a provocar
que productos quimicos perjudiciales para los cultivos lleguen al suelo, contaminandolo (Figura
2-3). Las sustancias quimicas presentes suponen para los campos de cultivo una reduccion tanto
en cantidad como en calidad de la cosecha. Es de suma importancia asimismo tener en cuenta
que en algun momento esos alimentos seran consumidos por el ser humano, que también puede
llegar a verse perjudicado por esa contaminacion previa.

Otros efectos: cuando se vierten aguas residuales sin haber sido previamente tratadas, suelen
tener una temperatura templada e incluso caliente, lo que puede provocar el aumento de la
temperatura del agua en el que se vierten, dafiando asi el ecosistema existente. Los peces, de
sangre fria, dependen del agua para regular su propia temperatura corporal. Si ésta estd
demasiado caliente, puede generar un cambio en su respiracion, alterar su alimentacion y
movimiento e incluso en el peor de los casos, la muerte. Ademas, la cantidad de oxigeno presente
en el agua puede llegar a verse también afectada por la temperatura.

Figura 2-3 Degradacion del suelo [17]

2.1.3 Procesos de depuracion convencional

En la actualidad existan diversas técnicas y procedimientos de depuracion para las aguas residuales.
Una vez recogidas mediante los diferentes sistemas de alcantarillado, éstas son llevadas hacia plantas de
depuracion para ser tratadas y es alli donde se produce su transformacion hacia agua limpia y no
peligrosa para el medio ambiente (Figura 2-4). Suelen permanecer alli de 24 a 48 horas [18] hasta ser
tratadas y ser, o bien reutilizadas para regadio o en procesos industriales o, en otros casos, devueltas al
medio, ya sean rios, mares, embalses, lagos, etc. Por lo general, en las EDAR pasaran por tres fases
principales, que son las siguientes:
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Pretratamiento: durante esta fase el objetivo es la separacion de objetos de gran tamafio como son,
por ejemplo, bastoncillos de algodon, plasticos, pafiales, trapos, productos de higiene intima, toallitas,
botellas rotas, tapones de botella, etc. De no llevar a cabo esta fase correctamente, se pone en riesgo el
funcionamiento 6ptimo de las maquinas de depuracion. Ademas, durante esta fase se utilizan equipos
especialmente disefiados para eliminar la arenilla arrastrada por las aguas pluviales hasta las alcantarillas
[19] asi como los posibles aceites. De esta manera, se diferenciaran la fase de control de afluente o
control de la llegada de aguas residuales a la EDAR, la fase de desbaste o separacion de los principales
solidos, la fase de desarenado o extraccion de grava, arena y similares y, por ultimo, la fase desengrase
o eliminacion de aceites. Una vez apartados los residuos solidos, éstos son transportados y depositados
en vertederos.

Tratamiento primario: el objetivo principal de esta etapa es la reduccion de particulas en
suspension mediante procesos fisicoquimicos, es decir, se busca la separacion de la materia sélida
macrobidtica de las propias aguas residuales. Esto se logra vertiendo las aguas residuales en grandes
tanques (sedimentadores) para dejar que la materia solida se deposite en el fondo por la accion de la
gravedad con el paso del tiempo. De esta manera, se tendran tres grandes categorias de particulas: las
sedimentables o aquellas que sedimentan en el fondo del tanque, las flotantes o aquellas que flotan en la
superficie tras un periodo en estatico y, por ultimo, las restantes que no entran en ninguna de las
categorias anteriores. En el tratamiento primario se pueden incluir, principalmente, los siguientes
métodos de depuracion:

Sedimentacion: se trata de un proceso fisico mediante el cual las particulas caen al fondo de tanques
denominados decantadores, gracias a la accion de la gravedad. Con ¢l se calcula que se pueden llegar a
eliminar el 40% de los solidos existentes [18]. La eficacia de este método dependeré en gran parte del
tamafio y peso de las particulas. Por ello, a menudo, para facilitar la sedimentacion, se afiaden
coagulantes al agua para aumentar el tamafio y peso de las particulas. Por lo general, los sélidos en
suspension que tengan un peso especifico similar al del agua permaneceran suspendidos, mientras que
las particulas més pesadas sedimentaran. Estos s6lidos acumulados en el fondo, también llamados lodos,
se retiraran periodicamente [20].

Flotacion: se trata de un proceso fisico utilizado para aquellos so6lidos que no se depositan en el
fondo. En el caso de tener una densidad menor que el agua, flotan a la superficie gracias a la adicion de
microburbujas. Se calcula que con la flotacion pueden eliminarse hasta el 75% de las particulas
suspendidas. Se inyecta aire comprimido y la caida de presion extrae el aire de la disolucion creando
esas microburbujas que se adhieren a los solidos y los hacen flotar [21]. A continuacion, los lodos se
eliminan o bien hidraulicamente, a través de un vertedero estacionario, 0 mecanicamente, mediante una
pala de grandes dimensiones.

Neutralizacion: su proposito es ajustar el valor del pH para satisfacer los requisitos de las diferentes
plantas depuradoras. Puede utilizarse para tratar aguas residuales acidas que contengan metales pesados.
Mediante la adicion de un reactivo alcalino se aumenta el pH del agua y se forma un precipitado
compuesto por todos los metales no deseados [22]. En el caso de tener aguas residuales basicas, se
anadira CO; para disminuir el pH al deseado por la planta depuradora. No suele ser necesario en EDAR
urbanas.

Tratamiento secundario: durante el transcurso de esta etapa se busca la eliminacion de la materia
orgénica o contenido bioldgico existente en las aguas residuales no eliminado en el tratamiento primario
previo. Su eficacia ronda el 90% y se basa en la transformacion de la materia organica en biomasa
celular, energia, gases y agua. Esto se logra mediante un proceso bioldgico en el que la accion de algunas
bacterias y microorganismos implica el consumo de las impurezas organicas como alimento [23]. Dentro
de etapa se pueden diferenciar dos tipos de procesos:

Aerobios: durante estos procesos, realizados en presencia de oxigeno, se promueve la degradacion
de la materia orgéanica por oxidacion microbiana, lo que genera como subproductos agua y CO,. Al
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mismo tiempo, en muchos procesos aerobios, el amonio, un derivado del nitrogeno de alta toxicidad, es
transformado en nitrato mediante la nitrificacion. Sin embargo, es indispensable recordar que, aunque
ya no toxico, el nitrato puede llegar a terminar generando el efecto de la eutrofizacion, es decir, el
enriquecimiento en nutrientes del agua y consecuente proliferacion de algas en el medio. Para ello,
mediante la desnitrificacion, es convertido en nitrégeno y liberado posteriormente a la atmoésfera. Por
ultimo, es resefiable destacar que el proceso de desnitrificacion debe llevarse a cabo en condiciones
anodxicas, sin aporte de oxigeno.

Anaerobios: estos, a diferencia de los anteriores, no necesitan de la presencia de oxigeno para
llevarse a cabo. En ellos se generan reacciones fermentativas de las que se obtiene como resultado
energia, metano y didxido de carbono.

El método mas utilizado suele ser el del reactor bioldgico con fangos activos con eliminacion de
materia organica. Este se basa en un tratamiento aerobio, mediante la aireacién prolongada y la
recirculacion de fangos activos, eliminando asi las sustancias biodegradables que se pudieran encontrar
disueltas en las aguas residuales. Cada vez mas, este proceso se modifica para lograr la eliminacioén de
nitrogeno, mediante microorganismos nitrificantes y desnitrificantes [24]. Es todavia poco frecuente en
las EDAR espanolas enlazar el método de fangos o lodos activos con métodos para la eliminacion del
fosforo como pueden ser la eliminacion por procesos inorganicos, la eliminacion a través de humedales
y la eliminacion biolégica.

Otros métodos de depuracion utilizados en esta etapa son los lechos bacterianos, los filtros verdes,
la digestion anaerobica o incluso otros aun menos frecuentes y mas complejos como los biodiscos,
biocilindros, electrocoagulacion, electro oxidacion, reactor biologica de membrana, etc.

ESQUEMA DE UNA DEPURADORA DE AGUAS RESIDUALES

PRETRATAMENTO DEPURACION DEPURACION
PRIMARIA SECUNDARIA
DESENGRASADO :
AGUAS CRIBA DESARENADO DECANTADOR :TRATAMIENTO DECANTADOR

RESIDUALES
e

NEUTRALIZACI()N'. . BIOLOGICO AGUA
e : L & = DEPURADA
: : e

%9000 = —
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BIOGAS DIGESTOR ABONO AGRICOL
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Figura 2-4 Esquema depuradora convencional aguas residuales [25]

Tratamiento terciario: esta etapa es dificil de encontrar en las EDAR convencionales ya que la gran
mayoria de ellas no disponen de los sistemas que conforman esta ltima etapa. Busca la completa
desinfeccion de las aguas residuales mediante la eliminacion de los agentes patdégenos presentes,
principalmente las bacterias fecales. Alcanza efectividades de hasta el 99% en eliminacion de impurezas
[19] e incluye distintos procesos como son la radiacion ultravioleta, filtracion, désmosis inversa,
ozonizacion catalizada o el intercambio i6nico. En ocasiones, la eliminacion de nutrientes se considera
como un tratamiento terciario.

Tratamiento de lodos: tras ser decantados por su propio peso, principalmente durante el tratamiento
primario y secundario, pasan a un digestor anaerobio en el que se reduce la materia organica presente.
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Esta digestion viene acompanada por una liberacion de gas metano que, en el caso de las estaciones de
gran tamafio, puede aprovecharse como fuente de energia. El gas se acumula en el gasometro y, en el
caso de existir un exceso de este, al no poder liberarlo a la atmdsfera, se quemara. Una vez digeridos
los lodos, se almacenan y deshidratan mediante procesos como filtros banda, filtros prensa o centrifugas.
Tras ser deshidratados, son finalmente enviados a su destino definitivo: agricultura, jardineria,
construccion, etc.

2.2 Microcontaminantes emergentes

Se define a los microcontaminantes emergentes como sustancias quimicas sintéticas o naturales o
cualquier microrganismo no controlado de manera habitual en el medio ambiente, pero que puede llegar
a tener la posibilidad de actuar en ¢l, alterandolo y causando efectos adversos y muchas veces
desconocidos tanto para el propio el medio ambiente como para la salud del ser humano.

Dentro de esta categoria se incluyen los productos farmacéuticos, los pesticidas, los productos
quimicos industriales, los tensioactivos de los detergentes, y los productos de cuidado personal. Todos
estos se pueden encontrar en aguas subterraneas, aguas superficiales, aguas residuales municipales, en
la propia agua potable e incluso en fuentes de alimentos. La naturaleza de estos microcontaminantes es
mayoritariamente organica y se encuentran presentes en las aguas residuales con unas concentraciones
del orden de ug/L a ng/L.

El principal peligro que brindan los microcontaminantes emergentes es, por un lado, que la
toxicologia tanto ambiental como humana de la gran mayoria de estos compuestos es desconocida pues
aun no ha sido estudiada. Por otro lado, el peligro de esta incognita aumenta cuando se tiene en cuenta
el hecho de que la eliminacion de muchos de esos compuestos no estd contemplada en los protocolos de
las EDAR convencionales. Ademas, cuando estos tipos de microcontaminantes pasan por los sistemas
de tratamiento convencionales, se generan subproductos con unas propiedades desconocidas y que
podrian llegar a ser nocivas.

2.2.1 Compuestos farmaceuticos y de cuidado personal (CFCPs)

El conjunto de los CFCPs lo forman, por un lado, los medicamentos con prescripcion médica asi
como aquellos que no necesitan prescripcion y, por otro lado, los productos de cuidado personal que
buscan mejorar la calidad de vida del ser humano. Debido al aumento de la poblacion, su consumo esté
aumentando exponencialmente.

Los compuestos farmacéuticos estan formados por compuestos organicos como los antibioticos,
hormonas, analgésicos, disruptores endocrinos y filtros UV utilizados en protectores solares [26]. Estos
productos son metabolizados por el huésped y posteriormente excretados al medio ambiente en forma
de orina y heces. En cuanto a los productos de cuidado personal, acceden al medio ambiente a través de
vias de metabolizacion tanto directas como indirectas. Los CFCPs una vez desechados, ya sea como
compuesto principal o como derivado, son liberados en las aguas superficiales y subterraneas,
contaminandolas. Estos se encuentran alrededor del mundo con variadas concentraciones que van desde
los ng/L a los pg/L. La mayor concentracion detectada hasta el momento se descubrid en aguas de la
India con un valor entre los 1.4-31.4mg/L en un estudio donde se describian los limitados sistemas de
depuracion [27]. Finalmente, estos compuestos vuelven a ser consumidos por el ser humano, a través de
la cadena alimentaria y del agua potable. Este proceso se puede ver en detalle en la Figura 2-5.

De entre los CFCPS descritos, algunos muestran toxicidad incluso en bajas concentraciones mientras
que otros presentan valores de toxicidad aguda inferiores, persistiendo en el medio y escapando a los
sistemas de depuracion y bioacumulandose en el medio ambiente, dando como resultado una toxicidad
cronica de gran relevancia. De entre los efectos que dicha toxicidad crénica puede provocar se
encuentran, entre otros, desequilibrios hormonales, resistencia a antibioticos y cancer en los seres
humanos [26].
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Figura 2-5 Origen, transporte y destino de los CFCPs (elaboracién propia)

2.2.2 El ibuprofeno

El ibuprofeno es un farmaco antiinflamatorio utilizado para prevenir o disminuir la inflamacion de
los tejidos. Ademas, debido a su caracter analgésico, puede llegar a reducir ciertas dolencias asociadas
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a los procesos gripales. Se trata de un compuesto caracterizado por su elevada polaridad y una
solubilidad intermedia. Al presentar un grupo carboxilo (-COOH) en su estructura (Figura 2-6), se
considera de caracter acido. Se suele encontrar en las aguas residuales en concentraciones de 2,6 a 5,7
pg/L [28].

CHs,

OH
CHj

®
HsC

Figura 2-6 Estructura Ibuprofeno [29]

Este medicamento no necesita de una prescripcion médica previa y esto, junto con el hecho de que
no produce efectos secundarios notorios, lo convierte en uno de los més utilizados en la sociedad, y su
uso esta aumentando con el paso de tiempo. Solo en Espafia, en 2017 se vendieron alrededor de 15
millones de envases [30]. Es por ello por lo que sera el que se analizard en este estudio.

2.2.3 Mecanismos de eliminacion de CFCPs en EDAR

La eficacia en la eliminacion de los CFCPs dependera en gran medida de las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos. Estas propiedades seran la solubilidad, la volatilidad, la adsorbilidad,
la biodegradabilidad, la polaridad y la estabilidad [31]. Ademas, habrd que tener en cuenta las
condiciones de operacion en las que se realice la eliminacion. Estas condiciones dependeran de variables
en funcion del tratamiento a utilizar, por ejemplo si se hace uso de tratamientos bioldgicos aerobios,
tratamientos anaerobios o anoxicos, tiempo de resistencia celular e hidraulico, pH y temperatura [32].

Se establecen como principales mecanismos de eliminaciéon de CFCPs en plantas depuradoras de
agua residual la biodegradacion, la sorcion y la volatilizacion [33], que seran descritas con mas detalle
a continuacion.

2.2.3.1 Biodegradacion

A través de la ecuacion cinética de pseudo-primer orden representada en la Ecuacion 1 es posible
determinar la degradacion biologica de los CFCPs presentes en las aguas residuales.

c

biol dt biol SSsvV w
Ecuacién 1 Biodegradacion de CFCPs [6]

En donde:
v Kuiol: coeficiente de degradacion bioldgica (L/g SSV-d)
v" C: concentracion total de microcontaminantes (ug/L)
v" Cy: concentracion de microcontaminantes en fase liquida (ug/L)
v" Xssv: concentracion de sélidos en suspension volatiles (g SSV/L)

De esta manera, y en funcion del kyiol 0 coeficiente de degradacion biologica, se podran clasificar los
compuestos de la siguiente manera:

v Dificilmente biodegradables: kyio1 < 0,1 L/g SST-d
v" Moderadamente biodegradables: 0,1 < kpio1 < 10 L/g SST-d

v Facilmente biodegradables: kyio > 0,1 L/g SST-d
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2.2.3.2 Sorcion

Se define el fendémeno de la sorcion como un proceso fisico y quimico por el que una sustancia se
une a otra. El efecto contrario se conoce como desorcion. Engloba a su vez a dos procesos: la absorcion
y la adsorcion.

Absorcion: proceso por el cual una sustancia incorporada en un estado determinado se transfiere a
otra sustancia en un estado diferente para formar una disolucion. Por ejemplo, gases que son absorbidos
por un liquido o liquidos absorbidos por un so6lido [34].

Adsorcion: se define como la adhesion de una especie quimica a la superficie de las particulas. De
esta manera, las particulas de gas o liquido se unen a la superficie solida o liquida denominada
absorbente. Las particulas forman una pelicula atdbmica o molecular de adsorcion [35].

La sorciéon de los CFCPs dependera de su caracter lipofilico y de su acidez. La relacion entre las
concentraciones de los compuestos en fase solida y en fase liquida viene determinada por el coeficiente
de distribucion solido-liquido K4 (Ecuacion 2), que indicara la cantidad de CFCPs sorbidos en el lodo.

Xsst * Cy

Ecuacion 2 Coeficiente de distribucion sélido-liquido [36]

Kq

En donde:
v' Ky: coeficiente de distribucion solido-liquido (L/g SST)
v" Cs: concentracion del compuesto en fase sélida (ug/L)
v" Xsst: concentracion de solidos en suspension totales (g SST/L)
v" Cy: concentracion del compuesto en fase liquida (ug/L)
2.2.3.3 Volatilizacién

Se define la volatilizacién como el proceso mediante el cual una muestra se vaporiza. En el contexto
estudiado, se trata de la conversion de los microcontaminantes en fase liquida a la atmoésfera. Su
efectividad dependera de factores como el tipo de aireacion, el flujo de aire en contacto con el agua
residual y el coeficiente de Henry como se puede apreciar en la Ecuacion 3. Es usado mayoritariamente
como mecanismo para la eliminacion de fragancias, pues se considera despreciable para la eliminacion
de farmacos y hormonas.

¢ = Cw " H - Qqir _ H - Qquir
Cw +CyH - Quir +Cy " Ky - Xssr 1+ H: Quir + Kg " Xssr
Ecuacion 3 Fraccion de compuesto volatilizado [37]
En donde:

v H: coeficiente de Henry (pg-m? agua residual/ ng-m? aire)
v Quir: caudal del aire (m? aire/m? agua residual)

Para el uso de este mecanismo es importante tener en cuenta que la volatilizacion no erradica la
estructura de las moléculas de los microcontaminantes y podria causar contaminacioén atmosférica si no
se dispone de recogida de gases.

2.2.4 Nuevas tecnologias de eliminacion de CFCPs

Durante los ultimos afios, con el fin de mejorar la calidad de las aguas descargadas a rios y mares,
se han desarrollado nuevas tecnologias de tratamiento. Estos sistemas buscan la reduccion efectiva de
los CFCPs y son incorporados a las EDAR como parte del tratamiento terciario.
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Se destacan los siguientes:

v" Procesos de oxidacion avanzada: los procesos avanzados de oxidacion (AOP) son
tecnologias de tratamiento destinadas a degradar y mineralizar la materia organica
recalcitrante de las aguas residuales mediante la reaccion con el radical hidroxilo (-OH).
Recientemente, estas tecnologias se han propuesto como solucidn para tratar contaminantes
emergentes, especialmente productos farmacéuticos y de cuidado personal [38]. Dentro de
este grupo se pueden encontrar procesos como la ozonizacion, la radiacién UV, combinacion
03/H>0, procesos Fenton, etc.

v' Sistemas de filtracion/adsorcidén: buscan la eliminacién de los solidos en suspension
mediante el uso de filtros de arena o de carbon activo. Estos tltimos dependen en gran parte
de la adsorcion, que a su vez dependera de las propiedades del soluto y el absorbente,
temperatura y composicion del agua a tratar. A pesar de tener las desventajas de tener que
regenerar el adsorbente y la competicion de la materia orgénica con los microcontaminantes
por los centros activos del carbon activo, diversos estudios avalan su eficacia en cuanto a la
eliminacion de microcontaminantes tantos en aguas residuales como potables [39].

v Sistemas de biofiltracidn: estos sistemas combinan la eliminacion mediante biodegradacion
con la adsorcidn/absorcidn, gracias a que en la superficie del material usado como adsorbente
se desarrolla una biopelicula. Al disponer de un menor tiempo de retencion celular que los
sistemas convencionales de lodos activos, son adecuados para el desarrollo de bacterias de
lento crecimiento como son las bacterias nitrificantes [40]. Estos podran ser biofiltros de
arena o biofiltros de carbon activo.

2.3 Depuracion de aguas mediante microalgas

2.3.1 Ventajas y desventajas

La tecnologia del uso de microalgas para la eliminacion de nutrientes y compuestos farmacéuticos
aparece como posible alternativa a los tratamientos actuales. Las microalgas, incluidas las algas
eucariotas y las cianobacterias, han demostrado ser una alternativa sostenible y respetuosa con el medio
ambiente a los procesos de tratamiento convencionales que poseen un muy alto consumo energético
[41].

El uso de las microalgas, ademas de ser una fuente renovable de biomasa, es un método mucho mas
rentable econdmicamente y factible para la biofijacion de CO, [42]. El factor determinante en el uso de
las microalgas para el tratamiento de las aguas residuales reside en su capacidad de utilizar el carbono
orgéanico e inorganico, asi como el N y el P presente en las aguas residuales, para su crecimiento,
produciendo asi una reduccion en la concentracion de estas sustancias en el agua. La incorporacion de
esta tecnologia en las plantas depuradoras favorece la generacion de O, mediante la fotosintesis, proceso
necesario para que las bacterias heterdtrofas puedan biodegradar los compuestos carbonosos.

Aunque el cultivo de algas se aleje de lo convencional, en lo que a tratamientos de aguas residuales
se refiere, varios estudios han demostrado que la formacidn de algas puede provocar la eliminacion de
nutrientes en aguas residuales [43]. Ademas de ser eficientes en la captura de CO; y en la eliminacion
de nutrientes en aguas residuales, las microalgas han demostrado ser una potencial fuente de generacion
de energia. Hay que tener en cuenta ademas, que la emision de N>O a la atmodsfera durante los procesos
de tratamiento convencionales esta ligada directamente con las condiciones en las que se realicen los
procesos de eliminacion de N [44]. Este es un punto fuerte para las microalgas ya que son capaces de
eliminar tanto el nitrogeno orgadnico (urea) como el inorganico (amoniaco), ademas del nitrito y los
nitratos [45] y lo haran generando emisiones minimas o incluso nulas de N>O.

Pero el conjunto de ventajas que ofrece este novedoso método no se queda ahi. Ademas de lo ya
mencionado, las microalgas permiten que las aguas residuales tratadas mediante esta técnica no deban
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verse obligadas a pasar por etapas adicionales para la eliminacion de N y P inorgénico. Se reduce
notablemente la complejidad del proceso y la energia requerida ya que inicamente es necesaria una sola
etapa de tratamiento para eliminar materia organica y nutrientes. Esto se debe a que, para el crecimiento
celular y la cuestion metabolica, las microalgas asimilan el amoniaco (NH3) y el fosfato (PO4) de forma
conjunta [46]. De esta manera, los procesos de tratamiento con microalgas generan una emision de gases
de efecto invernadero mucho menor. Esto se debe a hechos como que el N, en lugar de convertirse en
oxidos de nitrogeno, es directamente asimilado por las microalgas. Varios estudios respaldan estas
afirmaciones, que afirman la insignificante emision de N>O causada por las microalgas junto con
microorganismos en las aguas residuales [47] [48]. Ademas, el suministro de O, disuelto a las aguas
residuales a través de la fotosintesis de las microalgas es una forma eficaz de ahorrar significativamente
en la demanda de energia y en la emision de gases de efecto invernadero, pues no es necesario suministrar
aire al proceso (como ocurre en el sistemas de lodos activos).

Sin embargo, y como todo tipo de tecnologia, el uso de las microalgas en la depuracion también
presenta inconvenientes. El mas evidente es que se trata de una tecnologia reciente, que ain esta en
estudio y de la que no se dispone de la informacidn necesaria como para plantear su uso a gran escala
todavia. Por otro lado, las microalgas necesitan un tiempo de cultivo previo, y su eficacia no es
inmediata. Este cultivo ademas se vera sometido a factores como las condiciones ambientales, que
determinardn su crecimiento al limitar por ejemplo la luz solar en dias nublados. Asimismo, se vera
afectado por la posible contaminacion debido a aguas pluviales. Finalmente, presenta como desventaja
la recoleccion y valoracion de la biomasa a lo largo de su uso. Se expone en la Tabla 2-1 un esquema
resumen enumerando las principales ventajas y desventajas de este sistema.

Ventajas

v’ Sostenible y respetuoso con el medio ambiente

v" Fuente renovable de biomasa o
- x Tecnologia aun en desarrollo
v' Mayor rentabilidad y menor coste ) ) )
o x Necesidad de cultivo previo
v Menores requerimientos de energia para operar . .
x Dependiente de las condiciones

v" Generacion de O, mediante fotosintesis ambientales

¥ Eliminacion nutrientes x Posibilidad de contaminacién con aguas
v Sencillez, una sola etapa pluviales

v' Menor emision de gases de efecto invernadero x Recoleccion y valoracion de la biomasa

v No generacion de lodos

Tabla 2-1 Ventajas y desventajas del uso de microalgas (elaboracién propia)

2.3.2 Parametros a controlar para un optimo crecimiento

El crecimiento de las microalgas puede verse afectado por numerosos factores, tanto biodticos como
abioticos. Las factores biodticos seran aquellos referidos a la presencia de patdgenos como bacterias,
hongos y virus, asi como la competencia de otras microalgas. Los factores abidticos, por otro lado, seran
los referidos a factores como la calidad y cantidad de luz, la temperatura, el pH, la salinidad, la cantidad
y calidad de nutrientes, la concentracion de oxigeno y la presencia de compuestos toxicos. Ademas, las
microalgas pueden verse afectadas por las condiciones operativas en las que se encuentren. Estas
condiciones engloban caracteristicas como el tiempo de cultivo, las tasas de recoleccion y la trasferencia
y mezcla de gases, ya que estos parametros controlan la disponibilidad de CO- en el medio, asi como la
exposicion a la luz [49] [50].
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El suministro de luz sera la fuente de energia utilizada para convertir el carbono inorgéanico (CO>)
en carbono organico y, por ello, determinard sobremanera el crecimiento de las microalgas. De esta
manera, la actividad fotosintética sera proporcional a la irradiacion de luz en el caso de irradiaciones de
luz por debajo del punto de saturacion de luz. Sin embargo, para el caso contrario de altos valores de
irradiacion luminosa, determinado por factores como la temperatura, el sistema receptor fotosintético
podria verse dafiado, provocando asi la inhibicion de la fotosintesis y por tanto del propio crecimiento
de las microalgas [51].

La temperatura es uno de los principales factores que regulan las respuestas celulares, morfologicas
y fisioldgicas de las microalgas. Las temperaturas mas altas por lo general aceleran las tasas metabdlicas
mientras que las bajas inhiben el crecimiento. Si bien dependera del tipo de alga y la intensidad de la
luz, se ha llegado a la conclusion de que el rango de temperatura éptima para su crecimiento es de 15 a
26°C [52].

La mayoria de las especies de microalgas se ven favorecidas por un pH neutro, mientras que otras
toleran un pH mas alto. La asimilacion de carbono inorganico por parte de las microalgas, si no se repone
aun ritmo equivalente al que se consume, puede provocar un aumento del pH. Si esto ocurre, el beneficio
proporcionado por las bacterias aerdbicas y facultativas puede verse reducido al verse afectados su
crecimiento y funcidn. Existe una fuerte correlacion entre la abundancia de bacterias heterotrofas y el
pH que establece, con el aumento del pH, una mayor “inactivacion” de las bacterias [53] [54]. Se estima
que la reduccion de bacterias coliformes y otros microorganismos patdgenos se produce en torno a un
pH de 8,5, siendo 9,5 el pH en el que tiene lugar la mayor eliminacion de la comunidad bacteriana en
las aguas residuales [55].

En lo referido a la salinidad, los niveles optimos difieren también en base al tipo de microalga, ya
que aquellas que sean halotolerantes podran crecer en ambientes con elevada salinidad, mientras que las
algas de agua dulce veran perjudicado su crecimiento en su presencia. Las modificaciones en la salinidad
del medio de cultivo pueden tener efectos adversos en el crecimiento y la composicion de las microalgas
debido a efectos como el estrés osmotico [56]. Los principales factores que contribuyen a la modificacion
de la salinidad del medio de cultivo son las pérdidas por evaporacion y las precipitaciones (en los
sistemas abiertos).

Las microalgas, ademads, veran su mantenimiento, crecimiento y rendimiento determinado de manera
significativa por la composicion de las aguas residuales en las que se vean envueltas. Principalmente,
sus necesidades se resumen en tres compuestos principales: N (nitrogeno), P (fosforo) y C (carbono). La
tasa de consumo de estos compuestos esta fuertemente vinculada a la tasa de crecimiento de las propias
microalgas, por lo que un suministro limitado podria llegar a reducir significativamente su tasa de
crecimiento [57]. Es por ello por lo que, para poder garantizar la eficaz eliminacion de nutrientes en el
medio de cultivo, debe haber a su vez una 6ptima proporcion de nutrientes que puedan satisfacer las
necesidades estequiométricas de las propias microalgas. Ademas, existen otro tipo de micronutrientes
como son el calcio, magnesio, potasio, manganeso, zinc y el hierro, entre otros, que son asimismo
esenciales. Suelen encontrarse de manera abundante en las aguas residuales [46].

Por tultimo, otro aspecto a considerar es la importancia de la mezcla en el cultivo de las microalgas.
Esta permite la distribucion equitativa de la luz y de los nutrientes entre las células de las microalgas.
De esta manera, se evitan posibles zonas de estancamientos y se mejora la transferencia de gases entre
el medio de cultivo y el aire. Asimismo, es esencial que la transferencia de gases no se vea en ningun
momento comprometida, ya que el aire en circulacion es el que contiene el CO; necesario para la
realizacion de la fotosintesis y la eliminacion del oxigeno producido. Ademas, con la constante mezcla
de los cultivos de microalgas, se previene la sedimentacion de las microalgas y la estratificacion térmica.
En funcion de la escala y sistema de cultivo utilizado, se seleccionara el método apropiado para esa
mezcla [58].
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2.3.3 Eliminacion de N

Las formas de nitrogeno inorgdnico mas comunes son el nitrato (NO3"), el nitrito (NOy"), el acido
nitrico (HNO3), el amonio (NH4"), el amoniaco (NH3), el nitrogeno molecular (N2), el 6xido nitroso
(N20), el 6xido nitrico (NO) y el dioxido de nitrogeno (NO») [49]. Las microalgas desempefian un papel
importante tanto en la fijaciéon como en la asimilacion del nitrogeno. Las microalgas procariotas
(cianobacterias) son capaces de asimilar el nitrogeno molecular atmosférico (N2-N), convirtiéndolo en
nitrogeno amoniacal (NH3-N) como se ve en la Ecuacion 4, que puede ser incorporado a los aminoacidos
y proteinas o excretarse al medio ambiente [59].

Nitrogenasa

N, + 8H* + 8¢~ + 16ATP ————— 2NH; + H, + 16ADP + 16P;
Ecuacion 4 Conversion de N2>-N a NH3-N [60]

e ADP: adenosin difosfato
e ATP: adenosin trifosfato

Por otro lado, las microalgas eucariotas son capaces de asimilar derivados del nitrogeno como el
NHs-N, el NOs3-N vy el nitrito-nitrogeno (NO2-N). EI NOs-N, al ser el derivado mas oxidado y por tanto
mas estable termodinamicamente que el NHy4-N, es la forma de nitrdgeno mas comun encontrada en
ambientes acuaticos. Para la asimilacion de esta fuente de nitrogeno, se requiere un proceso de dos pasos,
catalizados por las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa. En el primer paso, en la Ecuacion 5, se
cataliza la reduccion de NOs-N a NO»-N mediante nitrato reductasa y, en la siguiente reduccion, a NHy-
N, en la Ecuacion 6, se cataliza mediante el nitrito reductasa [61].

nitrato reductasa

NO;™ +2e™ + 2H* NO,™ + H,0
Ecuacion 5 Conversion de NO3™ a NO2™ [60]

nitrito reductasa

NO,” + 8H* + 6e~ NH,* + 2H,0
Ecuacién 6 Conversion de NO2" a NH4s* [60]

La urea, como nitrogeno orgéanico disuelto, también puede llegar a ser asimilada por las células de
las algas convirtiéndolo, como en el caso anterior, en amonio (NH4"). Para conseguirlo, se produce una
reaccion de reduccion facilitada por la ureasa como se puede ver en la Ecuacion 7.

CO(NH,), + H,0 + 2H* ———S 2NH,"* + CO,

Ecuacién 7 Conversiéon urea en NH4s" [61]

El amonio (NH4") resultante de estas reducciones bien presente en aguas residuales es convertido
directamente en aminoacidos mediante la secuencia metabdlica del proceso de glutamina sintetasa-
glutamato sintetasa, donde, como se puede ver en la Ecuacion 8, la glutamina sintetasa cataliza la
formacion de glutamina a partir de glutamato y ATP.

glutamina sintetasa

Glutamate + NH,* + ATP Glutamina + ADP + P;

Ecuacion 8 Conversion NHa” en aminoacidos [60]

2.3.4 Eliminacion de P

El fésforo es el encargado de mediar la transferencia de energia y la sintesis de acidos nucleicos.
Este nutriente entra en la células de las microalgas a través del transporte activo en la membrana
plasmatica en forma de H.PO4~ y HPO4* [62].
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En las células de las microalgas, el fosforo es usado para la formacién tanto de compuestos orgdnicos
como inorganicos. Para transformar el P en compuestos organicos de alta energia, las microalgas hacen
usos de los siguientes 3 procesos [63]:

v’ Fosforilacidon oxidativa: proceso metabolico en el que la energia liberada por la oxidacién de
nutrientes es utilizada para producir ATP [64].

v’ Fosforilacién a nivel de sustrato: formacion de ATP a partir de ADP y un intermediario
fosforilado, en lugar de a partir de ADP y un fosfato inorganico como en la fosforilacion
oxidativa [65].

v’ Fotofosforilacion: proceso de sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato llevado a cabo por
las ATP-sintetasas de la membrana del tilacoide, en los cloroplastos de las células vegetales.
[66].

En estos procesos, como se puede apreciar en la Ecuacion 9, se produce ATP a partir de ADP y de
un aporte energético. Esta energia se puede obtener, en el caso de los dos primeros procesos, a partir de
la oxidacion de los sustratos respiratorios o del sistema de transporte de electrones de la mitocondria.
Para el tercer caso, la energia de la luz es transformada e incorporada en ATP [63].

Energia

ADP + P, —— ATP
Ecuacion 9 Produccion ATP a partir de ADP [63]

2.3.5 Eliminacion de CFCPs

Diversos fenomenos intervienen en la eliminacion de CFCP mediante el uso de microalgas. Los
principales métodos por los que se consigue la eliminacion de estos microcontaminantes son la
biodegradacion, la fotodegradacion, la biosorcion y la volatilizacion. De estos cuatro, los tres primeros
son responsables de la gran parte de microcontaminantes eliminados, mientras que la volatilizacion
interviene en tan solo algunos de ellos. Ademads, es importante resaltar que los microcontaminantes
pueden ser erradicados por mas de una via. Es por ello por lo que, la aclaracion de los métodos requeridos
por cada microcontaminante, asi como los factores que influyen en su eficacia, son de suma importancia
a la hora de querer optimizar la operacion de las microalgas y aumentar su fiabilidad [67]. A
continuacion, en la Figura 2-7, se puede ver un esquema en el que aparecen todos los procesos
implicados.

Microalgac  Micropollutants

ey Yy
“‘ \ \ %
‘\DOM’
E hotodegradation
é: O ,, )\.
a2 2 Bmdegradation} '

Figura 2-7 Métodos eliminacion de microcontaminantes mediante el uso de microalgas [67]
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2.3.6 Biorreactores de células en suspension

El cultivo en suspension es la forma mas utilizada para el crecimiento de microalgas. Principalmente,
dentro de este tipo de cultivo se encuentran dos subcategorias: los biorreactores cerrados y los
biorreactores abiertos.

Los fotobiorreactores cerrados pueden llegar a tener mas ventajas debido a diversos motivos. Las
condiciones de cultivo y los parametros de crecimiento, como el pH, la temperatura, la mezcla, las
concentraciones de didxido de carbono y de oxigeno puede ser controlados de una manera mas
exhaustiva. Ademas, se evitan la evaporacion y las contaminaciones de una manera mucho mas facil y
se pueden llegar a alcanzar mayores concentraciones celulares [68]. Sin embargo, y, a pesar de estas
ventajas, estos fotobiorreactores tienen algunas limitaciones en términos de sobrecalentamiento,
dificultades a la hora de querer agrandar el sistema y mayores costes de construccion [69]. Suele elegirse
este tipo de fotobiorreactores cuando se necesita asegurar un monocultivo, con la especie seleccionada,
de forma que no haya contaminacion que pueda perjudicar el crecimiento del cultivo elegido. Es un
cultivo de alta exigencia y coste, ya que se debe asegurar la esterilidad en todas las manipulaciones que
se lleven a cabo sobre el equipo. De entre los mas utilizados pueden citarse los reactores de placa plana,
los reactores de columna de burbujas y los reactores tubulares, representados en la Figura 2-8.
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Reactor de placa plana Reactor anular Reactor tubular

Figura 2-8 Tipos de biorreactores cerrados (adaptado de [70])

Por otro lado, la produccion de algas en sistemas abiertos presenta una mayor capacidad de
produccion con menores costes en términos de construccion y funcionamiento. Es el sistema elegido
cuando se realiza un cultivo mixto en donde, ademas, se quiere favorecer el desarrollo bacteriano y la
formacion de un biofilm. Sin embargo, factores como una mezcla insuficiente, oscilaciones en las
condiciones de cultivo y una mayor susceptibilidad a las contaminaciones, provocan que las
productividades de biomasa y las eficiencias de eliminacion de nutrientes sean menores a las que se
pueden esperar en un fotobiorreactor cerrado. Ademas, son mucho mas propensas a la difusion de CO»
a la atmosfera, a las pérdidas de agua por evaporacion y a la mala utilizacion de la luz por parte de las
células [71]. Los sistemas abiertos se dividen en dos categorias: estanques naturales (incluyen lagos,
lagunas y estanques) y estanques artificiales o contenedores. Los mas utilizados son los estanques poco
profundos, los estanques circulares y los estanques de canalizacion [72] representados en la Figura 2-9
y en la Figura 2-10.
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Figura 2-9 Tanque de canalizacion esquematizado (adaptado de [73])
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Figura 2-10 Tanque de canalizacion [74]

2.3.7 Biorreactores de células inmovilizadas

La inmovilizacién de las microalgas (Figura 2-11) puede lograrse mediante la autoadhesion (modo
pasivo) a un material de lecho, que esta total o parcialmente sumergido para favorecer asi el desarrollo
del biofilm (panel plano o reactor rotatorio de algas), o mediante el atrapamiento (modo activo) en
matrices de gel que pueden ser inducidas o mediadas por agentes quimicos o floculantes [75].

La formacion del biofilm se produce inicialmente porque los cationes y los compuestos organicos e
inorganicos se adhieren a la superficie del material del lecho, aumentado asi la concentracion en relacion
con la fase acuosa y, por tanto, creando un entorno favorable para el crecimiento microbiano. Una vez
asentadas en la superficie, las microalgas y bacterias secretan sustancias extracelulares compuestas por
acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y fosfolipidos que sirven para mejorar la adherencia al material
de lecho asi como para atrapar y concentrar los nutrientes necesarios para el crecimiento celular [76].
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Existen recientes estudios que han demostrado y desarrollado reactores de biofilm de algas para el
consumo eficiente de N y P de las aguas residuales y su conversion en biomasa [77] [78]. En un estudio
acerca de la influencia del biofilm de algas en la pared de un fotobiorreactor, se demostré que la
formacion del biofilm de algas provocaba una significativa reduccién del contenido de fosforo y
nitrogeno de las aguas residuales [79].
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Figura 2-11 Montaje experimental de célula de combustible microbiana de biofilm de algas [78]

A continuacion en la Tabla 2-2 se exponen, de una manera resumida, una comparacion de pros y
contras entre los sistemas de células en suspension y los sistemas de células inmovilizadas:

Sistema de .
. Ventajas
cultivo
v' Sistema muy estudiado y optimizado . .
. x Se requiere un cultivo de
, v’ Puede procesar mayores cantidades i .
Células en . microalgas previo al traspaso
. de aguas residuales .
suspension . . de las aguas residuales
v’ Aplicable en operaciones de gran
tratadas
escala
x Costes elevados asociados a
v' El cultivo de microalgas previo al la matriz polimérica (para
traspaso de las aguas residuales atrapamiento celular)
tratadas es mas sencillo x Se requiere una gran
Células v' Los cultivos mas viejos estdn mas superficie (para adhesion de
. ope protegidos antes la fotoinhibicion microalgas y formacion de
inmovilizadas . . e, .
v’ La matriz de inmovilizacion ofrece a biofilm)
las células una mayor resistencia a x Puede producirse una
entornos adversos como la salinidad, limitacion de la luz
la toxicidad de metales y el pH x Aplicable sélo para
operaciones a escala y piloto

Tabla 2-2 Ventajas y desventajas sistemas de cultivo (adaptado de [62])
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3 DESARROLLO DEL TFG

3.1 Cultivo de las microalgas

3.1.1 Puesta en marcha del reactor principal

El primer paso en la investigacion de la eficacia de la técnica de las microalgas en la eliminacion de
compuestos farmacéuticos y nutrientes es el cultivo de las microalgas, que después servira para inocular
otros reactores. Para ello, se introdujeron en un vaso de un litro 0,75 L de agua destilada y un recipiente
de Fitoplancton Vivo de 250 mL asi como 20 mL de abono para plantas (Figura 3-1). Este vaso se dejo
en un lugar donde recibiera la suficiente luz solar para el 6ptimo crecimiento de las algas. Ademas, se
anadid regularmente abono para plantas para ayudar en la alimentacion.
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Figura 3-1 Fitoplancton Vivo 250 mL [80] y Abono para plantas Versol 500 mL [81]

La composicion del Fitoplancton Vivo afiadido es la siguiente:
v’ Nannochloropsis gaditana 50%
v’ Tetraselmis suecica 50%
En cuanto al abono plantas para plantas, esta compuesto por:
v" Nitrégeno total 1,6%
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v' Nitrégeno ureico 1,6%
v" Anhidrido fosférico 0,8%
v" Oxido de potasio 2%

v Excipientes c.s.

A las 24 horas se traslado el cultivo inicial a un vaso de mayor tamaio y se le afadieron otros 3,5 L
de agua destilada y 10 mL de abono para plantas, quedando finalmente un vaso de 4,5 L con 250 mL de

Fitoplancton Vivo como se puede ver en la Figura 3-2.
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Figura 3-2 Vaso Fitoplancton y agua destilada (4,5L)

Una semana mas tarde, se afiaden otros 1000 mL de Fitoplancton Vivo. Para facilitar el cultivo, se
agita la mezcla de manera constante a 155 rpm. Ademas, se introduce un aireador EHEIM air100 (Figura
3-3, caracteristicas descritas en el Anexo II: Aireador EHEIM air100) para facilitar el intercambio de

oxigeno y dioxido de carbono y potenciar su crecimiento.

Figura 3-3 Aireador EHEIM air100 [82]
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Dada la dificultad de disponer de luz solar de manera ideal a lo largo del dia debido a la meteorologia
de la zona y los cielos nublados, se opta por la instalacion de una luz artificial (caracteristicas descritas
en el Anexo III: Kit LED carcasa rigida ICA). De esta manera, queda el reactor montado de la forma
que se puede apreciar en la Figura 3-4.

Figura 3-4 Reactor con aireador y luz artificial

En cuanto al tiempo de incidencia de la luz, hay que tener en cuenta que la duracion relativa del dia
y la noche, conocida como fotoperiodo, es uno de los principales factores que controlan el crecimiento
y desarrollo vegetal [83], por lo que para evitar la saturacion de las algas y no tener la luz artificial
funcionando las 24 horas, se instala un temporizador (Figura 3-5) a ésta para su funcionamiento durante
14 horas al dia, de las 07:00 a las 21:00, dando como resultado un fotoperiodo 14:10.

Figura 3-5 Temporizador de la luz artificial
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3.1.2 Operacion del reactor principal

La fase de cultivo de las microalgas duré 16 dias. Ese periodo engloba desde el primer dia que se
vertieron los primeros 250 mL de Fitoplancton Vivo hasta el dia en el que se crearon los 4 reactores
principales, en los que se evalu6 la eficacia de las microalgas en la eliminacion de nutrientes y
compuestos farmacéuticos a lo largo del tiempo. Durante este tiempo, ademas de los distintos equipos
que se fueron anadiendo explicados anteriormente, se produjeron diversas interacciones con el reactor.

En primer lugar, con la finalidad de poder monitorizar el crecimiento de las microalgas de una
manera mucho mas detallada, se extrajeron muestras de 25 mL aproximadamente cada dos dias. Con
esta muestra se median los parametros de pH, turbidez y solidos en suspension, cuya metodologia se
explica més adelante. Con estos datos, se facilitaba el seguimiento del cultivo y se tomaban acciones
acordes a sus resultados.

Los primeros dias transcurren de la siguiente manera:
e Dia0: 0,75 L agua destilada + 0,25 L Fitoplancton Vivo + 20 mL abono para plantas.
e Dia I: se anaden 3,5 L agua destilada + 10 mL abono para plantas.
e Dia 2: se anaden 10 mL de abono para plantas.
e Dia 3: se anaden 5 mL de abono para plantas.

Tras estos primeros dias y tras no apreciar un cambio en el crecimiento de las algas (Figura 3-2), se
decide aumentar tanto los nutrientes como la cantidad de fitoplancton, asi como introducir otros
componentes que ayudaran al crecimiento del cultivo.

e Dia 7: se afiaden 20 mL micronutrientes + 20 mL macronutrientes + 40 mL fuente de carbono
+ 1 L Fitoplancton Vivo. Se introducen aireador y luz artificial.

e Dia 8: se anade un temporizador a la luz artificial.

e Dia 9: se anaden 5 mL micronutrientes + 50 mL macronutrientes + 100 mL fuente de
carbono.

e Dia 13: se aumenta el agitado a 200 rpm.

Las composicion de los micronutrientes, macronutrientes y fuente de carbono se detallan a
continuacion en el apartado 3.1.3. El dia 16 se extraen las cantidades necesarias para cada uno de los
cuatro reactores en la que se desarrolld el experimento, explicado a continuacion en el apartado 3.2.

3.1.3 Preparacion de agua residual sintética

En este estudio se pretende evaluar la validez de las microalgas como tratamiento secundario en una
EDAR. Para ello, se prepara un agua residual que se aproxime a las caracteristicas del agua residual a la
salida del tratamiento primario. Esta agua estard formada por N, P, C, metales, y microcontaminantes en
distintas concentraciones. Se divide en cuatro disoluciones para tener asi un mejor control sobre los
compuestos afadidos.

Se han embotellado tres tipos de disoluciones distintas, en altas concentraciones, para poder en el
futuro utilizar la cantidad requerida en el nimero de experimentos que se consideraran necesarios. Estas
tres disoluciones son una de microcontaminantes, una de macrocontaminantes y, por ultimo, una de
fuente de carbono.

Las algas necesitan compuestos en bajas concentraciones, como metales, para crecer. Estos seran los
denominados como micronutrientes. Para su composicion, se estudiaron los compuestos habitualmente
presentes en aguas residuales y en medios de cultivo especificos para microalgas asi como sus
concentraciones y la Optima relacion entre ellos. En base a la informacion encontrada [84] y a la
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disponibilidad de los compuestos en los laboratorios, se establecio la relacion de compuestos presentada
en la Tabla 3-1.

Férmula M Concentracion en Concentracion en | Masa a aiadir
(g/mol) agua residual (mg/L) botella (mg/L) (mg)
FeClz-6H20 270 6,2 1235 617
CuS04-5H,0 250 0,080 16 8,0
H3BO3 62 2,86 572 286
(NH,)eMo O, -4H.0 | 123538 0,05 10 5
ZnS04-7H20 288 0,22 44 22
CaClz-H20 147 35 7000 3500
MgCl,-6H,0 203 96 19200 9600
MnS04-H20 169 1,5 309 154
CeHgO7 192 6 1200 600

Tabla 3-1 Disolucion micronutrientes

Estos datos (Tabla 3-1) fueron calculados para un volumen total de 0,5 L. La dosificacion se realizd
de acuerdo con los siguientes procedimientos: teniendo en cuenta la concentracion de cada compuesto
normalmente en AR (agua residual), suponiendo una concentracién 200 veces mayor, se halla la
concentracion a conseguir en nuestra botella con la disolucién patrén. Por ultimo, teniendo en cuenta el
volumen total que se quiere (0,5 L) se halla la cantidad en miligramos de cada compuesto a afiadir
necesarios para conseguir la concentracion deseada. Se tendra, por tanto, una botella de 0,5 L con la
cantidad presentada en la ultima columna de cada compuesto.

En segundo lugar, se realiza el analisis de los macronutrientes. Para ello, se busca la relacion de
compuestos que ofrezcan las siguientes concentraciones, habituales en aguas residuales urbanas tras

recibir un tratamiento primario [85]:
v" N-NHjs: 60 mg/L
v' P-POs4: 8 mg/L
v" N-NO3: 2 mg/L

Para conseguirlo, se establecen, al igual que en el caso de los micronutrientes, para una botella de
0,5 L con una concentracion 50 veces mayor, la relacion de compuestos presentada en la Tabla 3-2.

Formula M (g/mol) Concer!tracién en Concentracion en Masa a anadir
agua residual (mg/L) botella (mg/L) (mg)
NH,4CI 53,49 229,2 11462,1 5731
KH,PO, 136,09 351 1756 878
KNO3 101 14,4 721,43 361

Tabla 3-2 Disolucion macronutrientes

Por ultimo, se crea la disolucion de fuente de carbono, de 1 L con una concentracion 25 veces mayor
estableciendo la relacion de compuestos presentada en la Tabla 3-3 [85]:
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Formula M (g/mol) Concerftracién en Concentracion en Masa a ahadir
agua residual (mg/L) botella (mg/L) (g)
C12H22011 342,3 150 3750 3,75
NaC;H30,-3H20 136,1 350 8750 8,75
NaHCO3 84 250 6250 6,25

Tabla 3-3 Disolucion de fuente de carbono

De esta manera, se obtiene una botella con las siguientes concentraciones de carbono [86] [87]:
v’ Sacarosa: 63,10 mg/L
v' Acetato: 61,72 mg/L
v’ Bicarbonato: 35,71 mg/L

Esto supone una concentracion de carbono total (TC) de 160,5 mg/L y una concentracién de carbon
orgénico total (TOC) de 124,8 mg/L.

De esta manera, quedan 4 botellas, como se puede apreciar en la Figura 3-6, que son:
v" 1 botella de 0,5 L de micronutrientes
v" 1 botella de 0,5 L de macronutrientes

v" 2 botellas de 0,5 L de fuente de carbono

Figura 3-6 Disoluciones contaminantes

Asimismo, y para el estudio de la capacidad de las microalgas de eliminar compuestos farmacéuticos,
se prepara una botella con una disolucion de ibuprofeno. Se elige como medicamento a utilizar el

IBUPROFENO DEF en comprimidos de 600 mg (Figura 3-7). Se opta por esta via en lugar de
alternativas solubles (ibuprofeno en sobres) en base a su mayor pureza y menor cantidad de ingredientes

secundarios y excipientes. Su composicion, segun el prospecto, es la siguiente:

v’ Principio activo: ibuprofeno 600 mg.

40



EVALUACION DE UN BIORREACTOR PARA LA ELIMINACION DE COMPUESTOS
FARMACEUTICOS Y NUTRIENTES EN AGUAS RESIDUALES

v" Demas componentes: celulosa microcristalina, esterato magnésico y carboximetil almidén
sodico de patata (tipo A, procedente de almidon de patata), c.s.

Figura 3-7 Ibuprofeno DEF 600mg

Se pretende crear una disolucion patron con una concentracion de 1 g/L. Se pretendia en un primer
momento utilizar agua destilada como disolvente. Sin embargo, tras observar las dificultades con la
solubilidad del ibuprofeno en ésta (el ibuprofeno es practicamente indisoluble en agua [88]), se opta por
hacer uso de metanol para su disolucion.

Para ello, se pesa un comprimido que da un valor de 825,9 mg, de los cuales 600 mg seran ibuprofeno
(pureza del 72,65%). Para crear la disolucion se deben anadir a 0,5 L de metanol 500 mg de ibuprofeno,
es decir, 688,25 mg de comprimido machacado en forma de polvo.

Como objetivo final se busca obtener una concentracion final en los reactores de 20 mg/L. Esta
concentracion, sin embargo, es mayor que la detectada en aguas residuales, del orden de 2,6 a 5,7 png/L
[28]. EI motivo detras de seleccionar esta concentracion para el estudio viene dado por las limitaciones
analiticas para medir este compuesto. Ademas, para evitar anadir a los experimentos altas cantidades de
metanol, parte de la disolucion patron se concentra a 5,5 g/l mediante evaporacion del metanol a 50-60
°C.

3.2 Depuracion de aguas mediante biorreactores: disefio experimental

Para el estudio de la efectividad de las microalgas en la eliminacion de nutrientes y de compuestos
farmacéuticos, en concreto el ibuprofeno, se establecieron 4 reactores parecidos entre si pero con
caracteristicas y objetivos diferentes:

e Reactor TODO: este reactor se ha denominado asi pues es el caso ideal, en el que todas las
caracteristicas son las adecuadas para la eliminacion de los contaminantes. En un matraz se
vierten 250 mL de microalgas del reactor principal y es iluminado mediante la luz artificial
usada anteriormente en el reactor principal.

e Reactor OSCURO: el nombre de este reactor proviene de su ausencia de luz. Es muy
parecido al primer reactor pues también se inocula con 250 mL de microalgas del reactor
principal en un matraz. Su principal diferencia se encuentra en el hecho de que ha sido
completamente cubierto con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz sobre ¢€1. Al
no tratarse de un cultivo puro, ademas de algas puede haber bacterias que no necesiten luz.
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El objetivo es ver si con este experimento se puede separar la accion de las algas y bacterias
en la eliminacion de contaminantes.

e Reactor MUERTAS: este reactor contiene también 250 mL de microalgas del reactor
principal pero con el matiz de que éstas han sido introducidas en autoclave durante 15
minutos a una temperatura de 121 °C y una presion de 1,2 bar. Esto significaria que, en
principio, las algas actuarian como si estuvieran muertas. Con el objetivo de que, en el caso
de haber muerto algtn alga, ésta no vuelva a crecer al faltarle la luz, el reactor no dispone de
luz artificial.

e Reactor ABIOTICO: la caracteristica principal de este wltimo reactor es la ausencia de
microalgas como tal. En su lugar, se introducen 250 mL de agua destilada. Dispone de luz
artificial. De esta manera, se podrd comparar la efectividad en la eliminacion de los
contaminantes de los otros reactores frente a este otro que en principio solo los podria
eliminar por medio de reacciones abioticas entre los reactivos, volatilizacion o reacciones
fotoquimicas inducidas por la luz.

Ademas, se crea otro reactor denominado PEQUENO que actuara como blanco en la medicion del
ibuprofeno. Este sera igual al reactor TODO, pero tendra un menor volumen y la principal diferencia se
encontrara en el hecho de que no se le afiadira ibuprofeno como contaminante.

Se afiaden nutrientes e ibuprofeno (IBP) asi como agua hasta llegar a los 500 mL en cada reactor,
salvo en el pequefio. El objetivo es que las concentraciones finales de contaminantes sean comparables
con las que se pueden encontrar en una EDAR. De forma resumida (Tabla 3-4), cada reactor esta formado
por:

Si No No

Tabla 3-4 Composicion reactores

Estos reactores se dejan a temperatura ambiente (23-25 °C) agitados a 100 rpm de manera
ininterrumpida en un shaker de la marca Cienytech como se puede ver en la Figura 3-8. En cuanto a la
luz artificial, ésta mantiene su temporizador permitiendo su funcionamiento unicamente en la franja
horaria de 07:00 a 21:00.

El experimento se desarrolla a lo largo de 9 dias. Durante ese tiempo, se extraen muestras diarias de
cada uno de los reactores para medir los parametros. El primer y ultimo dia se miden todos ellos. En
cuanto al resto de dias, se miden el pH, turbidez e ibuprofeno diariamente y, para los dias entre medias,
se opta por medir los dias pares los s6lidos en suspension y las clorofilas (25 mL) y, los dias impares, el
N, Py DQO (10 mL).
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Figura 3-8 Reactores en funcionamiento

Durante el experimento, y tras apreciar una falta de alimento en los reactores, el cuarto dia se afiaden
macronutrientes a los reactores en cantidades de 7 mL para TODO, 7 mL para OSCURO, 7 mL para
MUERTAS, 3,5 mL para ABIOTICO y 1,5 mL para PEQUENO. Este volumen se determin en funcién
de las concentraciones de nitrogeno total y fosfatos medidas el dia anterior (cuarto).

3.3 Técnicas analiticas

Para realizar un seguimiento exhaustivo de la operacion de los biorreactores se han medido una gran
cantidad de parametros, cada uno con su distinto procedimiento. A continuacion se explicaran los
parametros medidos y la manera en la que se han realizado dichas mediciones.

3.3.1 Medicion de la turbidez

Se define la turbidez como la medida del grado en el que, debido a la presencia de particulas en
suspension, el agua pierde su transparencia. Cuantos mas s6lidos en suspension haya en el agua, mayor
serd su valor y mas sucia parecera ¢sta. Dado que uno de los pardmetros que influye en su valor es la
presencia de algas, aporta informacién muy ttil a la hora de estudiar la evolucion del cultivo.

Para su medicion en cada una de las disoluciones se ha utilizado un turbidimetro portatil XS TN3024
(Figura 3-9), disefiado para medir las particulas suspendidas en un liquido. Las unidades empleadas para
este parametro son las de Unidad Nefelométrica de Turbidez o NTU. El dispositivo en cuestion ofrece
una exactitud en valores desde los 0,01 NTU a valores altos de hasta 1,000 NTU.

Su modo de funcionamiento es el siguiente:

1) Encender el aparato con el boton ‘POWER’.

2) Llenar el vial hasta la marca de los 10 mL y agitar para homogeneizar la muestra.
3) Insertar el vial hasta el fondo del contenedor como se aprecia en la Figura 3-9.

4) Cerrar la tapa.

5) Presionar el boton ‘TEST’ y esperar 10 segundos.

Tras estos pasos, se obtendra el valor de turbidez en unidades NTU.
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Figura 3-9 Turbidimetro Portatil XS TN3024 [89]

3.3.2 Medicion de solidos en suspension

La medicion de la cantidad de materia sélida en suspension (SS) incorporada al agua se puede
realizar mediante la determinacion del contenido en sélidos. Sometida la muestra a calcinacion, es
posible conocer el contenido en so6lidos volatiles constituidos principalmente por materia organica y en
solidos no volatiles, que se corresponden principalmente con la materia inorganica.

Con los datos de este parametro, se podra valorar la evolucion del crecimiento de las algas.
Concretamente, seran de gran interés los solidos en suspension volatiles, pues las algas en si son materia
orgénica, por lo que un mayor valor del parametro supondrd una mayor cantidad de algas en el reactor.

Para este procedimiento, se seguiran los siguientes pasos:

)]

2)

3)

4)
5)
6)
7)

Introducir un filtro en una mufla a 550 °C durante 30 minutos para eliminar totalmente su
humedad y posibles impurezas organicas.

Sacar el filtro de la mufla, limpio, esperar a que su temperatura se estabilice en el desecador y
pesarlo (P1) en una balanza analitica.

Filtrar un volumen de la muestra conocido a vacio, haciendo uso del montaje presentado en la
Figura 3-10.

Extraer el filtro e introducirlo en una estufa a 105 °C durante 7-8 horas para secarlo.
Sacar el filtro de la estufa, sin humedad, y pesarlo (P2).
Introducir el filtro de nuevo en una mufla a 550 °C durante 30min.

Sacar el filtro de la mufla, quemado, y pesarlo (P3) una vez su temperatura se ha estabilizado en
el desecador.

Es importante resaltar que durante todo el proceso, de debera de minimizar el contacto de los filtros
tanto con objetos, con las manos del operador e incluso con la propia atmoésfera para evitar su
humidificacion. Para ello, se utilizara una pinza para manejar los filtros y cuando no se esté operando
con ellos, asi como para su transporte, se almacenaran en un desecador como el de la Figura 3-11.

Una vez obtenidos los 3 valores de peso, para hallar los valores buscados, se realizan los siguientes
calculos:

e Solidos en suspension totales (SST): P2-P1.
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e Solidos en suspension volatiles (SSV): P2-P3.
e Solidos en suspension inorgéanicos (SSI): SST-SSV.

Por ultimo, para hallar las concentraciones de cada uno de los sélidos, se tomaran estos valores y se
dividiran entre el volumen de la muestra. El resultado se expresara en mg/L.

Figura 3-10 Montaje de filtracion al vacio

Figura 3-11 Desecador

3.3.3 Medicion de las clorofilas

Las clorofilas se definen como cualquier parte de todos los pigmentos relacionados con la
fotosintesis, proceso mediante el cual la energia luminosa se convierte en energia quimica a través de la
sintesis de compuestos organicos. Se encuentra presente en practicamente todos los organismos
fotosintéticos, entre los que se incluyen las algas. Absorbe la energia de la luz y la utiliza para convertir
el dioxido de carbono en hidratos de carbono [90].
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La clorofila puede presentarse de formas variadas. Las clorofilas tipo a y tipo b son las principales
y se encuentran en las plantas superiores y en las algas verdes. Las clorofilas ¢ y d se encuentran, a
menudo junto con la a, en diferentes algas. Por ultimo, la clorofila e es un tipo raro que se encuentra en
algunas algas doradas. En las plantas verdes, la clorofila se encuentra en unidades membranosas en
forma de disco (tilacoides) en organulos llamados cloroplastos [91]. Para este estudio se mediran, por
ser las principales, las clorofilas a y b, con el objetivo de realizar un seguimiento de la evolucion de los
pigmentos responsables de la fotosintesis de las algas.

Para realizar la medicion de este pardmetro es necesaria una relacion de 3,6 mL de metanol por cada
1 mL de muestra a analizar. Para facilitar el proceso, se decide finalmente hacer las medidas manteniendo
la relacion con 18 mL y 5 mL de muestra. Estas cantidades son vertidas en un matraz que se ha de dejar
a 64 °C durante 50 minutos como se ve en la Figura 3-12.

Figura 3-12 Matraces para la clorofila en la estufa

Una vez finalizado este tiempo, se introducen en pequefios tubos de 1,5 mL para centrifugarlos y
reducir la cantidad de solidos que pueden entorpecer la medicion (Figura 3-13). Se rellenaran dos tubos
de 1,5 mL por cada matraz, cantidad minima necesaria para medir en el espectrometro.

Figura 3-13 Tubos preparados para ser centrifugados

Estos tubos se introducen en un centrifugador (Figura 3-14) a 2000 rpm durante 3 minutos. Se
introduciran 4 tubos cada vez que se centrifugue.
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Figura 3-14 Centrifugador

Por ultimo, una vez centrifugados, se miden en un espectrometro (Figura 3-24), tomando como
referencia el blanco realizado con 18 mL de metanol y 5 mL de agua destilada. Las longitudes de onda
en las que se mide son las 652,4 nmy 665,2 nm. Una vez obtenidos estos datos, se realizan los siguientes
calculos para obtener las concentraciones de clorofilas a (Ecuacion 10) y b (Ecuacién 11) en pg/mL
[91]:

Para la clorofila a:
Ca = 16,72 ) A665,2 - 9,16 . A652,4-

Ecuacion 10 Clorofila a

Para la clorofila b:
Cb = 34‘,09 . A652,4- - 15,28 . A665,2

Ecuacion 11 Clorofila b

3.3.4 Medicion del pH

El pH es una medida cuantitativa de la acidez o basicidad de disoluciones acuosas u otros liquidos.
Es la transformacion de la medida de concentracion del 16n hidrogeno, cuyo valor se encontrard
normalmente entre los 1 y los 107'* moles/L, a valores entre 0 y 14. De esta manera una disolucion con
un pH inferior a 7 se considerara como acida, mientras que una con un pH superior a 7 se considerara
como basica o alcalina [92].

Para su medicion se ha hecho uso del pHmetro EdgePH de HANNA Instruments (Figura 3-15) con
una resolucion de 0,01 y una precision de = 0,01. El pHmetro se calibré previamente con disoluciones
estandar (pH 4,00 + 0,02 a 20 °C, pH 7,00 £ 0,02 a 20 °C y pH 10,00 £ 0,05 a 20 °C). Su modo de

funcionamiento es el siguiente:
1) Encender el dispositivo.
2) Comprobar que la calibracion es adecuada midiendo un patron.
3) Retirar el protector al electrodo combinado de pH.

4) Agitar la disolucion a medir con una barra agitadora e introducir el electrodo combinado

agitando mecanicamente durante la medida.
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5) Esperar hasta que el valor se estabilice.

Figura 3-15 pHmetro EdgePH (HANNA) [93]

3.3.5 Medicion del ibuprofeno

La medicion de este parametro, a la par que la del N y el P, supone el motivo de ser de este estudio,
Por ello, la precision de sus valores es esencial. Para obtener su valor en cada caso, se tuvo en cuenta la
Ley de Beer-Lambert, también conocida simplemente como Ley de Beer o incluso Ley de Beer-
Lambert-Bouguer. De manera resumida, la ley de Beer-Lambert establece la existencia de una relacion
de tipo lineal y a continuacion exponencial entre la transmision de la luz a través de una sustancia y la
concentracion de ésta. De esta manera, a partir de la cantidad de luz transmitida, se puede deducir la
concentracion de una sustancia.

Para obtener los resultados de manera mas sencilla, se realiza una recta de regresion. Para
conseguirla, se preparan distintas concentraciones de ibuprofeno (a partir del patron 1 g/L previamente
preparado en el apartado 3.1.3), y se miden en el espectrometro a 220 nm (maximo para disoluciones
acuosas) y 264 nm (maximo para disoluciones en metanol [94]), respectivamente.

Se obtienen los resultados presentados en la Tabla 3-5.

0 0 0
1 0,043 0
2,5 0,128 0
5 0,25 0
10 0,41 0
25 1,019 0,029
50 1,774 0,091
60 1,876 0,109
100 2,089 0,168
200 2,189 0,324
500 2,343 0,749
1000 2,475 1,261

Tabla 3-5 Valores recta regresion IBP
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Representado graficamente, se obtiene a 220 nm la Figura 3-16.

IBP (mg/L)
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1000 =
800
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0 0,5 1 15 2 2,5

Absorbancia

Figura 3-16 Recta IBP a 220 nm (0-1000 mg/L)

Por otro lado, a 264 nm se obtiene la Figura 3-17.
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Figura 3-17 Recta IBP a 264 nm (0-1000 mg/L)
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Ante estos resultados, se presentan varios problemas. Por un lado, para la recta a 220 nm se puede
ver como el crecimiento comienza a ser exponencial a partir de una concentracion de 60 mg/L. Por otro
lado, para la recta a 264 nm, todos los valores de concentraciones de 0 a 10 no presentan absorbancia
alguna. En vista de estos resultados, y teniendo en cuenta que en los experimentos se usaran
concentraciones bajas y la disolucion serd acuosa, se decide emplear la recta a 220 nm con la
particularidad de hacer uso unicamente del intervalo de concentraciones entre 0 y 50 mg/L (zona de
cumplimiento de la ley de Lambert-Beer). De esta manera, se obtiene la Figura 3-21.
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Figura 3-18 Recta IBP a 220 nm (0-50mg/L)

Con el dato de la ecuacion obtenida a partir de la recta de regresion, el calculo de la concentracion
de ibuprofeno se simplifica. Se tomard una muestra y, tras filtrarla, se introducira en el espectrometro y
se medira su absorbancia a 220 nm. Para el blanco se tomara una muestra del reactor PEQUENO (que
no contiene ibuprofeno). El valor obtenido se introduciré en la ecuacion y se tendra asi la concentracion
de ibuprofeno en la muestra medida.

Es de gran relevancia realizar el blanco con una muestra del reactor PEQUENO y no con agua
destilada, ya que hay otros compuestos que interfieren en la medida a 220 nm, lo que imposibilita que
¢ésta sea usada como referencia de muestra sin ibuprofeno. A continuacion, en la Figura 3-19 se presenta
una muestra filtrada del reactor PEQUENO (sin ibuprofeno) con agua destilada como blanco medida en
el espectrometro. En ella se puede observar como no existen picos, pero si una curva inicial con altas
absorbancias.

Figura 3-19 Espectro de absorcién: muestra del reactor PEQUENO (sin IBP)
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Se repite el procedimiento pero esta vez con una muestra filtrada de ibuprofeno disuelto en el medio
de cultivo de algas con una concentracion de 25 mg/L (Figura 3-20). Se utiliza otra vez como blanco
agua destilada y se mide en el espectrometro.

Figura 3-20 Espectro de absorcion: muestra cultivo concentracién 25 mg/L de IBP

Se puede apreciar como esta vez aparece un pico en torno a la longitud de onda de 220 nm, pero
distorsionado por la curva base que origina el medio de cultivo. Por ultimo, se repite el proceso de
medida con una muestra filtrada de cultivo de algas contaminada con 20 mg/L de IBP (concentracién
que se empleara en los reactores) usando como blanco la muestra filtrada del reactor PEQUENO (Figura
3-21).

Figura 3-21 Espectro de absorcion: muestra cultivo concentraciéon 20 mg/L de IBP
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Como se puede observar, el pico se identifica de manera inequivoca y con una absorbancia adecuada
respecto a la recta de calibrado para una concentracién inicial de 20 mg/L. Por lo tanto, esta serd la
concentracion de IBP de partida y el método empleado para su medida.

3.3.6 Medicion del nitrogeno

Debido a la naturaleza de este proyecto, el control en la evolucion de este parametro es vital. Se ha
hecho uso de los reactivos HI93767B-50 (Figura 3-22) de alta precision de nitrogeno total de HANNA
Instruments.

Los HI93767B-50 son reactivos para la determinacion colorimétrica de alto rango del nitrogeno total.
Existen suficientes como para hacer hasta 50 pruebas a utilizar con un fotometro compatible. Se trata de
reactivos de alta calidad e identificados de manera clara con niimero de lote y fecha de caducidad en
cada paquete. Ademas, han sido medidos previamente, lo que permite a los usuarios lograr mediciones
colorimétricas rapidas y precisas.

El método es una adaptacion del método del acido cromotropico en el que se requiere una absorcion
para convertir todas las formas de nitrégeno en nitrato. Se afiade metabisulfito de sodio para eliminar
posibles interferencias. La reaccion entre el nitrato y los reactivos provoca un tinte amarillo en la
muestra. La intensidad del color se determina mediante un fotdbmetro compatible y la concentracion se
expresara en mg/L (ppm) de nitrégeno total. Estos reactivos estan disefiados para ser utilizados con
muestras que tienen un rango esperado de 10 a 150 mg/L (ppm) de nitrogeno.
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Figura 3-22 Kit mediciéon de nitrégeno HI93767B-50 (HANNA)

La muestra utilizada debera de haber sido previamente filtrada. El proceso esta incluido en el Anexo
I: Medicion del N. Para poder transformar las medidas de absorbancia en concentraciones de nitrogeno
total, se realiz6 una recta de calibrado, con su correspondiente recta de regresion, para realizar los
calculos de manera mas sencilla. Para ello, se tomaron 7 muestras con diferentes concentraciones de N
cada una (Figura 3-23) y se midieron en un espectrometro (Figura 3-24), el Lambda XLS+
(PerkinElmer), tomando como blanco una muestra de agua destilada a 420 nm.

52



EVALUACION DE UN BIORREACTOR PARA LA ELIMINACION DE COMPUESTOS
FARMACEUTICOS Y NUTRIENTES EN AGUAS RESIDUALES

Figura 3-23 Muestras preparadas para recta de regresion de N

Figura 3-24 Espectrometro XLS+ (PerkinElmer) con muestra preparada

Una vez medida cada muestra en el espectrometro, se obtuvo la Tabla 3-6.

0 0,073
10 0,086
30 0,104
50 0,134
70 0,168
100 0,197
150 0,267

Tabla 3-6 Valores recta de regresion del N

Con estos valores se representd en Microsoft Excel la recta para obtener asi la ecuacion necesaria
para futuras mediciones (Figura 3-25). De esta manera, para conocer el N presente en una disolucion,
tan solo serd necesario realizar el procedimiento descrito en el Anexo I: Medicion del N, medir en el
espectrémetro, y con la ecuacion obtenida en la Figura 3-25, hallar la concentracion de N.
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Figura 3-25 Recta de calibrado del nitrégeno total

3.3.7 Medicion del fosforo

La medicion de fosfatos, al igual que la del N, es esencial para el desarrollo de este proyecto. Para
su determinacidn, se hace uso de la reaccion del i6n fosfato con el molibdato amoénico, produciéndose
asi acido fosfomolibdico. A continuacion, y por la accion del cloruro de estafo, es reducido a azul de
molibdeno (Mo™). Como se puede intuir por el nombre, poseera una coloracién azul intensa
directamente proporcional a la concentracion de 16n fosfato presente en el agua. Por ultimo, se mide la
luz absorbida por la disolucion mediante un espectrofotometro a 690 nm tomando como referencia un
blanco de agua destilada de concentracion 0 (también con los reactivos).

Para facilitar futuras medidas, se realiza una recta de calibrado. Para ello, se toman 7 tubos con 15mL
de agua destilada. Una vez hecho esto, se introducirdn distintas cantidades de disolucion de 16n fosfato
con una concentracion de 50 mg/L. Estas cantidades serdn: 0 (para el blanco), 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 y 1,2
mL. Las concentraciones de i6n fosfato de cada muestra se hallan mediante la Ecuacion 12.

_ V-50 L
= 154y ma/)

Ecuacion 12 Concentracion de ion fosfato

[P0,

A continuacion, se aiiade 1 mL de reactivo A en cada tubo, se agita, y luego se afiaden 6 gotas de
reactivo B a cada tubo, volviendo a agitar. Para finalizar, tras 10 minutos, se miden en el espectrometro
(Figura 3-24) obteniendo los resultados presentados en la Tabla 3-7.

Concentracion (mg/L) | Absorbancia
1,299 0,157
1,923 0,268
2,532 0,371
3,125 0,502
3,704 0,594

Tabla 3-7 Valores de la recta de regresién de POs*
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Introduciendo estos valores en Microsoft Excel para hallar la recta de regresion y su ecuacion, se
obtuvo la gréfica de la Figura 3-26. Gracias a esta recta de regresion, el calculo del 16n fosfato sera tan
sencillo como coger una muestra filtrada previamente, diluirla para que su valor esté dentro de la recta
de calibrado, afiadir los reactivos A y B en las proporciones indicadas, medirla en el espectrémetro a una
longitud de onda de 690 nm y, con la ecuacién de la recta de regresion, obtener la concentracion de i6n
fosfato.

4,0

35 y =5,4153x + 0,4673
R? = 0,9979

3,0

PO,* (mg/L)

2,5
2,0
1,5
1,0

0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Absorbancia

Figura 3-26 Recta de calibrado del PO4*

3.3.8 Medicion de la demanda quimica de oxigeno

La Demanda Quimica de Oxigeno, también conocida como DQO, es un pardmetro utilizado para
medir la cantidad de sustancias, disueltas o en suspension, en una muestra liquida susceptibles de ser
oxidadas mediante medios quimicos. Es una manera de medir la contaminacion y esta orientada
principalmente hacia la medida de la concentracion de materia organica.

Para conseguirlo, se anade a la muestra que se quiere medir dicromato potésico (K>Cr,O7) como
oxidante en medio &cido y se deja reaccionar a altas temperaturas haciendo uso de sulfato de plata como
catalizador (Ecuacion 13). En este proceso se observara la transformacion de la muestra de un color
naranja, aportado por el dicromato potasico, hacia un color verdoso.

2 4 Ag.150°C +
C,H,0, + Cry,0,7%2 + H¥ —— Cry* + €O, + H,0

Ecuacién 13 Ensayo DQO (Dicromato)

A continuacion, se afiade ferroina a la muestra como indicador para observar el cambio de color
correspondiente. Por ltimo, se determina el exceso de dicromato por valoracion con una disolucién
normalizada de sal de Mohr (sulfato ferroso amoénico o FAS, Ecuacion 14). La diferencia entre el
dicromato afnadido inicialmente y el sobrante es el consumido para oxidar la materia organica. A partir
de ese valor, se obtiene la cantidad de oxigeno equivalente para realizar dicha oxidacion.

ferroina

Cr,0,7% + 6Fe*? + 14H* ——— 2Cr*3 + 6Fe*3 + 7H,0
Ecuaciéon 14 Ensayo DQO (FAS)
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Los pasos en la evaluacion de la DQO, de manera resumida, son los siguientes:

1) Se toman dos tubos de ensayo, uno con 2,5 mL de agua destilada que sera el blanco, y el otro se
rellenara con la muestra diluida, de modo que esté por debajo del limite de medida del método
(900 mg Oy/L).

2) Se afiaden 1,5 mL de dicromato potasico y 3,5 mL de sulfato de plata a cada tubo y se
homogeniza el contenido.

3) Se introducen en una placa calefactora de tubos a 150°C durante 2 horas.
4) Tras dejarlo enfriar, se vierte el contenido en un matraz y se le afiaden 2 gotas de ferroina.

5) A la vez que se agita, ir vertiendo FAS hasta apreciar que el color de la muestra se torna rojo
(Figura 3-27).

6) Hallar la cantidad utilizada de FAS.
7) Obtener mediante la Ecuacion 15 la DQO.

FD

B —A) - Npys-8-1000
DQO (mgOZ/L)=( ) - Nias )
Vmuestra

Ecuacion 15 Férmula obtencion DQO

En donde:

B: cantidad en mL de FAS consumido por el blanco

A: cantidad en mL de FAS consumido por la muestra a medir
Vinuestra: Volumen muestra (2,5 mL)

Nras: normalidad de la disolucion de FAS (0,035 N)

FD: factor de dilucion aplicado a la muestra

A continuacidn se muestra en la Figura 3-27 el montaje utilizado para la medicion de la DQO.

Figura 3-27 Montaje para la medicion de la DQO
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3.3.9 Medicion de bacterias

El método de medicion de bacterias es sencillo. Para ello, primero se crea una disolucion de 250 mL
de agua destilada con 10 g de Trypticase Soy Agar o TSA de la marca Labkem [95] en un matraz. Una
vez hecha, se agita durante unos 10 minutos para facilitar la mezcla y se introduce en el autoclave (Figura
3-28). Este funciona introduciendo vapor en el interior hasta alcanzar la temperatura y presion de
esterilizacion. Esta presion y temperatura se mantiene constante durante el tiempo correspondiente de
esterilizacion. Para este caso, se introducira durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C y 1,2 bar.

Figura 3-28 Autoclave

Una vez finalizado el tiempo, despresurizado el contenedor y disminuido la temperatura, se saca el
matraz y se vierte aproximadamente medio centimetro en 20 placas de Petri (Figura 3-29). Se deja
solidificar y una vez solidificado, se almacena en la nevera hasta su uso.

Figura 3-29 Placas de Petri en proceso de solidificacion
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La concentracién de bacterias en un medio se expresa en términos de Unidades Formadoras de
Colonias o UFC por unidad de volumen (habitualmente UFC/mL). Su valor vendra determinado por el
numero de colonias de bacterias formadas tras verter 1 mL de muestra sobre la placa de Petri y esperar
durante 24 horas a una temperatura de 37 °C.

3.3.10 Medicion de la fitotoxicidad

Se define la fitotoxicidad como el grado de efecto toxico que puede llegar a provocar un compuesto
sobre el crecimiento de las plantas. En este caso, para medir el efecto fitotoxico, se eligen las semillas
de césped Universal Multiusos BATTLE, una mezcla de especies cespitosas (Figura 3-30).

BATLLE

SEMILLAS DE CEspgp

UNIVERSAL

Una mezela todotery

Figura 3-30 Semillas de Césped Universal Multiusos BATTLE [96]

Para determinar este parametro, se utiliz6 una version modificada del test de Zucconi [97]. El
procedimiento consiste en colocar 10 semillas de césped sobre papel de filtro en una placa de Petri y
anadirle 3 mL de muestra. Para ayudar a la preservacion de humedad, ademas del papel de filtro, se sella
el alrededor con papel Parafilm (Figura 3-31). A continuacion, se deja a temperatura ambiente (23-25
°C) durante 7 dias. Transcurrido ese tiempo, se determina el numero de semillas germinadas y la longitud
de las raices.

Figura 3-31 Ejemplo de placa de Petri empleada para la fitotoxicidad
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Esta medida se realizo sobre el reactor TODO y PEQUENO (sin ibuprofeno) a tiempo cero, con el
fin de evaluar la posible fitotoxicidad por la presencia o no de ibuprofeno. Al finalizar el periodo
experimental, se volvié a realizar la medida con muestra del reactor TODO para evaluar si la
fitotoxicidad habia decrecido.

El indice de germinacion se calculara a partir de la Ecuacion 16.

L
IG=%G-L—m

Cc
Ecuacion 16 Indice de germinacion

En donde:

v" %G: Porcentaje de semillas germinadas en la muestra (reactor TODO) con respecto al
control (reactor PEQUENO)

v" Lm: longitud media de las raices germinadas en la muestra (reactor TODO)

v" Le: longitud media de las raices de las semillas germinadas en el control (reactor PEQUENO)

En base a la Ecuacion 16, se evaluara el resultado segtin [98]:
v 1G <50 % Alta fitotoxicidad
v" 50 % >1G > 80 % Fitotoxicidad moderada
v" GI > 80 % No hay fitotoxicidad
v

GI > 100 % El material es fitonutriente o fitoestimulante
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4 RESULTADOS

4.1 Cultivo de microalgas en el reactor principal

El estudio del RP (reactor principal) durante los 16 dias de cultivo hasta la creacion de los 4 reactores
objeto de estudio, ha sido esencial para determinar la idoneidad del cultivo de algas. A lo largo de ese
periodo se extrajeron 10 muestras (M1-M10), a las que se le midieron 3 parametros: pH, turbidez y
solidos en suspension. Se tomara como punto inicial el dia 01/02/2022 a las 13:00, hora de creacion del
RP.

4.1.1 Evolucion del pH

Las medidas de este pardmetro se indican en la Tabla 4-1, junto con la fecha y hora concretas en que
se analizaron las muestras. La evolucion temporal del pH se puede observar en la representacion grafica

de la Figura 4-1.

M1 2/02/2022 | 17:00:00 | 6,55

M2 3/02/2022 | 17:00:00 | 6,64

M3 4/02/2022 | 17:00:00 | 6,58
M4 5/02/2022 | 17:00:00 | 6,67

M5 7/02/2022 | 14:00:00 | 6,77
Mo 8/02/2022 | 14:00:00 | 6,91
M7 9/02/2022 | 19:00:00 | 7,73

M8 11/02/2022 | 18:30:00 | 8,61

M9 14/02/2022 | 13:00:00 | 8,59

M10 17/02/2022 | 10:00:00 | 8,38

Tabla 4-1 Valores del pH (RP)

Como se puede ver en la Figura 4-1, y dado que las aguas gallegas son ligeramente acidas y suelen
tener un pH en torno a 6,6-6,7 [99], el pH se mantiene constante hasta el dia 7. A partir de ese dia
comienza a aumentar hasta el dia 10, momento en el que comienza a estabilizarse en torno a 8,5. Estas
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subidas se deben a las cantidades de Fitoplancton Vivo, macronutrientes, micronutrientes y fuente de
carbono que se anadieron las dias 7 y 9 como aparece explicado en el punto Operacion del reactor
principal 3.1.2. Al afadir estos compuestos el cultivo de microalgas se activa y consecuentemente,
incrementa el pH.

14
12 Se afiaden fitoplancton, micronutrientes,
10 macronutrientes v fuente de carbono
8
I l
T f*
4 ~ . .
Se afladen micronutrientes,
2 macronutrientes y fuente de carbono
0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tiempo (dias)

Figura 4-1 Evolucién grafica del pH (RP)

El pH se ve influenciado por la cantidad de CO, disuelto en el cultivo, cuanto mayor sea la
concentracion de CO; disuelta menor serd el pH. Dado que las algas utilizan esta fuente de carbono para
realizar la fotosintesis, el CO» estard menos presente en un cultivo con microalgas y el pH aumentara
respecto al inicial. De esta manera, el descenso de pH supone una disminucidon en la actividad
fotosintética. Por el contrario, un aumento de este parametro muestra un crecimiento en las microalgas,
tal y como ocurre en el RP el dia 7. El hecho de que el pH se mantenga en valores ligeramente basicos
(en torno a 8,5) indica que el cultivo esta sano [100].

4.1.2 Evolucion de la turbidez

Las medidas de este pardmetro se indican en la Tabla 4-2, junto con la fecha y hora concretas en que
se analizaron las muestras. La evolucion temporal de la turbidez se puede observar en la representacion
grafica de la Figura 4-2.

Muestra Fecha Hora |Turbidez
M1 2/02/2022 | 17:00:00 8,35

M2 3/02/2022 | 17:00:00 | 12,73

M3 4/02/2022 | 17:00:00 | 12,77
M4 5/02/2022 | 17:00:00 | 14,52
M5 7/02/2022 | 14:00:00 | 15,58
Mo 8/02/2022 | 14:00:00 | 14,42
M7 9/02/2022 | 19:00:00 | 80,00

M8 11/02/2022 | 18:30:00 | 301,00
M9 14/02/2022 | 13:00:00 | 362,00

M10 17/02/2022 | 10:00:00 | 420,00

Tabla 4-2 Valores de la turbidez (RP)
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Figura 4-2 Evolucién grafica de la turbidez (RP)

A la vista de los datos representados en la Figura 4-2, se puede apreciar un gran incremento en el
valor de NTU a lo largo del tiempo. Concretamente, como en el caso del pH, aumenta a partir del dia 7.
El principal motivo del aumento se debe a haber anadido 1000 mL de Fitoplancton Vivo, que aumentan
drasticamente la turbidez del agua. Este aumento se mantiene los dias posteriores, lo que confirma un
crecimiento de las microalgas.

4.1.3 Evolucion de los solidos en suspension

Para la medicion de este parametro, y acorde a lo explicado en el apartado 3.3.2, se pesa el filtro en
tres ocasiones distintas. A partir de esos valores, se obtendran la masa de SST y SSV, y finalmente, se
calculara su concentracion en la muestra. Es importante tener presente que dada la baja concentracioén
de solidos de las muestras M1-M6, los resultados estan sujetos a un margen de error. Es por ello por lo
que tal y como se recoge en el Anexo [V: Calculos de s6lidos en suspension, se han tenido que descartar
las medidas de SSV y SSI de la M5. Con los resultados de la masa de SS en el RP y, teniendo en cuenta
el volumen filtrado en cada caso, se hallan los concentraciones de cada uno de ellos, como se puede ver
en la Tabla 4-3.

M1 55,56 11,11 44,44 20,00
M2 27,78 5,56 22,22 20,00
M3 33,33 33,33 0,00 100,00
M4 16,67 11,11 5,56 66,67
M5 16,67 - - -
Mo 27,78 27,78 0,00 100,00
M7 100,00 50 50,00 50,00
M8 311,11 200,00 111,11 64,29
M9 350,00 277,78 72,22 79,37
M10 638,89 455,56 183,33 71,30

Tabla 4-3 Valores de las concentraciones de SS (RP)
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Una vez obtenidos los datos de la Tabla 4-3, se representan graficamente (Figura 4-3).

700
600 -
Se anaden micronutrientes,
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carbono
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oy Se afiaden fitoplancton,
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£ macronutrientes y fuente de
v 200 carbono
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o
o
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—8—SSV —o-SST

Figura 4-3 Evolucién grafica de los SST y SSV (RP)

Como se puede apreciar en la Figura 4-3, se genera, como en los dos casos anteriores de pH y
turbidez, un notable aumento de los SSV a partir del dia 7 debido a la adicion de Fitoplancton Vivo y de
nutrientes. Hasta ese momento, las medidas obtenidas son poco representativas, ya que presentan valores
muy pequefios que pueden variar al minimo error de medida.

Estos valores permiten confirmar el crecimiento de las algas. Estas, al ser en si materia organica,
veran su crecimiento reflejado en el valor de SSV. Al aumentar este parametro en el tiempo, se puede
concluir que la cantidad de algas en el reactor incrementa, del orden de 50 mg/L cada dia.

4.2 Depuracion de aguas mediante biorreactores: fase experimental

Transcurridos los 16 dias de cultivo en el RP, comienza la fase experimental (FE) de los biorreactores
para evaluar su capacidad de depurar aguas residuales. Se extraen las algas del RP, que son empleadas
para inocular los biorreactores. Cabe recordar que se han planteado 4 configuraciones de reactores
(descritas en el apartado 3.2) que permitiran analizar los mecanismos de eliminacidon de contaminantes.

La duracién del experimento transcurre a lo largo de un total de 9 dias. Durante este tiempo, se miden
diferentes parametros para evaluar su evolucion en cada uno de los reactores. A diferencia del RP, estos
reactores presentan microcontaminantes (ibuprofeno), y mayor concentracion de nutrientes y materia
orgénica, por lo que su estudio sera mucho mas exhaustivo y se analizardn en profundidad mas
parametros. Estos seran: pH, turbidez, solidos en suspension, clorofilas, bacterias, DQO, ibuprofeno,
nitrogeno, fosforo, y fitotoxicidad.

Se mediran el pH, turbidez e ibuprofeno diariamente, los SS y las clorofilas los dias pares, el N, Py
DQO los dias impares y el primer y altimo dia todos los parametros, incluidos bacterias y fitotoxicidad.

Dada la complicacion de obtener todos los resultados de estos parametros a la misma hora cada dia,
se ha tenido que idear un sistema de progresion que tuviera en cuenta las horas a las que se tom6 cada
muestra. De esta manera, las diferencias horarias son tenidas en cuenta, en lugar de asumir que todas las
muestras fueron analizadas a la misma hora todos los dias. La primera medida, T=0, supondr el inicio
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de la linea temporal. EI nimero de las siguientes medidas vendrd determinado por el ntimero de la
inmediatamente anterior mas uno.

4.2.1 Evolucion del pH

Las medidas de este pardmetro se indican en la Tabla 4-4, junto con la fecha y hora concretas en que
se analizaron las muestras. La evolucion temporal del pH se puede observar en la representacion grafica
de la Figura 4-4.

R. TODO | R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 8,03 8,01 8,15 7,42
T=1 18-2-22 8:45 7,83 7,73 8,29 8,13
=2 19-2-22 15:30 7,3 7,4 7,86 8,4
T=3 20-2-22 17:00 6,94 6,84 7,65 8,02
T= 21-2-22 13:00 6,88 6,89 6,78 8,37
=5 22-2-22 9:00 6,74 7,2 6,69 8,18
=6 23-2-22 18:00 7,9 8,12 8,07 8,41
T=7 24-2-22 9:00 8,04 8,39 8,27 8,38
=8 25-2-22 18:15 8,92 8,37 8,41 8,26
T=9 26-2-22 18:15 8,58 8,46 8,44 8,34

Tabla 4-4 Valores de pH (FE)
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Figura 4-4 Evolucién grafica del pH (FE)
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Para los reactores TODO, OSCURO y MUERTAS, los valores del pH son los mismos el primer dia
de medicion, ya que sus contenidos eran exactamente iguales y las caracteristicas de cada uno de ellos
no habian influenciado aun en el reactor. Este valor comienza a descender sin embargo con el paso de
los dias. Esto se debe a que las microalgas, en todos los reactores, se estaban empezando a quedar sin
nutrientes, por lo que sus condiciones empeoraban. Ademas, el hecho de que el comportamiento de los
tres reactores sea tan similar sugiere la posibilidad de que atn tuvieran algas activas en su interior.

Se puede apreciar asimismo un crecimiento en sus valores a partir del dia 4. Este se debe a que el
dia anterior, el dia 3, se alimentaron los reactores con macronutrientes. Transcurrido un dia, surten efecto
y provocan un crecimiento de las algas, aumentado asi el pH. El reactor ABIOTICO, en cambio, no sufre
grandes cambios. Estos se debe a que no presenta algas en su composicion, por lo que el pH se mantuvo
estable durante la FE.

4.2.2 Evolucion de la turbidez

Las medidas de este pardmetro se indican en la Tabla 4-5, junto con la fecha y hora concretas en que
se analizaron las muestras. La evolucion temporal de la turbidez se puede observar en la representacion
grafica de la Figura 4-5.

R. TODO |R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO

T=0 17-2-22 20:20 176 167 238 1,2
T=1 18-2-22 8:45 372 251 221 2,68

=2 19-2-22 15:30 537 359 273 28,37
T=3 20-2-22 17:00 705 550 288 41,93
T=4 21-2-22 13:00 784 672 430 39,47

=5 22-2-22 9:00 783 704 554 36,85
T=6 23-2-22 18:00 768 373 254 37,6
T=7 24-2-22 9:00 705 272 108 40,03
T=8 25-2-22 18:15 692 128 90 55
T=9 26-2-22 18:15 646 114 115 59

Tabla 4-5 Valores de turbidez (FE)

En base a la Figura 4-5, se observa como los valores de la turbidez en los reactores TODO, OSCURO
y MUERTAS, al igual que ocurria con el pH, son los mismos el primer dia, pues su composicion era la
misma en ese momento. Se puede apreciar como sus valores van aumentando hasta llegar al dia 4, salvo
el reactor MUERTAS, que se incrementa en menor medida. A partir del dia 4 el valor de la turbidez
comienza a disminuir, especialmente en los reactores OSCURO y MUERTAS. Esto se debe a que la
biomasa comienza a formar granulos en lugar de encontrarse en suspension homogénea, lo que ocasiona
valores de NTU menores. Las diferencias entre estos tres reactores y su evolucion temporal se discutiran
conjuntamente con las medidas de sélidos en suspension, por estar ambas directamente relacionadas.

En cuanto al reactor ABIOTICO, su valor crece de manera muy lenta pero sostenida durante la FE.
Esto se debe a que durante los 10 dias que duro el experimento empezd a crecer alglin microorganismo,
que no se pudo apreciar hasta los ultimos dias. Los motivos son desconocidos y se achacan a una posible
contaminacion inintencionada durante la preparacion o desarrollo del experimento, ya que no se lleva a
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cabo en condiciones estériles. Se puede apreciar en la Figura 4-6 como el agua que compone el reactor
ya no es transparente y ha comenzado a presentar una mayor turbidez.
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Figura 4-5 Evolucion grafica de la turbidez (FE)

Figura 4-6 Reactor abidtico con crecimiento de compuesto desconocido

4.2.3 Evolucion de los solidos en suspension

Para la medicion de este parametro, y acorde a lo explicado en el apartado 3.3.2, se pesa el filtro en
tres ocasiones distintas. A partir de esos valores, se obtendran la masa de SST y SSV y, finalmente, se
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calculara su concentracion en la muestra. Con los resultados de la masa de SS recogidos el Anexo IV:
Célculos de s6lidos en suspension y, teniendo en cuenta el volumen filtrado en cada caso, se hallan los
concentraciones de cada uno de ellos, como se puede ver en la Tabla 4-6.

R. Todo 420,00 320,00 100,00 76,19

R. Oscuro 380,00 260,00 120,00 68,42

=0 R. Muertas | 466,67 213,33 253,33 45,71
R. Abidtico - - - -

R. Todo 786,67 686,67 100,00 87,29

R. Oscuro 580,00 506,67 73,33 87,36

= R. Muertas | 273,33 226,67 46,67 82,93
R. Abidtico - - = -

R. Todo 1006,67 860,00 146,67 85,43

R. Oscuro 1000,00 800,00 200,00 80,00

= R. Muertas | 360,00 300,00 60,00 83,33

R. Abidtico | 113,33 100,00 13,33 88,24

R. Todo 980,00 870,00 110,00 88,78

o R. Oscuro 680,00 560,00 120,00 82,35

R. Muertas | 460,00 260,00 200,00 56,52

R. Abidtico | 130,00 120,00 10,00 92,31

R. Todo 1040,00 930,00 110,00 89,42

R. Oscuro 590,00 550,00 40,00 93,22

b R. Muertas | 350,00 220,00 130,00 62,86

R. Abiodtico | 120,00 100,00 20,00 83,33

R. Todo 1000,00 930,00 70,00 93,00

R. Oscuro 420,00 360,00 60,00 85,71

~ R. Muertas | 220,00 180,00 40,00 81,82

R. Abidtico | 130,00 100,00 30,00 76,92

Tabla 4-6 Valores de las concentraciones de SS (FE)

A simple vista, podria parecer que los valores disminuyen, pues los valores a partir de T=6 son mas
bajos. Sin embargo, esto se debe a que se redujo la cantidad de muestra filtrada de 15 mL a 10 mL. A la
hora de calcular las concentraciones se tuvo esto en cuenta, por lo que no afecto al resultado final.

Dado que, tal y como se puede apreciar en la Tabla 4-6, los SSV suponen el mayor porcentaje y son
los que indican el posible crecimiento microbiano, se decide representar Unicamente este valor. La
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evolucion temporal de los solidos en suspension volatiles de cada uno de los reactores se puede observar
en la representacion grafica de la Figura 4-7.
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Figura 4-7 Evolucién grafica de los SSV (FE)

A la vista de los resultados obtenidos en la Figura 4-7, se observa como el comportamiento mostrado
por los reactores se corresponde en gran medida con los resultados obtenidos de turbidez (Figura 4-5).
Se puede apreciar como la primera medida para los reactores TODO, OSCURO y MUERTAS, por haber
sido nada mas crear los reactores, es muy parecida. Si se analiza en concreto el reactor TODO se ve
coOmo aumenta y a continuacion se estabiliza. A pesar de que la turbidez decrezca debido a la formacion
de granulos, la biomasa (las propias algas y todo aquello que esté creciendo) se mantiene, ya que no se
ve un crecimiento significativo teniendo en cuenta posibles errores experimentales.

El reactor OSCURO presenta también un aumento en los SSV hasta la mitad de la FE, momento a
partir del cual comienza a disminuir. Esto sugiere que la ausencia de luz no detiene inmediatamente el
crecimiento de las algas. Asimismo, existe la posibilidad de que, ademéas de las propias algas, se esté
produciendo en su interior el crecimiento de bacterias heterdtrofas que no necesiten luz.

El reactor MUERTAS, a pesar de que también aumenta inicialmente para luego disminuir, lo hace
en mucha menor medida. Esto se puede deber al hecho de que cuando las algas, que mas tarde se
inocularon en el biorreactor, fueron introducidas en el autoclave, no murieran el 100% de ellas y que
alguna siguiera creciendo. Ademas, y al igual que ocurre con el reactor OSCURO, se puede dar el caso
de que estén creciendo también bacterias heterotrofas.

Por tltimo, el reactor ABIOTICO presenta un nivel de SSV constante y muy bajo, ya que no contenia
algas en su interior. Se le comenzaron a medir los SS una vez se hizo evidente (visualmente y con la
medida de turbidez) el crecimiento de un microbiano inesperado dentro de él.
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4.2.4 Evolucion de las clorofilas

Para el estudio de las clorofilas, se midieron las clorofilas de tipo a y b. Para facilitar su visualizacion,
se realizan dos graficas independientes: una para las clorofilas a y otra para los clorofilas 4. En primer
lugar, se indican las medidas de las clorofilas a, indicadas en la Tabla 4-7, junto con la fecha y hora
concretas en que se analizaron las muestras. La evolucion temporal de las clorofilas de tipo a se puede
observar en la representacion grafica de la Figura 4-8, descartando un valor en T=9 por considerarse
poco representativo de la evolucion de este parametro.

R. TODO R. OSCURO R. MUERTAS R. ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 0,151 0,151 0,106 -
=2 19-2-22 15:30 0,210 0,041 0,101 -
T= 21-2-22 14:00 0,129 0,097 0,100 -
T=7 24-2-22 9:00 0,371 0,212 0,064 0
=8 25-2-22 18:15 0,813 0,247 0,073 0
=9 26-2-22 18:15 0,828 - 0,150 0
Tabla 4-7 Valores de las clorofilas a (FE)
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A la vista de los resultados obtenidos en la Figura 4-8, se puede apreciar como las clorofilas del
reactor TODO fueron aumentando, confirmado asi el crecimiento de las algas. El reactor OSCURO tuvo
un ligero crecimiento, aunque no tan pronunciado como el reactor TODO, probablemente por la
inactivacion de las algas debido a la ausencia de luz durante la FE. El reactor MUERTAS no presenta
crecimiento ninguno como era de esperar, y el reactor ABIOTICO no presenta siquiera clorofilas, lo que
concuerda también con lo previsto, pues no se inocul6 con algas.

A continuacion, en la Tabla 4-8, se indican las medidas de las clorofilas de tipo b, junto con la fecha
y hora concretas en que se analizaron las muestras. La evolucion temporal de las clorofilas de tipo b se
puede observar en la representacion grafica de la Figura 4-9.

R. TODO R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
T=0 17-2-22 20:20 0,376 0,376 0,263 -
T=2 19-2-22 15:30 0,580 - 0,139 -
T=4 21-2-22 14:00 0,320 0,297 0,192 -
T=7 24-2-22 9:00 0,355 0,243 0,045 0
T=8 25-2-22 18:15 0,543 0,160 0,011 0
T=9 26-2-22 18:15 - - 0,146 0

Tabla 4-8 Valores de clorofilas para los reactores MUERTAS y ABIOTICO (FE)

Para la representacion de los valores de la Tabla 4-8, se descartan algunos de los valores. El de T=2
por ser un valor negativo y los dos de T=9 por considerarse poco representativos de la evolucion de las
clorofilas en cada reactor.

A la vista de los resultados obtenidos en la Figura 4-9, se puede apreciar como el reactor experimenta
un ligero crecimiento y luego desciende por la falta de alimento, por lo que se recupera una vez se afladen
los nutrientes. Los reactores OSCURO y MUERTAS se mantienen constantes. En cuanto al reactor
ABIOTICO, sus valores dan en torno a 0 e incluso negativo, lo cual tiene sentido. Al no haberle
introducido algas en su interior, las clorofilas que tiene este reactor han de ser inexistentes desde el inicio
hasta el final de la FE.

Si se comparan estos resultados con los de los SSV (Figura 4-7), se puede establecer una relacion
entre ellos. El reactor TODO aumenta sus SSV a la par que sus clorofilas, por lo que se puede afirmar
que este aumento se debera principalmente al aumento de las algas. Los reactores MUERTAS vy
ABIOTICO no experimentan un crecimiento de algas, pues tanto sus SSV como sus clorofilas presentan
un valor estable durante toda la FE. Por ultimo, el reactor OSCURO, si bien sus SSV aumentan hasta la
mitad de la FE, sus clorofilas no siguen la misma tendencia. Esto se puede deber al hecho de que podrian
estar creciendo microorganismos heterétrofos en lugar de algas, lo que provocaria un aumento de los
SSV a la vez que una estabilidad en las clorofilas.
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Figura 4-9 Evolucién grafica de las clorofilas b (FE)

4.2.5 Evolucion de las bacterias

En primer lugar, se miden en el T=0 las bacterias en el reactor TODO. Dado que no se conoce la
concentracion de UFC/mL, se preparan 3 placas de Petri con diferentes disoluciones: 1:10 (Figura 4-10),
1:100 (Figura 4-11) y 1:1000 (Figura 4-12).

Figura 4-10 Bacterias reactor TODO T=0 disolucién 1:10
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Figura 4-11 Bacterias reactor TODO T=0 disolucién 1:100

Figura 4-12 Bacterias reactor TODO T=0 disolucién 1:1000

Tras las mediciones de las Figura 4-10, Figura 4-11 y Figura 4-12, se puede concluir que el reactor
presenta bacterias. El nuimero de UFC es muy dificilmente calculado, debido a la gran concentracion de
colonias en la placa de Petri. Se estiman que en el reactor TODO en T=0 hay en torno a 700.000
UFC/mL. Se miden, asimismo, las UFC en el resto de los reactores para T=0. Se establece para el reactor
OSCURO (Figura 4-13) una disolucion 1:1000.
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Figura 4-13 Bacterias reactor OSCURO T=0 disolucién 1:1000

A la vista del resultado, se concluye que existe, al igual que el reactor TODO, una alta concentracion
de UFC/mL, pero no es posible cuantificar su nimero. Para el reactor MUERTAS (Figura 4-14) se
prepara una disolucion 1:1000. En este reactor practicamente no existen UFC, resultado con sentido pues
las algas introducidas estaban muertas.

Figura 4-14 Bacterias reactor MUERTAS T=0 disolucién 1:1000

Por Gltimo, se prepara una placa de Petri para el reactor ABIOTICO (Figura 4-15), con disolucién
1:1, ya que no se esperaban bacterias. Sin embargo, el resultado demuestra lo contrario. Esto se debe a
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que no se trabajo bajo condiciones estériles, lo que mas tarde origind el crecimiento microbiano que se
pudo comprobar visualmente y con la medida de SSV.

Figura 4-15 Bacterias reactor ABIOTICO T=0 disolucién 1:1

Se decide hacer una segunda medicion del reactor TODO en T=3 (Figura 4-16) con una disolucion
1:1000. A la vista de los resultados, se puede concluir que las bacterias han aumentado desde la ultimo
vez que se midieron, si bien no pueden ser cuantificadas dada la alta concentraciéon de UFC/mL a pesar
de la disolucidn escogida.

Figura 4-16 Bacterias reactor TODO T=3 disolucién 1:1000
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Por ultimo, se vuelven a medir las bacterias el ultimo dia de la FE, en T=9. Esta vez, dados los
resultados anteriores, se decide utilizar una disolucién 1:10000 para las placas. Se preparan 4 placas de
Petri con dicha disolucion, para los reactores TODO (Figura 4-17), OSCURO (Figura 4-18), MUERTAS
(Figura 4-19) y ABIOTICO (Figura 4-20).

Figura 4-18 Bacterias reactor OSCURQO T=9 disolucién 1:10000
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Figura 4-20 Bacterias reactor ABIOTICO T=9 disolucién 1:10000

A la vista de los resultados obtenidos, hubo algun elemento de la medicion que falld, pues no
aparecen UFC de ningln tipo en ninguna de las placas, ni siquiera en la del reactor TODO, el mas
concentrado con diferencia. Los motivos pueden ser desde haber escogido una disolucion demasiado
elevada, hasta que el medio que se utilizo para el crecimiento bacteriano, el TSA (apartado 3.3.9), ya no
estuviera en condiciones Optimas tras ser almacenado varios dias en la nevera hasta su uso. Por lo tanto,
se consideran estos resultados como no conclusivos y no se tendran en cuenta a la hora de valorar la
eficacia de las microalgas en la eliminacion de nutrientes e ibuprofeno.

4.2.6 Evolucion de la demanda quimica de oxigeno

Para medir la evolucion de la DQO a lo largo de la FE, teniendo en cuenta la cantidad de FAS
requerida en cada uno de los casos descrito en el Anexo V: Datos de los parametros, haciendo uso de la
Ecuacion 15 y tomando un valor medio del blanco de 10,67 mL de FAS, se presentaran las
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concentraciones de mg O»/L en la Tabla 4-9. La evolucion temporal de la DQO se puede observar en la
representacion grafica de la Figura 4-21. Sin embargo, antes de analizar los datos la Figura 4-21, es
importante recordar que, al igual que se vera que ocurre con el Ny el P, a partir de la mitad de la FE, los
valores varian su tendencia debido a las macronutrientes que se afiadieron el dia 4, como se explicé en
el apartado 3.2. Este factor debera de tenerse en cuenta a la hora de valorar los resultados. Dado que, tal
y como se aprecia en la Figura 4-21, la segunda fase es estable, no se realizaran dos tablas y graficas
independientes como si que se haré para el nitrogeno y el fosforo.

Asimismo, y para mejor interpretacion de los resultados, se presentaran en la Tabla 4-10 los
porcentajes de eliminacion de DQO con el paso del tiempo. La evolucion temporal de éstos se podra
observar en la representacion grafica de la Figura 4-22.

R. TODO R. OSCURO R. MUERTAS | R. ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 4894,4 5230,4 5454.,4 5454.,4
=1 18-2-22 8:45 42224 3998,4 4110,4 4558,4
=3 20-2-22 17:00 2094,4 1758,4 25424 3438,4
T= 21-2-22 14:00 1447,6 383,6 1223,6 2679,6
=5 22-2-22 9:00 862,4 - - 2094,4
=7 24-2-22 9:00 681,8 905,8 975,8 2343,6
=9 26-2-22 18:15 975,8 373,8 947,8 -

Tabla 4-9 Valores de 1a DQO (FE)
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Figura 4-21 Evolucion grafica de la DQO (FE)
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R. TODO R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO

=0 17-2-22 20:20 100,00 100,00 100,00 100,00
T=1 18-2-22 8:45 86,27 76,45 75,36 83,57
T=3 20-2-22 17:00 42,79 33,62 46,61 63,04
T=4 21-2-22 14:00 29,58 7,33 22,43 49,13

=5 22-2-22 9:00 17,62 - - 38,40
T=7 24-2-22 9:00 13,93 17,32 17,89 42,97

=9 26-2-22 18:15 19,94 7,15 17,38 -

Tabla 4-10 Valores porcentaje de eliminacion de la DQO (FE)
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Figura 4-22 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de 1a DQO (FE)

A la vista de los resultados obtenidos en la Figura 4-22, se observa como la DQO disminuye en la
primera fase y a continuacion se estabiliza en la segunda. Este comportamiento es similar para todos los
reactores, si bien es un proceso un poco mas lento en el reactor ABIOTICO. Esto se puede deber al
hecho de que las fuentes de carbono, si bien fueron afiadidas por el hecho de estar presentes en el agua
residual, también lo fueron por potenciar el crecimiento de bacterias heterotrofas. Las algas son
autotrofas, es decir, consumen CO> o bicarbonato (que también fue afiadido como fuente de carbono
inorganica), siendo este ultimo no medido con la DQO. Por lo tanto, se podria concluir que existen
bacterias heterotrofas en todos los reactores, si bien en menor medida en el reactor ABIOTICO, tal y
como se concluye con las medidas de las clorofilas y de los SSV.
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4.2.7 Evolucion del ibuprofeno

El ibuprofeno supone una de las tres mediciones de los contaminantes a eliminar en este estudio.
Tomando los datos de la absorbancia del IBP presentes en el Anexo V: Datos de los parametros, y
haciendo uso de la férmula hallada mediante la recta de regresion en la Figura 3-18, se indican, junto
con la fecha y hora concretas en que se analizaron las muestras, las diferentes concentraciones de IBP
en la Tabla 4-11. La evolucion temporal de la concentracion de IBP se puede observar en la
representacion grafica de la Figura 4-23.

R. TODO R. OSCURO R. MUERTAS R. ABIOTICO
T=0 17-2-22 20:20 22,503 21,050 23,202 20,435
=1 18-2-22 8:45 21,888 19,038 18,451 17,082
T=2 19-2-22 15:30 15,769 18,172 17,585 16,942
=3 |20-2-22 17:00 15,601 17,250 18,339 16,607
T=4 |21-2-22 14:00 15,545 15,573 17,166 17,305
T=5 22-2-22 9:00 13,645 15,461 18,395 16,663
T=6 |23-2-22 18:00 12,248 14,763 16,803 15,880
=7 24-2-22 9:00 11,214 15,042 16,160 16,355
=8 |25-2-22 18:15 10,571 - 16,691 14,707
T=9 |26-2-22 18:15 9,481 - 16,830 15,266

Tabla 4-11 Valores de la concentracion de IBP (FE)
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Figura 4-23 Evolucion grafica de la concentracion de IBP (FE)
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A la hora de valorar los datos obtenidos, hay que tener presente el experimental y del propio método
espectrofotométrico. Cuando se disefiaron los reactores y se les afiadieron los contaminantes, se hicieron
los calculos con el objetivo de que partieran todos con una concentracion inicial de IBP de 20 mg/L. Sin
embargo, y tal y como se puede apreciar en la Tabla 4-11, la primera medida en el T=0, aunque parecida,
no es exactamente de 20 mg/L en los 4 reactores, por lo que ya se parte de un error inicial del 15%.

Los resultados obtenidos en la Figura 4-23 son acordes a lo esperado. Se puede apreciar como los
reactores MUERTAS y ABIOTICO no disminuyen apenas la concentracion de IBP, ya que el primero
no contiene organismos vivos que puedan contribuir a la mineralizacién del compuesto organico, y al
segundo ni siquiera se le inocularon algas. Sin embargo, si se analizan los reactores TODO y OSCURO,
se puede ver como, hasta la muerte de las algas en el reactor OSCURO (sobre el dia 3 por falta tanto de
luz como de nutrientes para seguir creciendo), la concentracién de IBP fue disminuyendo. En cuanto al
reactor TODO, presenta los mejores resultados de los 4 gracias a sus condiciones Optimas en las que
estuvo trabajando. Este reactor disminuye la concentracion de IBP de manera constante a lo largo del
tiempo.

En la Tabla 4-12, se especifica el porcentaje de eliminacioén del IBP para cada uno de los reactores.
La evolucion temporal de esta eliminacion se puede observar en la representacion grafica de la Figura
4-24.

R. TODO R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
T=0 17-2-22 20:20 100,00 100,00 100,00 100,00
T=1 18-2-22 8:45 97,27 90,44 79,53 83,59
T=2 19-2-22 15:30 70,07 86,33 75,79 82,91
T=3 20-2-22 17:00 69,33 81,95 79,04 81,27
T=4 21-2-22 14:00 69,08 73,98 73,99 84,68
T=5 22-2-22 9:00 60,64 73,45 79,28 81,54
T=6 23-2-22 18:00 54,43 70,13 72,42 77,71
T=7 24-2-22 9:00 49,83 71,46 69,65 80,04
T=8 25-2-22 18:15 46,98 - 71,94 71,97
T=9 26-2-22 18:15 42,13 - 72,54 74,70

Tabla 4-12 Valores porcentaje de eliminacion de IBP (FE)

Comparando la efectividad de los distintos mecanismos de eliminacion representados en la Figura
4-24, se puede observar coémo para el reactor OSCURO se produce un porcentaje de eliminacion del 30
%. Este porcentaje es el mismo que el del reactor MUERTAS, a pesar de sus diferentes configuraciones
operacionales. La eliminacion en el primero de ellos estaria ligada, en primer lugar, al efecto de las algas
en la primera fase hasta su muerte por falta de luz y nutrientes. En segundo lugar, cabe la posibilidad de
que el crecimiento de diferentes bacterias heterotroficas haya influenciado también en esta cantidad. El
reactor MUERTAS para justificar dicho porcentaje de eliminacion cuenta con dos opciones. En un
principio, gran parte de la eliminacion se achacaria a los efectos de adsorcidn/absorcion sobre las algas.
Por otro lado, la posibilidad de que la inactivacion de las algas no fuera del todo efectiva y éstas
estuvieran eliminando parte del IBP. Finalmente, al igual que ocurre con el reactor OSCURO, es posible
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que hayan crecido en este reactor bacterias heterdtrofas que, aunque en menores cantidades, consumieran
el IBP presente.

El reactor ABIOTICO presenta un porcentaje de eliminacioén de IBP similar al de los reactores
anteriormente explicados, del 25 %. Si se recuerda la particularidad de este reactor, no presentaba algas
inoculadas. Sin embargo, y tal y como se comento en el apartado 4.2.2, en este reactor estuvo creciendo
de manera inintencionada un microorganismo desconocido que podria ser el responsable de esta
eliminacion de IBP. No se pueden descartar tampoco posibles reacciones abiodticas con otros compuestos
presentes en el medio de cultivo.

Por ultimo, la efectividad del reactor TODO, fue la mas notable de entre los 4 reactores, con un
porcentaje de eliminacion de IBP de en torno al 55 %. Esto se debe a las condiciones idoneas en las que
opero. Presenta un porcentaje de eliminacion diario de 6,5 mg/L. Estos resultados concuerdan con otros
estudios que sitian el porcentaje de eliminacion en torno a 70 = 20 % [67] si bien otros sitlian su
efectividad en el 100 % [9].
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Figura 4-24 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de IBP (FE)

4.2.8 Evolucion del nitrogeno

Aligual que el IBP, el nitrogeno forma parte de uno de los tres compuestos a eliminar en este estudio.
Tomando los datos de la absorbancia del N presentes en el Anexo V: Datos de los parametros, y haciendo
uso de la féormula hallada mediante la recta de regresion en la Figura 3-25, se indican, junto con la fecha
y hora concretas en que se analizaron las muestras, las diferentes concentraciones de N en la Tabla 4-13.
La evoluciéon temporal de la concentracion del N se puede observar en la representacion grafica de la
Figura 4-25.

A la hora de analizar los datos de la Figura 4-25, es importante recordar que el motivo de la subida
a partir del dia 3 se debe a la cantidad de macronutrientes afiadidos el dia 4, comentado en el apartado
3.2. Una vez es tenido eso en cuenta, los valores de la grafica tienen mayor sentido y se puede analizar
la efectividad de cada uno de los reactores en la eliminacion de nitrogeno durante esas dos fases (antes
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y después de la adicién de macronutrientes). Para facilitar la visualizacion de los resultados, estos se
estructuraran de la misma manera.

R. TODO | R.OSCURO | R.MUERTAS | R.ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 131,494 138,402 127,656 177,550
=1 18-2-22 8:45 91,578 100,789 113,071 151,451
=3 20-2-22 15:00 3,303 0 55,500 102,324
T=5 22-2-22 9:00 218,234 220,536 284,248 219,001
T=7 24-2-22 9:00 122,282 228,212 265,825 189,832
=9 26-2-22 18:15 76,226 261,987 262,755 193,670

Tabla 4-13 Valores de la concentracion de N (FE)
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Figura 4-25 Evolucion grafica de la concentracion de N (FE)

La medida del primer dia, tal y como ocurre con el IBP, se calcul6 de tal manera que los 4 reactores
partieran de la misma concentracién de N. Sin embargo se puede observar en la Tabla 4-13 que, aunque
parecidas, las concentraciones N en cada reactor al inicio de la FE no son las mismas, dato que tendra
que ser tenido en cuenta para el calculo de las eficiencias de eliminacion. Las de la primera fase se
encuentran indicadas en la Tabla 4-14 y su evolucion temporal se puede observar en la representacion
grafica de la Figura 4-26. Las de la segunda fase, a su vez, se encuentran indicadas en la Tabla 4-15 y
su evolucion temporal se observara en la representacion grafica de la Figura 4-27.

83



EMILIO TOGORES DE VICENTE

R. TODO R. OSCURO R. MUERTAS | R. ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 100,00 100,00 100,00 100,00
T=1 18-2-22 8:45 69,64 72,82 88,58 85,30
=3 20-2-22 15:00 2,51 0,00 43,48 57,63

Tabla 4-14 Valores porcentaje de eliminacion de N, Fase 1 (FE)
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Figura 4-26 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de N, Fase 1 (FE)

R. TODO R. OSCURO | R. MUERTAS R. ABIOTICO
=5 22-2-22 9:00 100,00 100,00 100,00 100,00
=7 24-2-22 9:00 56,03 103,48 93,52 86,68
=9 26-2-22 18:15 34,93 118,80 92,44 88,43

Tabla 4-15 Valores porcentajes de eliminacion de N, Fase 2 (FE)

A partir de la Figura 4-26, se puede apreciar como ambos reactores TODO y OSCURO eliminan el
100% del N en la primera fase. Sin embargo, en la segunda fase, en la Figura 4-27, el reactor OSCURO
pierde su efectividad debido a la muerte de sus algas. El reactor TODO mantiene la descontaminacion
del N logrando un porcentaje de eliminacion del 65 %.

Los otros dos reactores, MUERTAS y ABIOTICO, tienen un comportamiento muy parecido. En la
primera fase (Figura 4-26), ambos eliminan N con porcentajes del 57 % y 43 %, respectivamente, y en
la segunda fase (Figura 4-27), se mantienen practicamente estables eliminando en torno al 10 %. Para el
reactor MUERTAS, esto se puede deber a que las pocas algas vivas que tuviera al principio se murieran
del todo, o bien porque las bacterias heterotroficas que tuviera en su interior, al no haber ya apenas DQO
(como se vio en el apartado 4.2.6), no fueran capaces de trabajar con la misma eficacia. Este ultimo
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motivo es el mismo que se le achaca al reactor ABIOTICO, que parece eliminar nitrogeno en la primera
fase y luego dejar de hacerlo en la segunda.

Los resultados obtenidos relacionados con la eliminacion de nitrégeno mediante el uso de microalgas
coinciden con otros estudios que también concluyeron porcentajes de eliminacion del 100% [101].
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Figura 4-27 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de N, Fase 2 (FE)

4.2.9 Evolucion del fosforo

El fésforo es, junto con el ibuprofeno y nitrogeno ya analizados, el altimo de los compuestos que se
busca eliminar en este estudio. Tomando los datos de la absorbancia del P presentes en el Anexo V:
Datos de los parametros, y haciendo uso de la férmula hallada mediante la recta de regresion en la Figura
3-26, se indican, junto con la fecha y hora concretas en que se analizaron las muestras, las diferentes
concentraciones de P en la Tabla 4-16. La evolucion temporal de la concentracion del N se puede
observar en la representacion grafica de la Figura 4-28.

Al igual que ocurria con el IBP y con el N, a la hora de disenar los reactores para la FE, se calcularon
unas cantidades de micronutrientes, macronutrientes y fuente de carbono de tal manera que los 4
reactores presentaran la misma concentracién de P al inicio del experimento. Sin embargo, como se
puede observar en la Tabla 4-16, el reactor MUERTAS se aleja mucho del valor deseado, y sera
importante tenerlo en cuenta a la hora de valorar el porcentaje de eliminacion del P.

Antes de analizar los datos de la Figura 4-28, y tal y como ocurria con el nitrogeno, es importante
recordar el motivo por el que se produce una subida a partir del dia 3. Esta se debe a la cantidad de
macronutrientes anadidos el dia 4, comentado en el apartado 3.2. Por ello, se dividiran los resultados, al
igual que se hizo en el apartado anterior, en dos fases: antes y después de afiadir el fosforo.

Con el fin de descartar el efecto de las diferentes concentraciones iniciales, se realizaran las
discusiones con los porcentajes de eliminacion del fosforo. De esta manera, para la primera fase, se
indican los porcentajes de eliminacion del fosforo en la Tabla 4-17 y su evolucidon temporal se podra
observar en la representacion grafica de la Figura 4-29. Las de la segunda fase, a su vez, se encuentran
indicadas en la Tabla 4-18 y su evolucion temporal se observara en la representacion grafica de la Figura
4-30.
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T=0 17-2-22 20:20 41,615 40,575 24,459 35,810
T=1 18-2-22 8:45 36,849 43,348 27,492 35,983
=3 20-2-22 17:00 17,878 17,418 24,945 21,375
T=4 21-2-22 14:00 18,312 18,799 30,713 25,785
=5 22-2-22 9:00 45,703 52,486 57,441 45,350
=7 24-2-22 9:00 37,453 52,501 52,460 35,848
=9 26-2-22 18:15 35,126 - . 36,345

Tabla 4-16 Valores de la concentracion de P (FE)
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Figura 4-28 Evolucion grafica de la concentracion de P (FE)
T=0 17-2-22 20:20 100,00 100,00 100,00 100,00
T=1 18-2-22 8:45 88,55 106,83 112,40 100,48
T=3 20-2-22 17:00 42,96 42,93 101,99 59,69
T= 21-2-22 14:00 44,00 46,33 125,57 72,01

Tabla 4-17 Valores porcentajes de eliminacion de P, Fase 1 (FE)
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Figura 4-29 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de P, Fase 1 (FE)

R. TODO | R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
=5 22-2-22 9:00 100,00 100,00 100,00 100,00
=7 24-2-22 9:00 81,95 100,03 91,33 79,05
T=9 26-2-22 18:15 76,86 - - 80,14

Tabla 4-18 Valores porcentajes de eliminacion de P, Fase 2 (FE)
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Figura 4-30 Evolucion grafica del porcentaje de eliminacion de P, Fase 2 (FE)
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A la vista de los resultados de la Figura 4-29, los reactores TODO y OSCURO tienen un
comportamiento idéntico en la primera fase de la FE, eliminando hasta un 55 % de fosforo. Sin embargo,
en la segunda fase (Figura 4-30) esta tendencia se interrumpe. El reactor TODO logra un porcentaje de
eliminacion del 25 % mientras que el reactor OSCURO se queda en un 0 %. Esto se debe a que, en la
primera fase, el reactor OSCURO aun tenia algas vivas y en pleno funcionamiento. Una vez muertas, es
incapaz de seguir eliminando fosforo.

Enlo que al reactor MUERTAS respecta, éste elimina el 0 % de fosforo. De hecho, se puede observar
en la Figura 4-29 como incluso aumenta, aunque mas bien por fallos experimentales. En la segunda fase
(Figura 4-30) aparentemente elimina el 10 %, valor que dados los errores experimentales no se puede
considerar como significativo. Por ultimo, el reactor ABIOTICO elimina un 20 % del fosforo en ambas
fases. Dada la ausencia de algas en este reactor, se podria pensar que la eliminacion la estan llevando a
cabo los microorganismos desconocidos creciendo en su interior.

Los resultados obtenidos relacionados con la eliminacion de fosforo mediante el uso de microalgas
se quedan un poco por lo bajo cuando son comparados con otros estudios, los cuales afirman porcentajes
de eliminacion del fosforo en torno al 60-80 % [102].

4.2.10 Evolucion de la fitotoxicidad

La medicion de este parametro se realizé el primer y ultimo dia de la FE. En T=0 se miden el reactor
TODO (Figura 4-31) y el reactor PEQUENO (sin ibuprofeno, Figura 4-32) para usarlo como blanco.

Figura 4-31 Fitotoxicidad reactor TODO T=0

Los resultados que se obtuvieron fueron, para el reactor TODO:
» 3/10 semillas germinadas
» Semilla 1: 5 cm
» Semilla 2: 1,6 cm
» Semilla 3: 1,4 cm

Existe un 30 % de semillas germinadas. La longitud total serd de 8 cm, dividido entre 3 semillas
germinadas, da como resultado una longitud media de las semillas germinadas en el reactor TODO en
T=0 de 2,67 cm.
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Figura 4-32 Fitotoxicidad reactor PEQUENO T=0

Para el reactor PEQUENO, se obtuvo:
» 9/10 semillas germinadas

Semilla 1: 5,9 cm
Semilla 2: 5,3 cm
Semilla 3: 3,7 cm
Semilla 4: 3 cm

Semilla 5: 1,8 cm
Semilla 6: 1,1 cm
Semilla 7: 0,9 cm
Semilla 8: 0,8 cm
Semilla 9: 0,2 cm

Existe un 90 % de semillas germinadas. La longitud total sera de 22,7 cm, dividido entre 9 semillas
germinadas, da como resultado una longitud media de las semillas germinadas en el reactor PEQUENO
en T=0 de 2,52 cm.

Haciendo uso de la Ecuacion 16, se obtiene, para el reactor TODO en T=0, el siguiente indice de
germinacion:

YV V V V V V V V

A\

IG = 30 100 267 _ 35,32 %
~ 90 252 el

Ecuacion 17 IG para el reactor TODO en T=0
Para T=9 se repite la medicion de la fitotoxicidad en el reactor TODO (Figura 4-33). Se obtiene
como resultado lo siguiente:
» 9/10 semillas germinadas
» Semilla 1: 4,5 cm
» Semilla 2: 4,5 cm
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Semilla 3: 3,5 cm
Semilla 4: 3,4 cm
Semilla 5: 2,4 cm
Semilla 6: 1,3 cm
Semilla 7: 0,5 cm
Semilla 8: 0,3 cm

» Semilla 9: 0,2 cm

YV V V V V V

Existe un 90 % de semillas germinadas. La longitud total serd de 20,6 cm, dividido entre 9 semillas
germinadas, da como resultado una longitud media de las semillas germinadas en el reactor TODO en
T=9 de 2,289 cm.

L R T

Figura 4-33 Fitotoxicidad reactor TODO T=9

Aplicando la Ecuacién 16, se obtiene, para el reactor TODO en T=9, el siguiente indice de
germinacion:
90 2,289

—_— .’_= 0,
1G 90 100 252 90,83 %

Ecuacion 18 IG para el reactor TODO en T=9

A la vista de los resultados obtenidos, se puede apreciar como el reactor TODO al principio y, segin
la Ecuacion 16, presentaba una alta fitotoxicidad pues IG <50 % [98], que se puede asociar a la presencia
de ibuprofeno (nica diferencia entre el reactor TODO vy el reactor PEQUENO usado como control de
referencia). En cambio, repetido el experimento en T=9 y a la vista de los resultados de la Ecuacion 18,
se observa como el reactor TODO no presenta fitotoxicidad, ya que 80 % < IG < 100 %. Por tanto, se
puede concluir que se confirma la degradacion del ibuprofeno hasta concentraciones no toxicas.
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5 CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

5.1 Conclusiones

La tematica del presente trabajo es la eliminacion total o parcial de los nutrientes, concretamente de
compuestos nitrogenados y fosfatos, y del ibuprofeno presentes en las aguas residuales. Para
conseguirlo, se hizo uso de un reactor con microalgas capaz de eliminar dichos compuestos. Ademas, se
estudio el comportamiento de estas microalgas instalando otros reactores con diferentes caracteristicas
para valorar hasta qué punto afectaban unas y otras a la eficacia de las microalgas en la reduccion de las
concentraciones de los contaminantes.

5.1.1 Cultivo de algas en el reactor principal

En primer lugar, se cred un reactor principal que sirvio como cultivo de las microalgas que se
utilizarian més adelante en los reactores. Su seguimiento se realiz6 mediante la medicidon de tres
parametros: el pH, la turbidez y los solidos en suspension. Sus resultados permiten concluir lo siguiente:

» pH: este parametro rondo los 6,5 los primeros dias de cultivo hasta que se le afadié mas
fitoplancton y nutrientes. A partir de ese momento, el nuevo pH de en torno a 8,5 denota el
pH 6ptimo en el cultivo de microalgas, por lo que se puede concluir que el crecimiento era
bueno y las algas estaban creciendo de la manera esperada.

» Turbidez: con este parametro ocurre algo parecido a la evolucion del pH. Tras el afiadido de
los compuestos, la turbidez, hasta ese momento estable, aumentd significativamente y a
partir de entonces siguio creciendo. Estos resultados denotan un aumento en la cantidad de
algas en el interior del reactor.

» Solidos en suspension: al igual que ocurria con el pH y con la turbidez, se produce un cambio
significativo a partir de la adicidon de los compuestos. Los SSV, representantes de la biomasa
en las muestras analizadas, aumentan a medida que pasan los dias, lo que permite afirmar
que el crecimiento de las algas era apropiado.

Durante esta fase se observo que el cultivo y las concentraciones de nutrientes iniciales no eran las
apropiadas. Sin embargo, una vez aumentadas estas cantidades, se consiguié multiplicar el crecimiento
por nueve en tan solo ocho dias. Los resultados positivos de estos pardmetros permitieron que se tomara
la decision de comenzar con los 4 reactores objeto de estudio y la fase experimental.

5.1.2 Depuracion de aguas mediante biorreactores: fase experimental

Durante los 9 dias que dur6 el experimento se utilizaron 10 métodos diferentes de medida con el fin
de realizar un seguimiento lo mas exhaustivo posible del desarrollo de cada reactor. Teniendo en cuenta
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los resultados obtenidos mediante todas las técnicas analiticas utilizadas, se establece la efectividad de
cada uno de los reactores para eliminar el nitrogeno, fosforo e ibuprofeno de éstos de la siguiente manera:

» Reactor TODQO: este reactor fue, tal y como se esperaba, el mas eficaz y constante de todos
en la eliminacion de los contaminantes gracias a las condiciones en las que oper6 a lo largo
de toda la fase experimental. Redujo tanto la concentracion de nitrogeno como la de
ibuprofeno de manera mucho mas notable que el resto, reduciéndolas a niveles mucho
inferiores en comparacion con los demds. También destaco en la eliminacion del fosforo ya
que, a pesar de que el reactor OSCURO elimin6 la misma cantidad que €l en la primera fase,
se destaco en la segunda por ser el unico reactor con algas en eliminar dicho contaminante.

» Reactor OSCURO: el crecimiento de las algas en este reactor no fue constante. Si bien al
crear el reactor las algas que se le introdujeron estaban sanas y eran abundantes en cantidad,
al no disponer de luz, tardé aproximadamente 5 dias en empezar a reducir su eficacia debido
a la muerte de éstas. Tuvo un comportamiento muy similar al primer reactor y, a medida que
sus algas iban muriendo, se fue reduciendo. Esto se ve de manera muy clara en la evolucion
temporal de los tres contaminantes estudiados. Presenta un comportamiento similar al del
reactor TODO hasta los 4-5 dias, momento en el que su eficacia comienza a disminuir. Esto
permite confirmar la imprescindibilidad de la luz para mantener el crecimiento de las algas.
Por otro lado, su eficacia no disminuye al completo, lo que sugiere la existencia de bacterias
heterotrofas que, aunque en menor medida, también contribuyen a la eliminacién de los
contaminantes sin necesidad de luz.

» Reactor MUERTAS: la particularidad de este reactor era que las algas que se introdujeron
en su interior estaban muertas y ademads, no tenia luz alguna incidiendo sobre ¢l para
dificultar asi su crecimiento. Por ello, en los resultados obtenidos de clorofila se puede
apreciar como no hubo crecimiento ninguno de las algas. Esto supuso que el principal
elemento responsable de la eliminacidn de los contaminantes fuera inexistente y, por lo tanto,
no se produjera una reduccion de estos contaminantes al nivel del resto de reactores. Si bien
no fue capaz de eliminar el fosforo, lo consiguié con el nitrogeno y el ibuprofeno, aunque
fuera en menor medida. Al producirse esta reduccion y no haber algas capaces de realizarla,
se achaca la eliminacion a la presencia de bacterias heterotroficas.

» Reactor ABIOTICO: con el fin de estudiar la relacion de los contaminantes entre si, este
reactor no presentaba algas de ningun tipo. Se produjo la particularidad de que en su interior
comenzo a crecer un tipo de microorganismo desconocido responsable de los aumentos en
los parametros encargados de realizar el seguimiento del crecimiento de las algas, dando
resultados que iban en contra de lo previsto. Presenta un comportamiento muy parecido al
reactor MUERTAS: no elimina fosforo pero si nitrégeno e ibuprofeno. Ademas, lo hace en
concentraciones practicamente iguales. Esto sugiere que las bacterias heterotroficas
responsables de la eliminacion en el reactor MUERTAS son las mismas que aquellas que
crecieron en el reactor ABIOTICO.

5.1.3 Conclusion final

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que, de los 4 reactores que se montaron y
estudiaron para la fase experimental, el reactor TODO fue el mas efectivo de todos. Esto permite concluir
que la eliminacion de los contaminantes se produjo gracias a las algas como tal, ya que los reactores que
no las contenian, ya fuera disponer de ellas como inactivas, muertas o directamente de ninguna manera,
no obtuvieron los mismos resultados. Se descarta asi la posibilidad de que gran parte de la eliminacion
de los contaminantes se estuviera produciendo por otras causas, ya que si es verdad que una pequefia
parte ocurre por otros motivos como se ha explicado. Ademas, con la comparativa entre el reactor TODO
y el reactor OSCURO, se reafirma la imperativa necesidad de disponer de luz en el cultivo para evitar
la muerte de las algas y asegurar su crecimiento y con €l la continuidad en la eliminacion de los
contaminantes.
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Por otro lado, se concluye la eficacia de los reactores de algas en la reduccion de la fitotoxicidad
asociada al ibuprofeno. Esta pasa de estar presente en altos niveles a desaparecer a los tan s6lo 9 dias de
experimento, como se demostro en el apartado 4.2.10.

Los sistemas de depuracion de agua basados en microalgas cumplen con las nuevas tendencias
buscadas en los recientes métodos de depuracion convencional, como son la eliminacion de nutrientes y
microcontaminantes, el ahorro de energia y el funcionamiento con bajas emisiones de carbono. Presentan
una alta eficiencia en la eliminacion de nutrientes e ibuprofeno.

5.1.4 Evaluacion de los objetivos

En lo que a los objetivos se refiere, se han cumplido la mayoria de los que se preveia alcanzar
mediante el presente estudio. En primer lugar, se ha analizado exhaustivamente la problematica de las
aguas residuales, presentado sus variados origenes, las categorias en las que se engloban las distintas
aguas residuales y las consecuencias que €stas presentan para el medio ambiente. Asimismo, se ha
desarrollado el método de depuracion convencional utilizado en las estaciones de depuracion de aguas
residuales y destacado su ineficacia para eliminar los contaminantes estudiados, concluyendo asi la
importancia de un nuevo sistema de depuracion de agua residual que lo complementara.

En segundo lugar, se ha hecho un estudio en profundidad acerca de los microcontaminantes
emergentes, centrando el estudio en torno a los compuestos farmacéuticos y, mas especificamente, el
ibuprofeno. Se ha explicado el origen de éstos y su ciclo de vida, asi como los actuales mecanismos y
tecnologias de eliminacion utilizados en la actualidad. Con este estudio se han demostrado los variados
origenes de estos compuestos, las dificultades presentadas para eliminarlos, y la necesidad de
implementar un sistema que contemplara su eliminacion.

En tercer lugar, se ha introducido el uso de la depuracion de aguas residuales mediante microalgas
como alternativa a los métodos convencionales. Se ha prestado especial atencion a explicar las ventajas
y desventajas de dicho sistema, asi como a explicar la importancia de cada parametro responsable de la
correcta ejecucion de un sistema de este tipo. Asimismo, se ha explicado el proceso quimico mediante
el cual las microalgas eliminan los tres contaminantes objeto de este estudio: el nitrégeno, el fosforo y
los compuestos farmacéuticos. Por ultimo, se han estudiado los tipos de biorreactores usados en esta
técnica de depuracion, concluyendo que el mas apropiado para su uso en EDAR es el de algas en
suspension.

En cuarto lugar, se ha desarrollado toda una fase experimental en la que se buscaba la creacion de
un reactor que mediante el uso de microalgas fuera capaz de eliminar el nitrogeno, fosforo e ibuprofeno
de un agua residual sintética. El montaje del reactor no presentd mas problemas de los esperados y su
correcto funcionamiento afirmé el haber alcanzado dicho objetivo presentado al inicio de este estudio.

Por ultimo, una vez creado el biorreactor y estudiado su eficacia en la eliminacion de los 3
compuestos analizados, se puede concluir que el éxito ha sido notorio, aunque no completo. La
eliminacion del nitrégeno e ibuprofeno ha sido acorde a lo esperado; sin embargo, la del fésforo no ha
cumplido con lo que se esperaba. Por otro lado, es resefiable destacar también la capacidad de los
reactores de eliminar DQO de manera bastante eficiente mediante la accion de microorganismos
heterotroficos, asi como de reducir los niveles de fitotoxicidad.

5.2 Lineas futuras

Mediante el presente Trabajo de Fin de Grado se ha demostrado como un sistema de depuracion de
agua residual mediante el uso de las microalgas presenta las propiedades adecuadas para la reduccion de
las concentraciones de nitrogeno y el ibuprofeno. Por ello, y a raiz de lo observado durante este estudio,
se presentan las siguientes posibles lineas futuras:
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>

Repetir el proceso de los biorreactores para confirmar los datos obtenidos y haciendo especial
hincapi¢ en la eliminacion del fosforo para asi confirmar o desmentir la capacidad de las
microalgas de eliminar dicho compuesto.

Evaluar la eficacia de este sistema de depuracion de aguas residuales haciendo uso esta vez de
un biorreactor de células inmovilizadas, y estudiar si mejora los resultados en comparacion con
los obtenidos con un biorreactor de células en suspension como el utilizado en este estudio.

Realizar dicho experimento con nuevos compuestos farmacéuticos, a poder ser con un nivel de
uso parecido al ibuprofeno por su relevancia en las concentraciones presentes de agua residual,
como es el caso del paracetamol.

Realizar experimentos en continuo, con una alimentacion de agua residual constante (esto
requeriria de usar una bomba para alimentar y extraer el agua residual tratada). De esta manera,
se simularia de una manera mas realista un reactor de una EDAR.

Repetir el experimento prestando especial atencion al reactor ABIOTICO, a poder ser
montandolo en condiciones estériles para evitar contaminaciones que pudieran mas adelante
modificar los resultados obtenidos.

Modificar las concentraciones iniciales de los contaminantes para comprobar si pueden afectar a
los resultados. Asimismo, repetir el experimento con agua residual real, obtenida tras el
tratamiento primario de una EDAR.
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ANEXO I: MEDICION DEL N
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ANEXO II: AIREADOR EHEIM AIR100

Este anexo especifica las caracteristicas y propiedades del aireador EHEIM air100 (Figura A2-0-1).

Con el EHEIM air se ha conseguido crear un compresor de aire con un funcionamiento muy
silencioso, algo esperado por muchos desde hace ya mucho tiempo. Existen 3 modelos con un
rendimiento de la bomba de 100, 200 (2x 100) y 400 (2x200) L/h. El empleado en el estudio ha sido el
mas pequeiio, el air100. Este viene con tan solo una salida de aire regulable. De acuerdo con eso, existe
un difusor EHEIM y una valvula antirretorno dentro del embalaje. La cantidad de aire por salida se
puede regular directamente en el aparato, asi como en el propio difusor. De esta manera, es posible
adaptar la salida de aire y el tamafio de las burbujas a gusto del consumidor. Ademas, gracias a los pies
de goma anti-vibraciones de los que dispone la bomba de aire se consigue que €sta se mantenga quieta
en el sitio en el que se fije y no se mueva, asi como que su funcionamiento sea silencioso. Se puede
colocar en la pared con la préctica tira de goma.

Figura A2-0-1 Aireador EHEIM air100 [82]

Entre las ventajas de este aireador, cabe destacar:
v" Funcionamiento muy silencioso
Larga vida util, 6ptima calidad
Cantidad de aire por salida individualmente regulable en el aparato

Cantidad de aire y tamafio de burbujas regulables en el difusor EHEIM

AN NI

Equipado completamente con, en el caso del aire100:
% 1 difusor
¢ 1 manguera de aire
¢ 1 vélvula antirretorno
¢ Pies de goma anti-vibraciones
¢ Practica tira para colgar en la pared
¢ Difusor con almohadilla reemplazable
El aireador presenta, asimismo, las siguientes caracteristicas:
v" Potencia bomba (50Hz): 100 L/h
v Altura bombeo (50Hz): 2 m
v" Consumo eléctrico (50Hz): 3,5 W
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Didmetro manguera de salida: 4 mm
Alto: 150 mm

Ancho: 92 mm

Fondo: 76 mm

Agua dulce: Si

R NN R

Agua salada: Si
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ANEXO III: KiT LED CARCASA RiGIDA ICA

Este anexo especifica las caracteristicas y propiedades del Kit LED carcasa rigida ICA (Figura
A3-0-1).

Las nuevas tiras LED RGB han sido disefiadas pensando en los requisitos luminicos especificos de
las plantas para proporcionales todo el espectro necesario para que crezcan saludablemente y realcen sus
colores. ICA ha decidido renovarse y adaptarse a lo que es el futuro de la acuariofilia apostando por
el LED, destacando, entre otros aspectos, su bajo consumo 5 veces menor comparado a otros sistemas
de iluminacion similares, pero que no ofrecen la misma potencia.

Estas tiras sirven tanto para aumentar la potencia de nuestro acuario como para complementar otra
pantalla que se tenga. Su tecnologia LED se basa en el RGB, RED (rojo), GREEN (verde) y BLUE
(azul). Cada uno de los LED de la tira es individual y no triple como de costumbre, lo que proporciona
mayor potencia a la tira.

Su envolvente carcasa rigida cuenta con una placa de aluminio interna que disipa el calor del LED
mejorando la vida util de los componentes. Su sellado completo le da seguridad y evita que entre agua
en su interior, tanto humedad como si se llegara a caer dentro del acuario. El kit para colgar viene con
cintas de doble cara ultra resistentes y unos clips que permiten engancharla con facilidad.

Aunque especialmente disefiado para plantas, estas tiras sirven también para acuarios de agua
salada, sobre todo son realmente beneficiosas en refugios de algas, donde creceran con mayor rapidez.

CONTIENE: Adaptador Input 240VAC Output 12VDC, interruptor ON/OFF, tira de LED en placa
de aluminio, carcasa rigida plastica, colgantes y cinta adhesiva de doble cara.

Figura A3-0-1 Luz LED carcasa rigida ICA [103]
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ANEXO IV: CALCULOS DE SOLIDOS EN SUSPENSION

Célculo SS en el reactor principal: en primer lugar se hallan los diferentes pesos del filtro en cada
etapa, presentados en la Tabla A4-0-1.

M1 2/02/2022 | 17:00:00 2,0244 2,0254 2,0252
M2 3/02/2022 | 17:00:00 2,0378 2,0383 2,0382
M3 4/02/2022 | 17:00:00 2,0433 2,0439 2,0433
M4 5/02/2022 | 17:00:00 2,0405 2,0408 2,0406
M6 8/02/2022 | 14:00:00 2,0317 2,0322 2,0317
M7 9/02/2022 | 19:00:00 2,0245 2,0263 2,0254
MS8 11/02/2022 | 18:30:00 2,0393 2,0449 2,0413
M9 14/02/2022 | 13:00:00 2,0448 2,0511 2,0461
M10 17/02/2022 | 10:00:00 2,0519 2,0634 2,0552

Tabla A4-0-1 Valores del filtro de los SS (RP)

Para estos datos, se han tomado un par de consideraciones, ambas debidas a la minima cantidad de
SS durante los primeros dias del cultivo y el muy pequeiio margen de error. En primer lugar, para los
valores en rojo claro se asumid que el peso del filtro limpio y el del filtro quemado eran el mismo en
ambos casos. En segundo lugar, estan los datos de la muestra M5, en rojo oscuro. Estos datos se
decidieron descartar, ya que carecian de sentido al presentar el filtro un supuesto mayor peso tras
quemarse que antes de hacerlo. A continuacion, y haciendo uso de las férmulas explicadas en el apartado
3.3.2, se hallan los SST, SSV y SSI, expresados en la Tabla A4-0-2.

M1 0,0010 0,0002 0,0008
M2 0,0005 0,0001 0,0004
M3 0,0006 0,0006 0,0000
M4 0,0003 0,0002 0,0001

S am [ emn e

M6 0,0005 0,0005 0,0000
M7 0,0018 0,0009 0,0009
M8 0,0056 0,0036 0,0020
M9 0,0063 0,005 0,0013
M10 0,0115 0,0082 0,0033

Tabla A4-0-2 Valores de los SS en gramos (RP)
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Célculo SS en la fase experimental: al igual que en el caso anterior, en primer lugar se hallan los
diferentes pesos del filtro en cada etapa, presentados en la Tabla A4-0-3.

R. Todo 2,0389 2,0452 2,0404

R. Oscuro 2,0434 2,0491 2,0452

0 R. Muertas 2,0396 2,0466 2,0434
R. Abidtico - - -

R. Todo 2,0248 2,0366 2,0263

R. Oscuro 2,0322 2,0409 2,0333

= R. Muertas 2,0472 2,0513 2,0479
R. Abidtico - - -

R. Todo 2,0391 2,0542 2,0413

R. Oscuro 2,0448 2,0598 2,0478

= R. Muertas 2,0401 2,0455 2,0410

R. Abibtico 2,0527 2,0544 2,0529

R. Todo 2,0248 2,0346 2,0259

R. Oscuro 2,0312 2,038 2,0324

- R. Muertas 2,0475 2,0521 2,0495

R. Abidtico 2,0634 2,0647 2,0635

R. Todo 2,0386 2,0490 2,0397

R. Oscuro 2,0442 2,0501 2,0446

- R. Muertas 2,0401 2,0436 2,0414

R. Abidtico 2,0520 2,0532 2,0522

R. Todo 2,0242 2,0342 2,0249

R. Oscuro 2,0318 2,036 2,0324

e R. Muertas 2,0476 2,0498 2,048

R. Abidtico 2,0629 2,0642 2,0632

Tabla A4-0-3 Valores del filtro de los SS (FE)

Como se puede observar en la tabla anterior, los SS se midieron los dias pares del experimento y el
ultimo dia. Ademas, se decidié comenzar a medir los SS en el reactor ABIOTICO una vez apreciado el
crecimiento del compuesto desconocido dentro del mismo.

Haciendo uso de las férmulas explicadas en el apartado 3.3.2, se obtienen los valores indicados en
la Tabla A4-0-4.
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R. Todo 0,0063 0,0048 0,0015

R. Oscuro 0,0057 0,0039 0,0018

=0 R. Muertas |  0,0070 0,0032 0,0038
R. Abidtico - - -

R. Todo 0,0118 0,0103 0,0015

R. Oscuro 0,0087 0,0076 0,0011

= R. Muertas | 0,0041 0,0034 0,0007
R. Abidtico - - -

R. Todo 0,0151 0,0129 0,0022

g R. Oscuro 0,0150 0,012 0,0030

= R. Muertas |  0,0054 0,0045 0,0009

R. Abiodtico | 0,0017 0,0015 0,0002

R. Todo 0,0098 0,0087 0,0011

R. Oscuro 0,0068 0,0056 0,0012

- R. Muertas |  0,0046 0,0026 0,002

R. Abidtico | 0,0013 0,0012 0,0001

R. Todo 0,0104 0,0093 0,0011

R. Oscuro 0,0059 0,0055 0,0004

- R. Muertas |  0,0035 0,0022 0,0013

R. Abidtico | 0,0012 0,001 0,0002

R. Todo 0,01 0,0093 0,0007

R. Oscuro 0,0042 0,0036 0,0006

~ R. Muertas |  0,0022 0,0018 0,0004

R. Abidtico | 0,0013 0,001 0,0003

Tabla A4-0-4 Valores de los SS en gramos (FE)
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ANEXO V: DATOS DE LOS PARAMETROS

En el presente anexo se recogen diferentes datos relacionados con los parametros medidos durante
la fase experimental. Entre estos datos se encontrardn las absorbancia del ibuprofeno, nitrégeno y
fosforo, asi como la cantidad de FAS requerida en el proceso de medicion de la demanda quimica de
oxigeno.

En la Tabla A5-0-1 aparecen indicadas las absorbancias del IBP. Se descartan aquellos valores en
rojo ya que siguen una tendencia anomala en comparacion con los anteriores, pudiendo estar sujetos a
alglin error experimental.

R. TODO | R.OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
T=0 17-2-22 20:20 0,845 0,793 0,870 0,771
=1 18-2-22 8:45 0,823 0,721 0,700 0,651
=2 19-2-22 15:30 0,604 0,690 0,669 0,646
=3 20-2-22 17:00 0,598 0,657 0,696 0,634
T= 21-2-22 14:00 0,596 0,597 0,654 0,659
T=5 22-2-22 9:00 0,528 0,593 0,698 0,636
=6 23-2-22 18:00 0,478 0,568 0,641 0,608
=7 24-2-22 9:00 0,441 0,578 0,618 0,625
=8 25-2-22 18:15 0,418 0,637 0,566
T=9 26-2-22 18:15 0,379 0,642 0,586

Tabla A5-0-1 Valores de la absorbancia del IBP (FE)

En la Tabla A5-0-2, aparecen indicadas las absorbancias del N.

R. TODO R. OSCURO | R. MUERTAS | R. ABIOTICO
=0 17-2-22 20:20 0,242 0,251 0,237 0,302
=1 18-2-22 8:45 0,190 0,202 0,218 0,268
T=3 20-2-22 15:00 0,075 0,070 0,143 0,204
=5 22-2-22 9:00 0,355 0,358 0,441 0,356
=7 24-2-22 9:00 0,230 0,368 0,417 0,318
=9 26-2-22 18:15 0,170 0,412 0,413 0,323

Tabla A5-0-2 Valores de la absorbancia del nitrégeno (FE)
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En la Tabla A5-0-3, aparecen indicadas las absorbancias del P. Se descartan aquellos valores en rojo
ya que siguen una tendencia anémala en comparacion con los anteriores y pueden estar sujetos a algiin

error experimental (tener en cuenta las disoluciones).

=0 17-2-22 20:20 0,394 0,382 0,196 0,327
=1 18-2-22 8:45 0,339 0,414 0,231 0,329
T=3 20-2-22 17:00 0,574 0,557 0,835 0,440
T= 21-2-22 14:00 0,590 0,608 1,048 0,866
T=5 22-2-22 9:00 1,039 1,206 1,328 0,472
=7 24-2-22 9:00 1,758 2,499 2,497 1,679
=9 26-2-22 18:15 1,211 _ 1,256

En la Tabla A5-0-4, aparecen indicadas las cantidades de FAS requeridas por cada reactor para la
medicion de la DQO. Se descartan aquellos valores en rojo por ser demasiado similares al valor del

Tabla A5-0-3 Valores de la absorbancia del fésforo (FE)

blanco.
=0 17-2-22 20:20 6,3 6 5,8 5,8
=1 18-2-22 8:45 6,9 7,1 7 6,6
=3 20-2-22 17:00 8,8 9,1 8,4 7,6
T=4 21-2-22 14:00 5,5 9,3 6,3 1,1
eI
T=7 24-2-22 9:00 5,8 4,2 3,7 2,3
=9 26-2-22 18:15 3,7 8 3,9 7,8

Tabla A5-0-4 Valores de cantidad de FAS requerida por cada reactor (FE)
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